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EINLEITUNG 17

unter Ausbildung einer O-glycosidischen Bindung zum Tn-Antigen angekniipft wird (Schema
2).142 58]

Protein
OH QOH

HO. QH ¢ lGaINAcT
AcHN &
H HO HO OH N-Acetyllactosamin-Ketten
HO

¥ Q
ST6GalNAc-I HO I
AcHN AcHN
Sialyl-Ty-Antigen Ty-Antigen OH

HC:

o}
AcHN
Ho OH  Ho OH HG OH  HO
Q Q  C26nT Q Q
HO —Jf——HO
HO AcHN HO AGHN

OH COOH T-Antigen, Core? Core2
HO OH
’ ST3Gall
Tk 0 STeGaINA:y \
AcO

9] OH COOH OH
HO OH  HO i OH HO ~OH  HO
Q O & O O o]
HO. 0 AcHN 0]
HO AcHN H H AcHN
2,6-Sialyl-T-Rgligen 2,3-Sialyl-T-Antigen

GalNACT: UDP-N-Acetyl-¢t-D-galactosamin: Polypeptid A-Acetylgalactosaminyltransferasen
(31,3GalT: Core 7 [31,3-Galactosyltransferase
C2GnT-l: Core 2 [}1,6-N-Acetylglucosaminyltransferase-|
ST6GalNAc-I: CMP-NeuNAc:GalNA¢G-R a2,6-Sialyltransferase-|
ST6GalNAc-Il: CMP-NeuNAc:GalNAc-R 2 6-Sialyltransferase-Il
ST3Gal-I: CMP-NeuNAc:Gal[}1,3GalNAc-R «2,3-Sialyltransferase-|
Schema 2: Tumorassoziierte O-Glycosylierung des Mucins MUCI ;P

In normalen Zellen erfahren Mucinmolekiile beim weiteren Durchlaufen des Golgi-Apparats
eine schrittweise Verlingerung der Saccharidseitenketten. Dabei wird durch die
B1,3-Galactosyltransferase das zentrale N-Acetylgalactosamin mit Galactose zur sogenannten
Corel-Struktur (BGal(1—3)-aGaINAc¢; T-Antigen) umgesetzt. Die Corel-Struktur dient
p1,6-N-Acetylglucosamintransferasen  (C2GnT-I) als  Ausgangsverbindung bei  der
darauffolgenden Ubertragung von N-Acetylglucosamin, woraufhin sich die Core2-Struktur
(BGal(1—3)-[BGlcNAc-(1—6)-luGalNAc) ausbildet.”™™ Die Core2-Struktur wird durch
weitere Glycosyltransferasen in komplexe oligomere N-Acetyllactosamin-Ketten iiberfiihrt.
Durch Ankniipfung von Fucose oder Sialinsiure bzw. durch Sulfatierung wird das
Kettenwachstum im trans-Golgi- Apparat terminiert.*% >*1 Auf gesunden Epithelzellen werden
tiberwiegend auf der Core2-Einheit basierende Oligosaccharidstrukturen beobachtet, die
entsprechend des vorgestellten Biosynthesewegs aufgebaut werden (Abbildung 11) und so das

Peptidriickgrat des MUCT effektiv verhiillen.
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Die gréBte Tumorspezifitit diirften die tumorassoziierten STn-Antigene sowie das (2,3)-ST-
Antigen haben. Sie sind daher von besonderer Bedeutung. Die Glycosylierungen erfolgen bei
der 17er Sequenz sowohl an Serin als auch an Threonin, die jeweils die immundominante
Domine flankieren. Um den Einfluss der Glycanseitenketten auf die Immunogenitit zu
untersuchen, ist die Synthese von doppelt glycosylierten Peptiden, in denen beide
Aminosiuren jeweils die sperrigen STy-Antigene tragen, beabsichtigt. Des Weiteren ist der
Austausch des Threonin tragenden STy-Antigens gegen ein Serin-STy-Antigen vorgeschen,
um den Einfluss der beiden Aminosduren auf die Wiedererkennung durch das Immunsystem
zu ermitteln. Im 22er Glycopeptid erfolgt die Glycosylierung ebenfalls an den die
immundominante  Doméne flankierenden  Aminosduren. Zusdtzlich wurde im
STAPPAHGV-Motiv das Threonin mit verschiedenen Antigenen glycosyliert. Fir dic
Induktion e¢iner potenten Immunantwort ist das B-Zellepitop (MUCI1-Glycopeptid) nicht
ausreichend, sodass eine Anbindung an weitere immunstimulierende Epitope nétig ist. Hierzu
wird ein nicht-immunogener Spacer an das B-Zellepitop gekuppelt. Dieser dient sowohl als
Abstandshalter als auch zur Konjugation verschiedener Epitope. Geeignete
Immunstimulatoren sind Cytokine, Ty2-Peptidepitope, Mitogene und immunogene Carrier-
Proteine. Fiir die Stimulierung des Immunsystems sollen verschiedene Komponenten, z. B.
das IL-1p, das als internes Adjuvans verzeichnet wird, zum Einsatz kommen (Abbildung 15,

_ ¥

¥

Abbildung 15: Darsteliung der geplanten Strukturen zur Erzeugung von Tumorvakzinen.

Durch die Verwendung eines externen Adjuvans soll die Immunogenitit nochmals gesteigert
werden. Hierzu wird Monophosphorlipid-A (MPL-A), welches in verschiedenen Vakzinen
(Cervarix®, Fendrix®) als Adjuvans vorliegt, synthetisch gewonnen und den

Vakzinkonjugaten I — IV hinzugefiigt. Im Vakzinkonjugat II kommt das Ovalbumin
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3 Allgemeiner Teil

3.1 Die Synthese von tumorassoziierten Galactose-

Aminosiure-Konjugaten

Ein Charakteristikum von Krebszellen ist die Verinderung der Kohlenhydratstruktur im
Vergleich zu normalen Zellen, die auf eine verinderte Aktivitit und Expression von Glycosyl-
und Sialyltransferasen zuriickzufithren ist."> 1 Die verminderte Aktivitit von B1,6-N-
Acetylglucosamintransferasen fithrt zu einer Akkumulation der Corel-Struktur (vel. Kapitel
1.5). Die Vorstufe der Corel-Struktur, das Tn-Antigen, ist sowohl Zielmolekiil als auch
Ausgangsverbindung fiir den biomimetischen Aufbau komplexer tumorassoziierter Antigene.
Die Synthese der N-Acetylgalactosamin-Aminosiure-Bausteine erfolgte nach der von B.

(8581 Schliisselschritt  ist  die  stereoselektive

Liebe crarbeiteten  Synthesestrategie.
Glycosylierung der vollgeschiitzten Aminosiure-Derivate (3 und 6) mit einem
Galactosylbromid-Derivat. Die in den spiteren Stufen angestrebten regio- und
stereoselektiven Glycosylierungsreaktionen mit dem Sialyl-Donor orientieren sich an
literaturbekannten Strategien.”® *! Hierzu wird zunichst der erste Galactosylrest mit einem
geeigneten vollgeschiitzten Aminosdurederivat (Threonin oder Serin) verkniipft und das
resultierende Konjugat dann nach einigen Schutzgruppenmanipulationen zu den
Disacchariden umgesetzt. Die fiir die Festphasensynthese nach Fmoc-Strategie benétigten Tn-
Antigen Derivate miissen in geeignete Galactosylakzeptoren umgewandelt werden. Zunichst
sind jedoch die Aminosiure-Bausteine in geeignete Ausgangsverbindungen zu iiberfiihren.
Hierzu wird die Aminogruppe von L-Threonin 1 bzw. L-Serin 4 mit Fluoren-9-
ylmethylsuccinimidylcarbonat (FmocOSu) umgesetzt, wobei das Carbamat 2 bzw. § entsteht
(Schema 3).P%

HO R FmocOSu, NaHCO, HO._R HO. R
I’rOH AcetonfH,0 (1:1) I'(OH DCC, ‘BUOH, CuCl, CH,Cl, . L‘,O‘Bu
HaN FmocHN FmocHN
O o C
1: R =Me 2: R = Me, quant. 3 R=Me 91%
4. R=H 5: R=H, quant. 6:R=H,85%

Schema 3: Die Synthese der N- und C-terminal geschiitzten Aminosdure-Bausteine 3 und 6.

AnschlieBend wird die freie Carboxylfunktion durch Veresterung mit fers-Butanol unter dem
aktivierenden Einfluss von N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)[QH und Kupfer(I)-chlorid als
tert-Butylester blockiert.”**" Nach flashchromatographischer Reinigung kann die orthogonal
geschiitzte Aminosiure 3 in einer Ausbeute von 91 % bezogen auf [-Threonin 1 bzw. 85 %
bezogen auf L-Serin 4 isoliert werden. Im zweiten Syntheseschritt ist darauf zu achten, dass es

aufgrund des groBen Uberschusses an tert-Butanol und DCC nicht zu einer zusitzlichen
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Gruppe eingefithrt werden, die sowohl keinen Nachbargruppeneffekt wihrend der
Glycosylierungsreaktion ausiibt als auch spiter ohne groBen Aufwand in die Aminofunktion
umgewandelt werden kann. Die Azidogruppe erfiillt beide Voraussetzungen. In der

Azidonitratisierung nach Lemieux""

mit Cer(IV)-ammoniumnitrat und Natriumazid in
Acetonitril wird die Azidofunktion in 2-Stellung und die Nitratgruppe am anomeren Zentrum
cingefithrt. Dies gelingt mit einer Ausbeute von 58 %, wobei das Produkt 10 als
Anomerengemisch  erhalten  wird.  Durch  fraktionicrende  Kristallisation — aus
Cyclohexan/Ethylacetat lassen sich die beiden Anomere trennen. Das a-Anomer fillt als
kristalliner Feststoff an und wird durch NMR-Spektroskopie charakterisiert. Fiir den
nachfolgenden Syntheseschritt ist jedoch die Anomerentrennung nicht erforderlich. Der

Mechanismus der Azidonitratisierung wurde von Lemieux wie folgt formuliert (Schema 5).1"!

Ce* + N — Ce® + N

AcO _OAc . AcO OAc AcO _OAc B AcO OAc
o Ny o Ce* 0 NO; 0
AcOA__N — | A T | Ao W | T AcO ONO,
x5 i N
9 : 10
Schema 5: Der Mechanismus der Azidonitratisierung nach Lemieux.”"
Im ersten Schritt abstrahiert Cer'™™ ein Elektron aus dem Arzidanion. Das gebildete
Azidradikal greift die Doppelbindung des Galactals 9 an, wonach ein weiteres Cer*™-Ion die
Oxidation zum Oxycarbeniumion vollzieht. Der Angriff cines Nitratanions am anomeren
Zentrum ergibt schlieBlich das Gemisch der anomeren Nitrate 10. Die Umsetzung des
Azidonitrats 10 mit Lithiumbromid liefert das fiir die Glycosylierungsreaktion benétigte

Bromid 11, wobei aufgerund des anomeren Effekts ausschlieBlich das a-Anomer entsteht
(Schema 6).°7

AQQCO3, AQC|O4

AcO OAc AcO _OAc MS 4A, CHyClo/Toluol (1:1) AcO OAc
o LiBr, CH3CN 0 0 "C—Raumtemp. N o
AcO ONO, * AcO © AcO
N3 Ny Nz
Br O R
10 11 HO. R
[ f
92 % o'Bu EmocHN C'Bu
FmocHN o)
0]
3 R=Me 122 R=Me, 78 %
6:R=H 15 R=H,71%

Schema 6: Die Galactosylierung der Aminosiurederivare 3 und 6 zu den Konjugaten 12 und I5.

Wegen der begrenzten Stabilitit wurde das Bromid 11 durch ziigige Flashchromatographie
gereinigt, wonach eine Lagerung und ein spiterer Einsatz in Reaktionen moglich waren. Die
darauffolgende Glycosylierungsreaktion mit den Aminosiureakzeptoren wurde nach der
modifizierten Koenigs-Knorr Glycosylierung von Paulsen und Hélck durchgefijhrt.[gg'loo] Das

Bromid 11 wird durch dquimolare Mengen an Silbercarbonat sowie eine katalytische Menge
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an Silberperchlorat aktiviert und mit den Aminosiurebausteinen 3 bzw. 6 zur Reaktion
gebracht (Schema 6).*”1 Wegen der fehlenden Nachbargruppenaktivitit der Azidofunktion
bildet sich durch den anomeren Effekt das a-Glycosid 12 bzw. 15. Die Ausbeuten liegen
zwischen 70 — 80 %. Zu erwihnen ist, dass bei grollen Ansitzen das B-Anomer nicht immer
vollstindig abgetrennt werden konnte. Die Trennung wurde in der darauffolgenden Stufe
vorgenommen. Die a-glycosidische Bindung lisst sich NMR-spektroskopisch anhand der
Kopplung des anomeren Protons 3JH1,H2 von 3.7 — 3.6Hz belegen. Auch die
Tieffeldverschiebung des anomeren Protons belegt die o-Glycosidstruktur. Die
Glycosylierungsprodukte 12 bzw. 15 werden mit aktiviertem Zink in einer Mischung aus
Essigsdure, Essigsidureanhydrid und Tetrahydrofuran reduziert. Hierbei wird die Azido- zur

Aminofunktion umgewandelt und in situ acetyliert (Schema 7).

AcO OAC AcQ OAC TFAH,0 (95:5),  ACQ ~OAC
0 Zn, AcOH/AC,O/THF (1:2:3) o) Raumtemp. 0
AcO *  AcO > AcO
N AcHN AcHN
. OR ROR
o'B
FrncJCHNI’(OfBu FmocHNI'( ! FmocHN:g"’OH
0 s
12:R=Me 13:R=Me, 77 % 14:R = Me, 99 %
15:R=H 16:R=H, 78 % 17: R = H, quant.

Schema 7: Die Synthesen der Galactose-Aminosdure-Konjugate 14 und 17.

Soll das Tn-Antigen in der Festphasenglycopeptidsynthese eingesetzt werden, so wird den
Produkten 13 bzw. 16 die ters-Butylestergruppe mit Trifluoressigséure und Wasser (95:5) in
Abwesenheit eines Kationenscavenger abgespalten. Auf diese Weise konnten die
Tn-Aminosiure-Festphasenbausteine 14 und 17 nach chromatographischer Reinigung nahezu

quantitativ isoliert werden.

3.2 Die Disaccharid-Aminosiure-Konjugate

3.2.1Die Synthese der (2,6)-Sialyl-N-acetylgalactosamin-

Aminosiure-Bausteine (STx-Antigene)

3.2.1.1 Der Neuraminsiure-Baustein

Die frithe Sialylierung des Tn-Antigens wihrend der Glycoproteinbiosynthese fiihrt zu den
tumorassoziierten  Sialyl-Tx-Antigenen. Die  Sialylierung wird  durch  die
a2,6-Sialyltransferase-1 katalysiert. Diese tumorassoziierte Antigenstruktur ist vorwiegend auf

[62:63. 1011021 1y ist im Hinblick

Magen-, Darm-, Ovarial- und Mammakarzinoma vorzufinden
aul die Entwicklung von Tumorvakzinen von besonderem Interesse. Mehr als 80 % der

Krebsarten in der Brust, der Prostata und den Eierstocken exprimieren das STn-Antigen. Die
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Expression der STy-Antigene ist im Gegensatz dazu in normalem Gewebe stark reduziert und
beschrinkt sich auf nur wenige epitheliale Gewebe an sekretorischen Grenzlinien."™ Die
Uberexpression des STn-Antigens in verschiedenen Karzinoma korreliert mit einem
aggressiven Phénotyp und einer schlechten Prognose fiir den Patienten.['*"!%] Synthetisch
zuginglich sind die STn-Antigene durch regio- und stercoselektive Sialylierung an der
reaktiven, primiren 6-Hydroxyfunktion des TN—Antigen—Bausteins.[106] Da das anomere
Zentrum der Sialinsdure ein tertiires Kohlenstoffatom ist, stellen Sialylierungen eine
synthetische Herausforderung dar. Nach Aktivierung mit einem Promotor bildet sich ein
sterisch gehindertes tertifires Oxycarbeniumion, das fiir einen nucleophilen Angriff schwerer

zuginglich ist (Schema 8).

OhAc COOR! OAc COOR! OAc
AcO ?OAC Sr——— AcO ;:)AC o RZ.0H AcO j?(_:)Ac: COoB 2n
—rromowr — REIH
AcHN—Z7 "X AcHN—Zar AcHN—Zalf ©R
AcO AcO AcO

X =Br, Cl, F, SMe, SEt, SPh
SC(=S)0Et, OP(OR),, OCOR
OA

C
AcO PACh _COOR!
AcHN Y

AcO
Schema 8: Allgemeines Schema der Sialylierung und Glycalbildung.

Dieses intermedidre Carbeniumion wird durch die elektronenziehende Carboxylfunktion am
anomeren Zentrum destabilisiert, weshalb Neuraminsiuredonoren leicht 2,3-Eliminierungen
zu Glycalen erleiden. Dies hat zur Folge, dass die Donoren in einem groPen Uberschuss
eingesetzt werden miissen. Ein weiteres Problem ist die stereoselektive Bildung der
glycosidischen Bindung. Wegen des Fehlens eines nachbargruppenaktiven Substituenten am
C3-Atom der Neuraminsaure miissen Alternativen zur stereochemischen Kontrolle wihrend
der Sialylierung gesucht werden. Die Losung dieses Problems lieferten Lonn und Hasegawa,
die zeigen konnten, dass die stereochemische Kontrolle von Sialylierungsreaktionen durch die
Wahl des Losemittels und der Temperatur beeinflussbar ist. HO719) Bej der Verwendung von
Acetonitril wird die Nitrileruppe an das intermediir gebildete Sialylkation koordiniert.""'” Es
bilden sich sowohl ein axiales als auch ein dquatoriales Nitrilium-Konjugat, die miteinander
im Gleichgewicht stehen (Schema 9). Tiefe Temperaturen fithren zur Verschiebung des
Gleichgewichts zum kinetisch bevorzugten axialen B-Nitril-Addukt, an dem ein Angriff des
Alkohols stereoselektiv von der a-Seite erfolgt. Glycosylierungen in der Kiilte liefern somit in
einer kinetisch kontrollierten Reaktion iiberwiegend das gewiinschte a-Sialosid. Im Gegensatz
dazu iiberwiegt bei hoheren Temperaturen das thermodynamisch stabilere, &dquatoriale
Konjugat, aus dem das B-Glycosylierungsprodukt gebildet wird. Die Darstellung der Sialyl-

Antigene bedarf Neuraminsiuredonoren mit geeigneten Austrittsgruppen (Schema 8),!**!!
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OAg OA CAG
A Do COOBN e %ae  COO0Bn i Do cooBn
Pt 0-7~5.__OEt MeSOTt A £ ot ———*= 07<5._ 0t
CHN \rr AcHN \_\(
AcO \"/ AcC 2
S (S § OTf
Me—5_ -5
MeSBr + AgOTf k_OTf Me
A
aco. A coosn
Er~o07®
AGHN ( 3
Me’S‘SJLOEt
MeCN
CH, R-COH

||| OA% COOBn

\Jm;\ O\/%Acsi ®
OOBn O™

AcHN Hz ACHN N

© tiefe Temperatur © =

R oH AcO CH;
kinstische Kontrolle thermodynamische Kontrolle
a—Glycosid p-Glycosid
Schema 9: Aktivierung und sterecchemische Kontrolle des Sialinsdiuredonors in der Sialylierungsreaktion.

121 6qer

Zu den sehr effizienten Austrittsgruppen zédhlen die anomeren Phosphite
Xanthogenate,'*! die zwar eher ungewshnlich sind, sich jedoch in Glycosylierungsreaktionen
als besonders geeignet erwiesen haben. Donoren wie die anomeren Fluoride oder
Trichloracetimidate, die bei anderen Glycosylierungen weite Anwendung finden, spiclen bei
Sialylierungen eine untergeordnete Rolle. Auch in dieser Arbeit wird das von Marra und
Sinay eingefithrte Ethylxanthogenat (Ethoxydithiocarbonat)™™*! der N-Acetylneuraminsiure,
das sich bereits als besonders geeignet fiir Sialylierungen der 6-Hydroxyfunktion von

Wl als  Donor fiir simtliche

entsprechenden  Akzeptoren erwiesen hat,[%6-57
Sialylierungsreaktionen verwendet. Zur Darstellung des Neuraminsdurexanthogenats wird
N-Acetyl-D-neuraminsiure 18 in Essigsiureanhydrid und Pyridin vollsténdig acetyliert,[lls’m]

wobei sich quantitativ das Pentaacetat 19 bildet (Schema 10).

COOH 1. C8,C03 EtOH/H,0 (5:1) OA% Ac  GOOBN

OH COOH :
HO o Ac,0, Pyridin__ AcO 2. BnBr, DMF_90 % , AcO s
AcHN Q7 OH quant. AcHN AcHN c
HO Ac
18

20

OAfo COOBN

ACHN \n/

22

AcO

AC, cl
DAC
* KS(CS)OE:, EtoH A0 L ~CO0Rn +ACCL H:0. 0 "C—+Raumtemp.

oA S me=e— AN
ACO Biitin: s 72 % (2 Stufen) AcO
AcHN 4
i 21

23
Schema 10: Die Synthese des Neuraminsdure-Bausteins 22.
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3.2.1.2 Die Glycosylierung zu den (2,6)-Sialyl-N-acetylgalactosamin-

Aminosiure-Bausteine (STy-Antigene)

Soll der Tn-Baustein als Glycosylakzeptor in einer Glycosylierungsreaktion zum Aufbau
komplizierter Saccharide, wie zum Beispiel des STn-Antigens oder der beiden regioisomeren
(2,3)-ST- bzw. (2,6)-ST-Antigene, dienen, so wird die terr-Butylestergruppe nicht
abgespalten. Vielmehr werden zunichst die Acetylgruppen von den Verbindungen 13 und 16

[123]

unter Zemplén-Bedingungen entfernt (Schema 11).[86’ 1 Dabei ist zu beachten, dass

sobald der pH-Wert von 8.5 iiberschritten wird, es zur Abspaltung der basenlabilen Fmoc-
[87]

Al OAC HO OH
o o 1. NaOMe, MeOH 0
ACO (pH=8.0-8.5) . HO
AcHN 2. Fmoc-OSu, DIPEA AcHN |

Gruppe kommt

Q...R MeCN R
1 ¥
FmocHN OBl FmocHN QBy
Q 0
13: R = Me 24: R = Me, 84 %
16:R=H 28 R=H,82%

Schema 11: Die Synthese der Galaciose-Konjugate 24 und 28.

Nach Neutralisierung lassen sich gute Ausbeuten durch Umsetzung des erhaltenen
Rohproduktes mit Fmoc-OSu und N, N’-Diisopropylethylamin (DIPEA) erzielen. Die Menge
an zuzusetzenden Fmoc-OSu wird iiber die Diinnschichtchromatographie abgeschitzt und
kann bis zu 0.5 Aquiv. betragen. Charakteristisch fiir die Deacetylierungen ist, dass die
Umsetzungen der Threonin-Derivate im Vergleich zu den Serin-Derivaten einfacher
beziiglich Aufarbeitung und Reinigung sind. Auch sind die Ausbeuten an Threonin-Derivaten
immer hoher als die an Serin-Derivaten. Die Sialylierung der Ty-Konjugate 24 und 28 erfolgt
mit 2.5-fachem Uberschuss an Neuraminsiuredonor 22. Hierzu wurde vor jedem Ansatz die
Reinheit des Xanthogenatdonors durch ein NMR-Spektrum bestimmt und auf den Donor
umgerechnet. Die Umsetzung findet bei — 65 °C in eciner Mischung aus
Acetonitril/Dichlormethan (2:1) statt, wobei zuerst das Silbertriflat zur Reaktionsmischung
zugefiigt wird. AnschlieBend wird langsam eine Losung von Methylsulfenylbromid in

1,2-Dichlorethan per Spritzenpumpe zugetropft (Schema 12).186. 94

AcO c COOBnN
>

HO OH A o
oA =70
0 ol Gac COOBn AcHN a
HO 2 S. _OEt Ac HC
AcHN Bzl

0. _R AcO 22 ‘g’ R 5 [0}
o'Bu AgCTf, MeSBr AcHN
RGN MeCN/CH,Cl, (2:1), -65 °C R
& h, DIPEA 1
O FmocHNIjTO Bu
24:R = Me 25:R=Me 64% ©
28:R=H 29 R=H 61%

Schema 12: Sialylierung des Ty-Antigens zur Erzeugung der Sialyl-Ty-Aminosdure-Konjugare 25, 29.

Der Zusatz von Dichlormethan verhindert das Einfrieren der Reaktionsmischung bei den

tiefen Temperaturen. Die Reaktion verlduft sowohl wegen der groferen Reaktivitit als auch
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wegen der geringeren sterischen Hinderung der primiren 6-Hydroxyfunktion des
Galactosamins regioselektiv. Die gewiinschten a-Glycoside werden in Ausbeuten von ca.
60 % 1isoliert. Entstandenes pB-Anomer sowie das durch B-Eliminierung aus iiberschiissigem
Donor gebildete Sialinsdureglycal 23 werden sdulenchromatographisch, in hirteren Fillen
durch RP-HPLC, abgetrennt. Fir die Festphasenglycopeptidsynthese miissen die
Hydroxygruppen der Disaccharid-Aminosidure-Konjugate 25 und 29 mit Acetanhydrid in
Pyridin umgesetzt werden. Die Blockierung der Hydroxyfunktion dient sowohl dem Schutz
vor unerwiinschten Nebenreaktionen wihrend der Peptidsynthese als auch der Stabilisierung

der glycosidischen Bindungen (Schema 13).

Qe COOBn OAs . COOBn OAg COOBN

ACO. PAC AcO\J\_,%?l\ AcO. PAG
0
AcHN < 0 AGHN 0 TFA, Anisol (10:1),2h  AcHN 4 0
AcO  HO AcO  AcO v AcO AcO
o) A0, Pyridin 0 TFA, CHoClo, HoO {40.20:1),2h o]
HO ACO > AGO
AcHN AcHN AcHN

O, R Oy R . R

B O'Bu H
FmocHNL(O . FmocHNL( FmocHNL"O

25:R=Me & 26:R=Mse, 77T % 27:R=Me, 84 % G
29:R=H 30:R=H,90% M R=H,76%

Schema 13: Die Synthese der STy-Bausteine 27 und 31 fiir die Festphasenglycopeptidsynthese.

Die abschlieBende Spaltung des ters-Butylesters kann mit unterschiedlichen Mischungen
erfolgen. Allen gemeinsam ist das Vorhandensein von Trifluoressigsiure. Der Verzicht auf
Anisol als Kationenscavenger wirkt sich giinstig auf die darauffolgende Reinigung aus und
liefert die fiir die Peptidsynthese bendtigten Antigene in hoherer Reinheit. Die Endstufen 27
und 31 werden sowohl sidulenchromatographisch als auch durch priparative RP-HPLC
gereinigt. Dadurch konnten Verunreinigungen beseitigt und negative Auswirkungen wiihrend

der Peptidsynthese ausgeschlossen werden.

3.2.2 Die Synthese der T-Antigene als Vorstufe der regioisomeren
(2,3)- und (2,6)-Sialyl-T-Antigen-Konjugate

Als erstes Krebsantigen wurde 1984 das 'T-Antigen (Thomsen-Friedenreich-Antigen)
beschrieben, das tumorspezifisch in Brustgeweben vorliegt.”® Durch verinderte
Enzymexpression in Krebszellen kommt es zur Anhiufung der Core2-Vorldufer-Struktur
(Galp1-3GalNAc). Dieses Disaccharid tritt besonders in fortgeschrittenen Tumoren auf.
Beschrieben  wurde die erhdhte Expression in  Speiserdhren-, Brust- und
Lungenkarzinoma,['**1"]

Zur Darstellung der T-Antigene werden daher zuniichst die bendétigten Galactosyldonoren
synthetisiert. Hier kommen je nach Synthesestrategie zwei unterschiedlich geschiitzte

Donoren in Frage: der bereits bekannte Galactosylbromid-Donor 8 und der als
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6-O-Benzylether geschiitzte Galactosylbromid-Donor 36, der in einer literaturbekannten

Synthese in insgesamt fiinf Stufen aus D-Galactose 7 gewonnen wird (Schema 14) 12130

Ho OH o H NaH BnBr, DMF Bn 80 %ige ACOH
A o o Aceton, konz. HyS0,, CuS0, " o C—-Raumtemp 80-80°C
. 2

OH
7

69 % (2 Stufen)
1. AczO, 60%ige HCIO,

2. PBrs Hy0

Ac) A AcQ AOBn CH.Cla, HBr (33 % in AcCH)  AcQ QBN B HO OBn
0, O 4 0°C . 40 min, 52 % Q ¢« Pes0. Pyridin o
AcQ AcO h AcO OAc HO OH
AcO Ac
B Br

OAc OH
8 35 34
96 % (2 Stufen) 81 % (2 Stufen)

Schema 14: Die Synthese des Galactose-Bausteins 36.

Dabei werden zuerst die vier sekundiren Hydroxylfunktionen der D-Galactose 7
sdurekatalysiert mit Aceton in Gegenwart von Kupfer(Il)-sulfat als wasserentziehendes Mittel
in zwei Isopropylidenacetale iberfiihrt.!'® Wihrend bei Reaktionen mit Benzaldehyd-
dimethylacetal selektiv das 4,6-Acetal ausgebildet wird, entsteht im Fall von Isopropyliden-
acetalen in der Regel der fiinfgliedrige Ring, also das 1,2- und 3,4-Acetal, sofern die
beteiligten Hydroxygruppen cis zueinander stehen.!'*'! Anschliefend wird die primire
Hydroxylfunktion des erhaltenen Diisopropylidenacetals 32 mit Natriumhydrid deprotoniert
und mit Benzylbromid zum Benzylether 33 umgesetzt."* Nach chromatographischer
Reinigung wird der Galactosebaustein 33 in einer Ausbeute von 69 % bezogen auf
D-Galactose erhalten. Danach werden die Isopropylidenschutzgruppen mit 80%iger
Essigsiure bei ca. 80 °C abgespalten,'* bevor die vier freigewordenen Hydroxyleruppen des
(Galactosebausteins 34 mit Essigsdureanhydrid/Pyridin  vollstindig acetyliert werden.
Gegebenenfalls  kann die  Veresterung mit  katalytischem  4-Dimethylaminopyridin
(DMAP)!**! beschleunigt werden.["*?! Das Anomerengemisch 35 wird in einer Ausbeute von
81 % bezogen auf 33 erhalten. Durch vorsichtige Umsetzung des Anomerengemisches 35 mit
33%iger Bromwasserstoffsiure bei 0 °C binnen 40 Minuten erhidlt man nach
chromatographischer Reinigung das durch den anomeren Effekt begiinstigte a-Galactosyl-
bromid 36 in 55%iger Ausbeute.!*" Zur Synthese der T-Antigene geht man von den partiell
geschiitzten Verbindungen 24 bzw. 28 aus. Schlisselschritte sind die selektiven
3-B-Galactosylierungen der Ty-Konjugate 37 bzw. 41 mit den Galactosylbromiden 8 und 36.
Hierzu ist die Blockierung der 4- und 6-Hydroxylfunktionen des (Galactosamins notwendig.
Die Umsetzung der selektiv deblockierten Hydroxylverbindungen 24 und 28 mit
Benzaldehyddimethylacetal in Acetonitril und katalytischen Mengen p—Toluolsulfonséiurems]
bei einem pH-Wert von 4 liefert durch siurekatalysierte Umacetalisierung die entsprechenden

4,6-0-Benzyliden-geschiitzten Galactose-Derivate 37 und 41 (Schema 15).]
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Schema 15: Die Synthese von 4,6-Q-Benzyliden-geschiitzien Galactese-Derivaten.

Die selektiv in der 3-Position unmaskierten Galactosylakzeptoren 37 und 41 werden nach
flashchromatographischer Reinigung in guten Ausbeuten erhalten. Das Benzylidenacetal
zeichnet sich durch eine geringere Siuresensibilitidt im Vergleich zum p-Methoxybenzyliden-
acetal aus, das ebenfalls als Schutzgruppe Verwendung findet. So kann in Glycosylierungs-
reaktionen eine siurekatalysierte Abspaltung der Schutzgruppe verhindert werden. Ebenso
konnen die Glycosylakzeptoren auch in der Trichloracetimidat-Methode nach Schmidt
cingesetzt werden, die eines saureren Milicus bediirfen. Fir die Glycosylierung der
Hydroxylgruppe in der 3-Position des Galactosamins sind in der Literatur verschiedene
Methoden beschrieben, wie beispielsweise der Einsatz anomerer Halogenide oder
Trichloracetimidate. Im vorliegenden Fall war die Anwendung der Trichloracetimidat-
Methode nach  Schmid/™** 3 nicht geeignet. Das Trichloracetimidat, welches mit
Trimethylsilyltrifluormethansulfonat aktiviert wird, liefert bei der Galactosylierung von
N-Acetylgalactosamin-Serin-Konjugaten iiberwiegend den unerwiinschten Orthoester, wie
von T. Reipen™ " und C. Brocke™ im Rahmen ihrer Dissertationen beschrieben wurde

(Abbildung 16)

AcO OAc
a Ph
AcQ Q

AcO OAC 5 0

Q Q
Acoéﬁ )(o
ACOO\H,CCIB ACHNO
NH 4
FmocHN%(O B
Q

Trichloracetimidat Orthoester

Abbildung 16: Trichloracetimidatdonor nach Schmidt und Orthoesterbildung als Nebenprodukt der T-Antigen-
synthese.

Der allgemeine Glycosylierungsmechanismus  eines  Glycosyldonors mit  einem
nachbargruppenaktiven Substituenten in der 2-Position ist in der Literatur wie folgt

beschrieben (Schema 16).[140]
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AcQ _OR AcO OR AcQ OR AcO OR
e Promotor _— » e}

Ac AcQ

X
Me/ B-Glycosid
R =Ac, Bn
AcO OR p—R AcO OR
o® H 0}
AcO X _ACO

g 0
o) O
Me?: Me'%R

Qrthoester
Schema 16: Orthoesterbildung als Konlurrenzreaktion zur Bildung des P-Glycosids.

Der Angriff des Glycosylakzeptors (in der Darstellung als ,,ROH* wiedergegeben) an dem
durch  Aktivierung des Glycosyldonors entstandenen Kation kann zum einen
orbitalkontrolliert am anomeren Zentrum erfolgen, wodurch sich das gewiinschte B-Glycosid
bildet. Zum anderen kann unter Ladungskontrolle eine Reaktion am Dioxolenium-Kohlenstoff
stattfinden, wobei der entsprechende Orthoester entsteht. Die Bildung des kinetisch
favorisierten Orthoesters ist reversibel, wodurch unter sauren Bedingungen die Eliminierung
und erneute Addition des Glycosylakzeptors das thermodynamisch stabilere B-Glycosid

(411 5 ihrer Arbeit an in

liefert. K. Baumann berichtet ebenfalls von Orthoester-Strukturen
2-Stellung  Azido-funktionalisierten Akzeptoren. Deren Umlagerung zum gewiinschten
Produkt wird durch Erhéhung der Temperatur auf Raumtemperatur vorangetrichen und deren
Charakter zur Orthoesterbildung vermieden.™" Daher wurde fiir die Glycosylierung der
Akzeptoren 37 und 41 auf die Glycosylhalogenide zuriickgegriffen, die sich nach der

B8 Rine

klassischen  Koenigs-Knorr-Reaktion mit  Silbersalzen  aktivieren lassen.
Weiterentwicklung dieser Variante ist die Glycosylierung nach Helferich,""*'"! die sich in
vorherigen Arbeiten als am ergiebigsten gezeigt hatte.®® ' Die als Glycosyldonoren
eingesetzten Bromide werden nach dieser Methode durch Quecksilber(Il)-cyanide aktiviert,
wobei die Orthoesterbildung durch eine voriibergehende Anbindung des Cyanidions am

Dioxolenium-Kohlenstoff wirkungsvoll vermieden wird (Schema 17).

AcO EOR
Me’f
csN
Schema 17: Die Steuerung der Regioselekiivitdt bei Glycosylierungsreaktionen nach der Helferich-Meihode.
Die selektive Ankniipfung des Glycosylakzeptors an das anomere Zentrum des

Glycosyldonors erfolgt durch eine orbitalkontrollierte Addition und fiihrt schlieRlich zum
gewiinschten Produkt. Die Umsetzung der Konjugate 37 und 41 mit den Galactosylbromid-
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Donoren 8 bzw. 36 unter Einfluss von Quecksilber(Il)-cyanid ergibt das gewiinschte

B-verkniipfte Disaccharid in Ausbeuten héher als 80 % (Schema 18).

t Ph
O Q
AcD AOAG AcO OAc
&S ;o ) Hg(CN)z. MS 4A, CHaCI/CHNG; (2:3) EE
AcO. Ld AcC 0]
Ay HN
ACOBr G AcO ACHNO R
i3 ¢ =
FmocHNL"O B FmocHNI’rO By
C 0
37:R=Me 38:R=Me B3 %
41:R=H 42:R=H,82%
T
AcO -OBn AcO OBn B
gé ;O o Hg(CN),, MS 4A, CHRCL/CH3NO, (2: 3) gg ;O Q
AcO AcO O
AcOg AcHN 89 % AcO AcHNY
36 A
FmocHN)ﬁ"O ch»cHNjﬁ"O Bu
# 0 a4 ©

Schema 18: Galactosylierung unter Bildung der Disaccharid-Konjugate 38, 42, 44.
Das Vorliegen der gewiinschten B-Konfigurationen kann in den 1H—NMR—Spektren anhand
der Kopplungskonstanten *Jym von 7.7 Hz fiir Verbindung 38 bzw. 7.9 Hz fiir die
Verbindungen 42 und 44 bewiesen werden. Die Bildung des Orthoesters als Nebenprodukt
kann durch NMR-spektroskopische Untersuchungen ausgeschlossen werden. Fiir die
Vollendung des T-Antigen-Bausteins, der fiir die Glycopeptidsynthese geeignet ist, sind drei
weitere  Synthesestufen erforderlich. Hierzu werden die Benzylidenacetale in den
Verbindungen 38, 42 und 44 in 80%iger Essigsidure bei 80 °C gespalten, wobei die sowohl in
4- als auch in 6-Stellung ungeschiitzten Bausteine 39, 43 und 45 in jewecils 78 % erhalten
werden (Schema 19). Anschliefend werden die freien Hydroxylgruppen des Bausteins 39 mit
Acetanhydrid/Pyridin acetyliert. Im letzten Reaktionsschritt erfolgt die Spaltung des tert-
Butylester in Trifluoressigsdure/Wasser. Das T-Antigen 40 wird nach flashchromato-

graphischer Reinigung in 76 % iiber zwei Stufen erhalten.

AcO OAC Ac Ac HO JOH AcO QAC AcO OAC
80%ige AcOH 5 a s . AcyO, Pyridin (1:2) 0, Pyridin {1:2
80-90°C AcO 0 2 TFA, HQ (19:1), 1h AcC
AcHN AcO ACHNO ? ACHNO
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f ‘B
FmocHN OB FmocHN C'Bu FmocHN OH
38:R=Me o 39 R=Me 78% © 40 0
42:R=H 43:R=H, 78 %
Ph
O
AZO OBn D ) AcO _-0Bn Ho OH
& 5 B0%ige ACOH
AcO 0 80-80°C AcO s}
AcO ACHNO Ac !-\cHNO
iy L]
FmocHNjﬁ(o Bu qucHN)ﬁ"O B
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Schema 19: Abspaliung der Benzylidenacetale und Synthese des T-Antigens 40.
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3.2.3 Die Synthese der (2,6)-Sialyl-T-Antigen-Konjugate

Die partiell deblockierten T-Antigen-Bausteine 39 und 43 stellen geeignete Vorstufen fiir die
Synthese der (2,6)-Sialyl-T-Antigene dar (Schema 19). Zwar ist auch der Baustein 44 fiir die
Synthese geeignet, jedoch ist von der Verwendung wegen des Benzylethers, der spiter
hydrogenolytisch abgespalten wird, abzuraten. Daher sollte die Synthese des (2,6)-Sialyl-T-
Antigens aus dem Baustein 8 erfolgen. Schliisselschritt der (2,6)-Sialyl-T- Antigensynthese ist
die regioselektive Sialylierung der priméren 6-Hydroxyfunktion der T-Antigenkonjugate 39,
43 und 45. Diese erfolgt analog der Glycosylierung des Tn-Antigens zum STn-Antigen (vgl.
Kapitel 3.2.1.2) unter Verwendung des Xanthogenats 22 als Donor, das in einem Uberschuss
von ca. 2.5 Aquiv. eingesetzt wird. Zur Aktivierung des Xanthogenats dient wieder in situ
gebildetes Methylsulfenyltriflat. Die Reaktionsfithrung bei niedriger Temperatur in
Acetonitril/Dichlormethan (2:1) begiinstigt die Bildung der gewiinschten a-Sialoside 46, 48
und 50 in einer kinetisch kontrollierten Reaktion (Schema 20). Neben dem a-Anomer und

einem geringeren Teil an P-Anomer entsteht das Glycal 23 der Sialinsdure durch

COBn
GOOBn
AcHN
AcHN P EL Ac
AcO OB HO OH “ p § »  AcO_OAc HO
G 0 AgOTf, MeSEr

ACO o MeCN/CH,Cl, (2:1), 65 °C ACO 0

AN 8 h, DIPEA AcHN

AcD b AcD O._R

B-Eliminierung.

¢ /
FmocHN:g"o = FmocHNL(O By
39:R = Me © 46 R = M2, 46 % n_prap HPLC ©

43 R=H 48 R =H, 58 % n. prép. HPLC
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Ac COOBN AcO 5
ACO phAc AcHN
AcHN Sy OB
AcQ 232 g R

AcO OBn Ho OH =1 AcO OBn HO
o o AgOTF, MeSBr
ACO 0 MeCN/CHaCl (2:1), -65 °C, 8 h
Ac AcHN) DIPEA, 47 % n. prép. HPLC AcHN),
i i
FmocHN)ﬁ"O By FmocHNjﬁ"O By

45 C 50 &
Schema 20: Sialylierung zu den (2,6)-Sialyl-T-Antigenen 46, 48, 50.

Neben dem Glycal konnen auch Folgeprodukte aus dem Promotor flashchromatographisch
abgetrennt werden. Da die o~ und B-Sialylierungsprodukte wie der nicht umgesetzte
Sialylakzeptor 22 und das Glycal 23 sehr ihnliches Elutionsverhalten wihrend der
Chromatographie zeigen, miissen diese Komponenten durch priparative RP-HPLC
voneinander getrennt werden.™ ' Eine Glycosylierung der 4-Position findet wegen deren

geringer Aktivitit und grofierer sterischen Hinderung nicht statt. Nach Flashchromatographie
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Grokenordnung der Jo Kopplung abzuschitzen, wobei eine Abhingigkeit zwischem der
vicinalen Kopplungskonstante und dem Torsionswinkel ¢ besteht. So ist die
Kopplungskonstante bei Torsionswinkeln nahe 90° sehr gering, wihrend sie bei Winkeln von
(0° und 180° maximal ausfillt. Aufgrund des Torsionswinkels von 90°, ist die Kopplung
zwischen dem é&quatorialen H3 sowohl zum «- als auch zum B-stindigen C1-Atom so
schwach, dass in den HMBC-Spekitren beider Anomere kein Korrelationspeak zu finden sein
sollte. Im Falle des a-Anomers nehmen das axiale Proton an (C3 und das Kohlenstoffatom C1
einen Winkel von 180° ein, was gemill der Karplus-Beziehung zu einer groflen
Kopplungskonstante fiihrt. Dementsprechend ist im HMBC-Spektrum ein Korrelationssignal
zwischen dem axialen H3 und C1 zu beobachten. Im Falle des B-Anomers hingegen liegt
zwischen dem axialen H3 und C1 eine schwache axial-dquatoriale-Wechselwirkung vor,
welche im HMBC-Spektrum nicht zu erkennen ist. Anhand dieses NMR-Experiments kann
die Konfiguration des a- Anomers belegt werden.

Um den fiir die Glycopeptidsynthese geeigneten Baustein zu erhalten, erfolgt im letzten
Reaktionsschritt die Deblockierung der Carboxylfunktion an der Aminosiure. Hierzu werden
die Bausteine 46, 48, 50 mit Trifluoressigsdure und Anisol (10:1) als Kationenscavenger
versetzt und 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Alternativ kann auch Wasser an Stelle von
Anisol zugesetzt werden. Umsetzungen mit Wasser zeigten, dass das Produkt sehr rein
erhalten wird. Nebenprodukte wurden in der Diinnschichtchromatographie nicht detektiert

(Schema 21).
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Schema 21: Spaltung des tert-Butylesters zu den fiir die Glycopeptidsynthese fertigen Bausreinen 47, 49, 51.

Auf die Acetylierung der sterisch stark gehinderten 4-Hydroxyfunktion des

Galactosaminbausteins wird verzichtet. Frithere Arbeiten haben gezeigt, dass die 4-Hydroxy-
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funktion durch Capping wihrend der Peptidsynthese nicht acetyliert wird. Nach RP-HPLC-

Reinigung werden die reinen (2,6)-Sialyl-T-Bausteine 47, 49, 51 in Ausbeuten grober als
90 % erhalten.

3.2.4 Die Synthese des (2,3)-Sialyl-T-Antigen-Konjugats

Zur Darstellung des (2,3)-Sialyl-T-Antigens geht man von der Verbindung 44 aus. Die
Deblockierung der Hydroxylgruppen in 2'-, 3- und 4-Position der Galactoseeinheit durch
Umesterung unter Zemplén—Bedingungen[123] liefert den fiir die Sialylierung in 3'-Position
benétigten Akzeptor. Wihrend diese Deacetylierung bei den Tn-Antigenen 24 und 28 ohne
grofle Probleme vonstattengeht, erweist sie sich im vorliegenden Fall als schwierig. Zum

Starten der Reaktion wird ein vergleichsweise hoher pH-Wert von ca. 9.5 bendtigt (Schema

22).

Ph Ph
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Schema 22: Die Synthese des Sialyvlakzeptors 52 durch Verseifung.

Unter diesen Bedingungen ist die Fmoc-Gruppe nicht vollig stabil. Vermutet wird, dass die
Blockierung der primiren 6'-Hydroxyfunktion als Benzylether die Abspaltung der
Acetylgruppen erschwert, indem die hiufig zu beobachtende Acetylgruppenwanderung zur
freien 6'-Hydroxyfunktion und deren bevorzugte Abspaltung an der priméren Hydroxygruppe
gchindert ist. So berichten verschiedene Experimentatoren von der erschwerten Abspaltung
und damit einhergehend von niedrigen Ausbeuten, !> 541551 Eijr die Umesterung von 44 nach
Zemplén wird das Edukt mit Natriummethanolat in Methanol 20 h bei einem pH-Wert von
9.0 — 9.5 geriihrt. Die ersten Umsetzungen zeigten, dass die Ausbeuten relativ gering waren
und im Bereich zwischen 25 % — 39 % lagen. Wie die diinnschichtchromatographische
Reaktionskontrolle zeigte, war die unerwiinschte Abspaltung der Fmoc-Gruppe bereits vor der

vollstindigen Deacetylierung erfolgt. Daher wurde die Strategie gefindert und der pH-Wert
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solange erhoht bis die verblicbenen Acetylgruppen entfernt waren. Das Gemisch aus dem
gewiinschten Produkt und dem Fmoc-deblockierten Produkt wurde durch Umsetzung mit
Fmoc-OSu in Acetonitril und Dichlormethan wieder an der Aminokomponente blockiert, was
die Gesamtausbeute auf 66 % steigen ldsst. Schliisselschritt bei der Synthese des (2,3)-Sialyl-
T-Antigens ist die regio- und stereoselektive Sialylierung der 3'-Hydroxyfunktion des

T-Antigens 52 (Schema 23).
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Schema 23: Sialylierung zum (2,3)-Sialyl-T-Antigen 53.
Zur Reaktion des Sialyl-Donors 22 mit dem Akzeptor 52 wurde der Donor bei — 65 °C mit
Silbertriflat und Methylsulfenylbromid aktiviert. Nach der Reaktion wurde mit
N,N’-Diisopropylethylamin neutralisiert und das Rohprodukt durch Flashchromatographie an
Kieselgel gereinigt. Da nicht alle Verunreinigungen abgetrennt werden konnten, wurde eine
priparative RP-HPL.C-Reinigung angeschlossen, in der das Anomerengemisch aufgetrennt
und weitere Verunreinigungen beseitigt wurden. So wurde das a-Anomer in ciner Ausbeute
von 60 % erhalten. Auf die quantitative Bestimmung des B-Anomers wurde verzichtet.

Um den Baustein 53 in einen fiir die Glycopeptidsynthese geeigneten Baustein zu iiberfiihren,
miissen Schutzgruppen-Manipulationen erfolgen. Hierzu wird das Benzylidenacetal durch
wissrige Essigsiure 1 h bei 80 °C gespalten. Anschliefiend wurden die freien Hydroxy-
gruppen in Acetanhydrid/Pyridin (Schema 24) zum geschiitzten Konjugat 55 acetyliert (62 %

iiber zwei Stufen).

CBn HO OBn  HO OH
80 %ige AcOH 80-90°C 1h ‘
AcHN ACHN

AcHNO

¢ :
FmocH Nln’o Ex FmocHNj\“’O Bu

0 AcpC, Pyridin (20:35) Q
62 % uber 2 Stufen

ACO OBn AcO OAC AcO 0OBn aco _~CAc
«TFA CHGlp Hz0 (20:40:0.8)
ACHN 1h, 90 % ACHN
AcHN
¢
FmocHNl’(OH FI‘I‘IDCHN%/O Bu

o 0
Schema 24: Schutzgruppenmanipulationen zur Synthese des (2,3)-Sialyl-T-Antigens 56.
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SchlieBlich erfolgt die Spaltung des fer¢-Butylesters in Dichlormethan, Trifluoressigsiure und
Wasser. Nach flashchromatographischer Reinigung wird der Baustein fiir die

Glycopeptidsynthesen in einer Ausbeute von 90 % erhalten.

3.3 Die Synthese der Spacereinheiten

3.3.1 Synthese des Diethylenglycolspacers

Zur Schaffung riumlicher Distanz zwischen dem Glycopeptidteil, dem sogenannten B-Zell-
Epitop und verschiedenen angekniipften Epitopen sowie zur Verhinderung gegenseitiger
konformationeller Beeinflussung werden Spacermolekiile verwendet. Als flexible Spacer
werden oft Oligoethylenglycoleinheiten verwendet. Polyethylenglycol (PEG) ist ein inertes
Polymer. Es ist untoxisch, nicht ionisch und hydrophil. Verwendet wird es zur Stabilisierung,
Immobilisierung oder zur Modifizierung physikalischer Eigenschaften in biologischen
Molekiilen speziell in Peptiden, Proteinen oder anderen biologischen Molekiilen.[*® Dazu
werden die Biomolekiile mit PEG konjugiert, was PEGylierung genannnt wird. Zum Einsatz
kamen Di- und Triethylenglycolspacer mit Fmoc-blockierter Aminofunktion und freier
Carbonylfunktion, wobei sich die Verwendung des eingesetzten Spacers nach der
synthetisierten Peptidlinge richtete. Beide Spacer wurden durch die gleiche Syntheseroute

(114 1571 ynd fiir den

synthetisiert, die fiir den Triethylenglycolspacer publiziert wurde
Diethylenglycolspacer analog verliduft. Die synthetisierten Spacer lassen sich analog einer
Aminosdure an beliebiger Stelle im Peptid integrieren und dienen als universelle
Abstandshalter in der Festphasenpeptidsynthese. Zur Synthese des Fmoc-geschiitzten Spacers
wird zunichst Di- bzw. Triethylenglycol in einer Hetero-Michael-Addition mit Acrylsidure-

tert-butylester in Tetrahydrofuran umgesetzt (Schema 25).

5 i
Ho™~On o —Z CO0BU__, HO(/\ O}\/LLOIBU 1. MesCl, NEt;, CHyClp, 8h
Na, THF, 20 h, 76 % 2 2. NaN,, DMF, 60, 15 h, 74 %

57
o Raney Ni, H
N3\(/\0 0O'BU Isopropanol 18h HN \Q\ O'Bu
2 75 %

Schema 25: Die Synthese des aminofunkiionalisierten Dzezhylenglycolspacers 61.

Nach flashchromatographischer Reinigung erhilt man das Produkt 58 in 76%iger Ausbeute.
AnschlieBend wird die freie Hydroxyfunktion mit Mesylchlorid und Triethylamin in
Dichlormethan mesyliert. Das Mesylat wurde mit Natriumazid in das Azid 60 in 74%iger

Gesamtausbeute nach chromatographischer Reinigung iiberfiihrt. Die Azidofunktion wird mit
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Wasserstoff iiber Raney-Nickel zum Amin 61 reduziert und liefert nach chromatographischer
Reinigung das freie Amin in einer Ausbeute von 75 %. Sodann wird das Amin mit Fmoc-OSu

in Aceton\Wasser (1:1) in das Fmoc-blockierte Derivat iiberfithrt (Schema 26).

o]
TFA/HO(10:)
H2N\Q\ }'\/U\ By Aoeton/\Nasser {1:1) FmocHN‘G/\ MO(BU oh 5% FmocHN o o
19h, 89 % 2
63

Schema 26. Dze Synthese des aminofunkiionalisierten Dzezhylenglycolspacers 63.

SchlieBlich  erfolgt  die  acidolytische  Spaltung  des tert-Butylesters in
Trifluoressigsdure\Wasser. Das Weglassen von Anisol als Kationenscavenger liefert den

Spacer 63, welcher in der Kilte zu hellgelben Kristallen erstarrt.

3.3.2 Synthese des Triethylenglycolspacers

Die Synthese des Triethylenglycolspacers verliuft analog.!''* 1571 Ausgangsverbindung ist das

Triethylenglycol 64 (Schema 27).[*%"]

200! 1. MesCl, NEt;, CH,Cly, 8 h
HO 0. COOBu o ME, YA, >
NGO TNa, THF 18 h, 83 % 0'Bu "2 NaN,, DMF, 60, 15 h, 76 %

684
O
Ny Raney Ni, H Fmoc-OSu >
(8] OBu Isopropanol 18 HzN OBy Aceton/Wasser (1:1)
537 73 % 19h, 97 %

0 (@]
TFA/MH,0 {(10:1)
F HN 2 » FmocHN
moc¢ (/\O}—\)J\OfBu 2 h. 96 % ‘(/\O}\)LOH
3 3

Schema 27: Die Synthese des aminofunkiionalisierien Triethylenglycolspacers 70,

Im GroBen und Ganzen verliefen die Reaktionen sehr dhnlich. Bis auf die Reduktion des

Azids 67 ergaben die Reaktionen beim Triethylenglycolspacer hthere Ausbeuten.

3.4 Die Synthesen von Adjuvanzien

3.4.1 Allgemeine Betrachtungen

Im nativen Immunsystem existieren eine Reihe verschiedener Rezeptoren, die Pathogene
erkennen und so Reaktionen auslosen. Rezeptoren, die die Oberfliche von Bakterien direkt
erkennen, binden hiufig an Wiederholungsmuster, wie beispielsweise Kohlenhydrat- oder
Lipidgruppen, die fir mikrobielle Oberflichen charakteristisch sind, aber nicht in

[10]

Korperzellen  vorkommen. Einige dieser Rezeptoren, wie beispielsweise der
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Hilfswirkung eines Adjuvans umso mehr bendtigt wird, je kleiner das in Frage kommende
Antigen ist. Substanzen wie die LPS, die co-stimulierende Aktivititen induzieren, fanden
jahrelang in Gemischen Verwendung, die man zusammen mit Proteinantigenen injiziert hat,
um deren Immunogenitét zu steigern.[lsg] Dabei hat sich auf empirischem Weg herausgestellt,
dass Adjuvanzien mit Bestandteilen von Mikroorganismen am besten geeignet sind, um
Makrophagen und dendritische Gewebezellen dazu anregen zu konnen, co-stimulierende

Molekiile und Cytokine zu exprimieren.

3.4.2 N-Palmitoyl-S-(2,3-bispalmitoyloxy-(2R, S)-propyl)-(R)-cystein
TILR-2 und TLR-4 aktivierende Substanzen kénnen gleichzeitig sowohl Adjuvanzien als auch
Mitogene secin. Mitogene Substanzen sind in der Lage, in einer nicht antigenspezifischen
Weise B- und/oder T-Zellen zu stimulieren und dabei die Zellteilung anzuregen. Daher sind
sie fiir die Immunogenitit von Strukturen von besonderem Interesse. Beispiele fiir mitogene
Substanzen sind Concanavalin A (ConA, ein Protein aus der Jackbohne, das zur Gruppe der
Lektine gehort), das die Mehrzahl aller T-Zellen unabhingig von ihrer Spezifitit stimulieren
kann. Die Aktivierung erfolgt vermutlich iiber Oberflichenrezeptoren der T-Zelle iiber den
CDB—Komplex.[lm Weitere mitogene Substanzen sind Phytohdmagglutinin (PHA,
Feuerbohne), welches T-Zellen aktiviert, und Pokeweed-Mitogen (PWM, Kermesbeere), das
B- und T-Zellen stimuliert.'>! Lipoproteine stellen einen Bestandteil der Zellwand von
gramnegativen und grampositiven Bakterien sowie von Mycoplasmen dar.'¥ 171 Die
Isolierung weiterer bakterieller Lipoproteine zeigte, dass die Peptidsequenz der Lipoproteine/-
peptide keine Homologien aufweist. In der vorliegenden Arbeit kam N-Palmitoyl-S-(2,3-
bispalmitoyloxy-(2R,S)-propyl)-(R)-cystein (Pam3Cys) als Adjuvans und Mitogen zum
Einsatz (Abbildung 18).

"‘“\S

HO OPam

NHPam  OPam
Abbildung 18: Die Struktier von Pam;Cys.

PamsCys ist der synthetische lipophile N-terminale Teil des Lipoproteins aus der duBeren
Membran des Escherichia coli-Bakteriums.!'” Das synthetische PamsCys unterscheidet sich
von der natiirlich vorkommenden Substanz dadurch, dass im natiirlichen Lipoprotein eine
Mischung unterschiedlicher Fettsdurereste enthalten ist, wobei Palmitinsiure Hauptbestandteil
ist." Das von Wiesmiiller et al."'™ hergestellte Lipoprotein PamsCys-Ser-Ser-Asn-Ala ist

das synthetische Analogon zum E. coli-Lipoprotein und zeigt nach Bessler sehr dhnliche,
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NH; 0 NH; MNHFmec
~g-Sae N AOH _ACOBU HOIO, | uOJ-I\_.“\\S,S\\..--HrO’Bu Frooc-Osu. NMM, THE fBuOJﬁ B HrOrB”
Hy o 77 Y% NH o 85 % NHFmoc o}
71 72 73
1.Zn H*

2. rac. Glycidol, 95 %

o] Q o}
£ L 1. DMF/Piperidin JH < PamOH, DIC, DMAP )H
BuO)H Sﬁ“‘I/\OPam <—p—2 e e g s"“[/\opam SR Bl g OH
NHPam  OPam NHFmoc OPam NHFmoc OH
76 75 74

TFA, DCM, Anisol
87 %

g OFam

NHPam  OPam
77
Schema 28: Die Synthese von PamsCys-OH 77.

Die freien vicinalen Hydroxylfunktionen des Diastereomeren-Gemisches 74 werden
anschlieBend unter Steglich-Bedingungen mit Palmitinséure verestert. Nach Reinigung erhilt
man das doppelt veresterte Produkt 75 in einer Ausbeute von 95 %. Nachfolgend wird die
Fmoc-Schutzgruppe mit 50%iger Piperidinldsung in N,N-Dimethylformamid abgespalten und
die freie Aminofunktion mit Palmitinsidure durch die Kombination der Kupplungsreagenzien
N,N’-Diisopropylcarbodiimid (DIC) und HOBt in N N-Dimethylformamid in das Amid 76 in
87%iger Ausbeute iiberfiihrt. Im letzten Schritt erfolgt die acidolytische Spaltung des tert-
Butylesters mit TEA/DCM/Anisol, wobei das Produkt nach Auskristallisation in quantitativer
Ausbeute erhalten wird. Es wird anschlieBend eciner flashchromatographischen Reinigung
unterzogen, um Beiprodukte zu entfernen, da sie die in spiteren Stufen folgende
Festphasensynthese erheblich stdren wiirden. Das Pams;Cys-Mitogen 77 wird in sechs Stufen
erhalten und kann anschlieRend als Adjuvans oder in der Festphasensynthese eingesetzt
werden. Es empfiehlt sich, nach jeder zweiten Stufe eine flashchromatographische Reinigung
durchzufiihren, da durch das Kristallisieren nicht immer alle Verunreinigungen quantitativ

beseitigt werden konnen.

3.4.4 Allgemeines zu Lipopolysacchariden

Gramnegative Bakterien sind dafiir bekannt, Bestandteile auf der Zelloberfliche zu besitzen,
die bei hoheren Spezies sowohl physiologische als auch pathologische Reaktionen
hervorrufen kénnen.!'*”! Einer dieser Bestandteile sind die Lipopolysaccharide (LPS). Sie sind
cin Hauptbestandteil der duferen Zellwand von gramnegativen Bakterien und essentiell fiir

deren Integritit.'* Sie zeichnen sich durch relative Thermostabilitit aus und dienen der
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/ /O NH |
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OH
T i OH
A A A T

A

A = Wasserstoff oder primére Acetylgruppe der Fettsdure
B = Wasserstoff oder polarer Substituent
C = Verkniipfungsposition fiir das Core Saccharid

Abbildung 20: Die chemische Strukr des Lipid A.

Die Fettsiurelinge scheint fiir die biologische Aktivitit des Lipid-A Molekiils nicht
unbedeutend  zu  sein.”®  Die groBfe strukturelle Vielfalt der unterschiedlichen
Bakterienstimme und die Diversitit innerhalb eines Bakterienstammes machen es jedoch
schwer, genaue Riickschliisse auf den Zusammenhang zwischen der biologischen Signifikanz
und der Kettenlinge zu ziehen.!"® Die am Kohlenhydratgeriist gebundenen Fettsiuren sind in
der 3-Postion hydroxyliert, vorzugweise in der R—Konfiguration.[lgs] Héufig vorzufinden ist
die (R)-3-Hydroxymyristinsiure, die in ihrer Hydroxyform vorliegt oder mit Mystrinsiure
oder Laurinsidure verestert ist. Die primire Hydroxyfunktion im zweiten GGlucosaminbaustein
bildet die Verkniipfungsstelle zu dem Polysaccharidrest iiber die 2-Keto-3-desoxy-D-manno-
octansiure(Kdo). Das Lipid A ist an sich amphiphil, wobei die Fettsduren den hydrophoben
Teil und das Disaccharid mit den beiden Phosphatgruppen den hydrophilen Kopf bilden.**
291 Der mittlere Teil des LLPS, die R- oder Core-Region, wird in einen inneren und einen
duBeren Teil untergliedert, bei dem die interspezifische Variabilitit von innen nach aufien
zunimmt. Charakteristische Zucker des inneren Anteils sind die Kdo, welche mit dem Lipid A
verkniipft ist, sowie L- oder D-glycero-D-manno-Heptosen, wihrend die duBere Core-Region
iiberwiegend aus Hexosen, wie der D-Glucose, der D-Galactose oder N-Acetyl-D-glucose,
aufgebaut ist. (2022071 Tyag O-Antigen, der duBerste Teil des LPS, ist aus einer variablen Anzahl
sich wiederholender Oligosaccharide aufgebaut, die fiir jede Bakterienspezies spezifisch sind,
antigenen Charakter besitzen und bei einigen Stimmen auch ganz fehlen kénnen (sogenanntes
rough—LPS).“gS’ 22 Der Lipid-A-Teil mit seinen anionischen Gruppen bildet zusammen mit
der inneren Kern-Region einen stark negativ geladenen Bereich und bietet so einen
Angriffspunkt fiir zahlreiche natiirliche und synthetische Peptide und Proteine. =™ Wegen
Ihrer amphiphilen Natur bilden Endotoxine im wissrigen Milieu Micellen aus, was auch die
Schwierigkeit erklirt, sie durch NMR zu charakterisieren. In der aggregierten Form ist L.PS
nur gering immunogen. Immunantworten werden durch die spontane Diffusion einzelner
LPS-Molekiile aus dem Mizellenverband hervorgerufen. Die spontane Diffusion, die durch
Serumproteine hervorgerufen wird, erfolgt im Vergleich zum aktiven Transport sehr langsam.

Diese Serumproteine sind in der Lage, einzelne Molekiile aus dem Mizellenverband
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synthetisieren. Des Weiteren wurden Derivate hergestellt, die eine kovalente Ankniipfung an

MUCI1-Peptide erméglichen.

3.4.5 Die Synthese von Monophosphorlipid A

Die genaue Struktur des Lipid A von Escherichia coli und Salmonella typhimurium wurde
Anfang der 1980 von Takayama, Kusumoto, Shiba, Galanos und Rietschel aufgekléirt.[zzs]
Darauf folgte die Totalsynthese, die von der Arbeitsgruppe um 7. Shiba als erste 1985
erfolgreich abgeschlossen werden konnte.”*! Seitdem wurden verschiedene Synthese-
strategien entwickelt und die Anzahl der verschiedenen Lipid-A-Strukturen stetig erweitert.

Ziel der folgenden Synthese war es, eine Syntheseroute zu entwickeln, die es gestattet,
unterschiedliche Lipid-A-Strukturen mit natiirlicher oder unnatiirlicher Art zu synthetisieren.
Dazu mussten die Schutzgruppen so gewdhlt werden, dass sie orthogonal zueinander stabil
sind. Dies erfordert einen erheblich ldngeren Syntheseweg, hat jedoch den Vorteil, dass
verschiedene Produkte dargestellt werden konnen. Der Aufbau des Lipid A und seines

Derivates erfolgt nach einer konvergenten Synthesestrategie (Schema 29).
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Schema 29: Die Retrosynthese des MPL-A und dem spacergebundenen Derivat.

X =Cl, Br, QC{NH)CClI;

Dabei werden zuerst die Fettsiuren und aus D-Glucose die orthogonal blockierten
Monosaccharid-Bausteine synthetisiert. Diese werden danach in die Lipid-tragenden

Monosaccharide umgewandelt, die dann in Glycosyldonoren und Glycosylakzeptoren
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Schutzgruppen zu beachten. Da im vorlicgenden Fall das p-Anomer das gewiinschte Produkt
darstellt, fillt die Wahl auf eine Schutzgruppe, die bei anomerer Aktivierung einen
Nachbargruppeneffekt ausiibt und somit die Entstehung des 1,2-trans-konfigurierten
Glycosids nach sich zieht. Die im Endprodukt vorkommende Acetamidofunktion zeigt zwar
eine starke Nachbargruppenaktivitit und sollte {iiber ein intermediir gebildetes
Oxazoliniumion die gewiinschte Stercoselektivitit hervorrufen, wurde jedoch wegen
sterischer Griinde des sperrigen Restes erst spiter eingefiihrt. Des Weiteren erwies sie sich in
Glycosylierungsreaktionen bei Glucose und Galactose als ungeeignet.pm Die Griinde hierfiir
sind in der grofen Stabilitit der Oxazolinstruktur zu finden, die durch die anomere
Aktivierung des Glucosaminyldonors unter nachfolgender Abstraktion eines Protons gebildet
wird (Schema 30). Als Konkurrenzreaktion zur reversiblen Oxazolinbildung kann es

auflerdem zur irreversiblen Bildung eines Glycals kommen.

OR'

?'“o’é%

};O HIN

R' R \ R

""0’&& o P"O’é‘&‘ % 'go_\

3{0 NHA[:R 1:0 )(OO =~
ﬁ‘,o

NHAC

HyC

Schema 30: Auftretende Konkurrenzreaktionen von Glucosaminyldonoren nach anomerer Aktivierung. 21!

Trotz der Reversibilitit bedarf es im Allgemeinen drastischer Bedingungen, wie ein stark
saures Reaktionsmedium und einer erhohten Temperatur, um die Oxazolin-Bildung
umzukehren und in Richtung des gewiinschten Glycosids zu lenken. Das Problem kann

[232] als

jedoch durch die Verwendung der 2.,2,2-Trichlorethoxycarbonyl(Troc)-Gruppe
Aminoschutzgruppe umgangen werden. Die Schutzgruppe zeichnet sich wie die
N-Acetylschutzgruppe durch ihren Nachbargruppeneffekt aus, hat jedoch den Vorteil, dass
der Glucosaminyldonor nicht einen Reaktivititsverlust durch Oxazolinbildung erleidet,”* #*
1 Dag gebildete Carbamat lisst sich unter relativ milden Bedingungen in Gegenwart einer
Vielzahl anderer Schutzgruppen selektiv spalten. Alternativ kann auch die Fmoc-

[235]

Schutzgruppe eingesetzt werden. Sie lidsst sich ebenfalls unter sehr milden Bedingungen

spalten, ist jedoch nicht basenstabil. Die Uberfiihrung der Aminofunktion in ein Phthalimid
kam aufgrund der Esterspaltung im Lipidteil in dem sich anschliessenden

Deblockierungsschritt nicht in Betracht.!"*!)
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3.4.6 Die Synthese der Fettsiuren

3.4.6.1 Die Synthese der (R)-3-Benzyloxytetradecansiure
Die Synthese der beiden Fettsdure-Bausteine, sowohl die benzylethergeschiitzte als auch die
mit Dodecansiure acylierte Fettsiure, gehen beide von Laurinsiurechlorid aus.[?% Zunsichst

wird Meldrumsiure mit Laurinsdurechlorid in der Anwesenheit von Pyridin acetyliert

(Schema 31).

Q 5 o)
§:O>< /\/\/\/\/\)Lm Pyridin, CH,Clz 18h HO. O><
d & 0 °C —*Raumtemp. ~ g
75 80 ©

79

MeOH, AT

Q
/\/\/\/\/\M i — 5 \9><
ove * AN+ G0z g o *
4~ CMe

81
Schema 31: Darstellung des f-Ketocarbonsdureesters 81.

Meldrumsiure reagiert schon in Abwesenheit von starken Basen mit Elektrophilen wie
Aldehyden aufgrund ihrer hohen CH-Aciditit (pKs = 4.97).17% Die gebildete acetylierte
Meldrumsiure 80 kann als stabiles Zwischenprodukt in fast quantitativer Ausbeute isoliert
werden. Die Umsetzung von 80 in siedendem Methanol liefert unter dem nucleophilen
Angriff von Methanol und anschliefender Abspaltung von Kohlendioxid und Aceton das
gewiinschte Produkt. Nach Destillation im Hochvakuum wird der B-Ketocarbonsiureester 81
in einer Ausbeute von 75 % isoliert. Der erhaltene [B-Ketocarbonsiureester 81 muss
anschlieBend stereoselektiv zum (R)-3-Hydroxyester reduziert werden. Die stereoselektive
Reduktion wird nach Neyori mit chiralen Ruthenium-BINAP-Komplexen in der homogenen
Phase erreicht.!”! Die kiuflich erworbenen Katalysatoren zeigten, obwohl sie neu und
versiegelt waren, keinerlei katalytische Aktivitit. Dieses Problem konnte durch die Synthese
des Katalysators kurz vor der Hydrierung umgangen werden. Dazu wird der [RuCl,(PhH)]»-
Komplex mit (R)-(+)-BINAP in entgastem N N-Dimethylformamid 20 Minuten auf 110 °C
erhitzt (Schema 32).

(R)»-(+)-BINAP
IS "
[RuCIQ(PhH)] DME. 20 min. TI0°C RuCIQ(BINAP)(LM)QI—Z-— lRuHCI(BINAP)(LM)Q
2 -HCI
82 83 I

LM = Lasungsmittel
Schema 32: Die Darstellung der akiiven Katalysaiorspezies.

Wichtig war es, unter Schutzgas zu arbeiten, da sich ansonsten der rote Katalysatorkomplex
leicht verfirbte. Als katalytisch aktive Spezies wirkt 2,2°-Bis(diphenylphosphino)-1,1°-

binaphthyl-komplexiertes Rutheniumchloridhydrid, das sich in situ durch Einwirkung von
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Aus der Co-Symmetrie des (R)-BINAP-Liganden resultiert ein chirales Riickgrat mit einem in
’-Konformation ausgebildeten siebengliedrigen Chelatring am  zentralen Ru”. Im
Ubergangszustand TSy, der das (R)-konfigurierte Produkt liefert, ist der Ketoester so an das
chirale Templat gebunden, dass die Wechselwirkungen mit den #quatorial angeordneten
Phenylringen des Liganden gering ist, wihrend im diastereomeren Ubergangszustand TSg
eine signifikante Wechselwirkung zwischen dem Rest R des Substrats und den Phenylringen
resultiert. Die Koordination des Carbonylsauerstoffatoms an das Rutheniumzentrum fiihrt
nicht nur zu einer Beschleunigung der Reaktion, sondern ermoglicht dariiber hinaus die
Ausbildung des definierten, stereodifferenzierenden Ubergangszustands.

Auf diese Weise wird der (-Ketocarbonsiureester 81 mit dem (R)-BINAP-
Rutheniumkomplex 83 in Methanol im Autoklaven bei 90 °C und 7 bar
Wasserstoffatmosphire hydriert (Schema 34). Nach flashchromatographischer Reinigung

kann der Alkohol in einer Ausbeute von 95 % isoliert werden.

0 0 OH O
RUCI((R)-BINAPYLM MeOH, Hy, 80°C, 7 bar _ /\/\/\/\/\/'\/lL
PNONPNPNPNS 5 S (YR EIeTy 2 . -
81 83 84
Schema 34: Noyori-Reduktion des Ketocarbonsdureesters 81,

Zur Vermeidung von Nebenreaktionen muss die erhaltene B-Hydroxygruppe 84 anschliefend
als Benzylether blockiert werden. Versucht man den Alkohol 84 mit Benzylbromid in der
Anwesenheit einer Base, wie Kaliumhydroxid, Bariumoxid, Bariumhydroxid, Natriumhydrid
oder Silberoxid zu verethern, so tritt Eliminierung zu (E)-Tetradec-2-ensiure oder deren
Methylester ein.**®) Aus letzterem bildet sich durch eine retro-Aldol-Reaktion Dodecanal.
Das von Nishizawa et al. entwickelte Verfahren erlaubt die selektive Schiitzung einer
Hydroxylgruppe in unmittelbarer Nachbarschaft zu einer CH-aciden Verbindung, in der es zu
einer reduktiven Veretherung einer Carbonylverbindung mit einem Alkoxytrimethylsilan
kommt.”** Dabei bildet sich, katalysiert durch Trimethylsilyltriflat, das Oxoniumion-
Intermediat, welches anschlieend durch Trialkylsilan-vermittelte Reduktion in den Ether

iiberfiihrt wird (Schema 35).

R IO ; R
g Et;SiH H)—0R?

rRT R? R1

Schema 35: Alternative Methode zur Darstellung von Ethern tiber reduktive Veretherung.

R
R'I

Daher wird, um den B-Hydroxyalkohol 84 Benzylether zu schiitzen, die Hydroxygruppe
zuniichst mit Chlorotrimethylsilan in den Silylether 85 in einer Ausbeute von 99 % {iiberfiihrt
(Schema 36). Dieser wird anschlieBend mit Benzaldehyd, nach Nishizawa™"'*"! in
Anwesenheit von katalytischem Trimethylsilyltriflat in das , Acetal” iiberfithrt, welches

anschlieBend mit Triethylsilan zum Benzylether 86 reduziert wird.***!
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OH © Me,Si0 O
/\/\/\/\/\M —LAE B cloible: /\/\/\/\/\/’\)l\
CMe OMe

84 85

Benzaldehyd, CH,Cly, TMSOTH, EtsSi
1 h bei 0°C —13 h Raumtemp.

BnQ © BnQ O

/\/\/\/\/\/k)L «—THELOH /\/\/\/\/\/'\/U\
OH OMe

87 86
Schema 36: Die Darstellung von (R)-3-Benzyloxytetradecansdure 87.
Das erhaltene Produkt wird ausreichend rein in quantitativer Ausbeute erhalten. In der letzten
Stufe wird der Methylester 86 in wiissriger 1 N Lithiumhydroxidldsung in Tetrahydrofuran
6.5 h bei ca. 50 °C verseift. Fiir die Isolierung des Produktes wurde mit 1 N Salzsédure auf pH
2.5 angesiuert. Die Sdure 87 konnte nach chromatographischer Reinigung in einer Ausbeute

von 81 % ausgehend von Verbindung 84 isoliert werden.

3.4.6.2 Die Synthese von (R)-3-Dodecanoyloxytetradecansiure

Ausgangsverbindung fiir die Synthese von (R)-3-Dodecanoyloxytetradecansiure ist der
B-Hydroxycarbonsiuremethylester 84. Zuerst wird der Methylester 84 mit Lithiumhydroxid in
Wasser/Tetrahydrofuran (1:1) verseift, da eine spiitere Deblockierung nicht moglich ist. Das
Lithiumsalz wird anschlieffend mit Salzsdure vorsichtig auf einen pH-Wert von 2.0
cingestellt. Das Rohprodukt 88 wird durch Extraktion mit Dichlormethan mit einer
Rohausbeute von 92 % gewonnen (Schema 37). Anschliefend wird die Sdure 88 mit
Benzylbromid, Triethylamin und Tetrabutylammoniumiodid versetzt, wobei Benzylbromid in

einer Finkelstein-Reaktion mit Tetrabutylammoniumiodid in sifu das reaktivere Benzyliodid
bildet.**"!

HO © THF/HZO {1:1), LOH) /\/\/\/\/\ic')\i
/\/\/\/\/\/k)LOMe Shbei50°C,92% OH
84 88
AGOEt, BnBr, Et;N, TBAI
18 h, Raumtemp_, guant
/\/\/\/\/\i Pyridin, CHsCls
o o NW\/\)OL HS
/\/\/\/\/\/’\)k * = /\/\/\/\/\)\)L
OBn 18 h, Raumtemp. OBn
v] quant nach Reinigung a9

Schema 37: Die Darstellung von (R)-3-Dodecanoyloxytetradecanséure 90.

Dieses reagiert mit dem Carboxylatanion quantitativ zum Benzylester 89. Die freie
Hydroxygruppe von 89 wird mit Dodecanoylchlorid zum Diester 90 in quantitativer Ausbeute
acyliert. Um die Fettsdure an das freie Amin des MPL-A ankuppeln zu kénnen, wird der

Benzylester hydrogenolytisch gespalten (Schema 38).
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o} Q

y PegRgaey Y Ha, PA/C (10 %), EtOAc, EOH | N
/\/\/\/\/\/Ok)?\ SRS /\/\/\/\/\/(')\i
OBn OH

20 91
Schema 38: Die Deblockierung des Benzylesters 90,
Dazu hydriert man den Diester 90 iiber Palladium auf Aktivkohle in Ethylacetat\Ethanol (1:1)
18 h bei 3 bar und Raumtemperatur. Die freie Saure 91 konnte nach chromatographischer

Reinigung in einer Ausbeute von 84 % isoliert werden.

3.4.7 Die Glucosamin-Bausteine

3.4.7.1 Die Synthese des Glucosamindonors

Die Synthesen der Glucosamin-Bausteine, sowohl die der Glucosamindonoren als auch die
der beiden Akzeptoren, des in der anomeren Position TBDPS-geschiitzten
Glucosaminderivats und des mit dem Triethylenglycolspacer verkniipften Glucosamin-
derivats, gehen von a-D-Glucosamin-Hydrochlorid (92) aus.

Fiir die Synthese der Silylglucoside wird die Aminofunktion von 92 als Carbamat durch die
Umsetzung a-D-Glucosamin-Hydrochlorid mit Chlorameisensiure-2,2,2-trichlorethylester
(2,2,2-Trichlorethoxycarbonylchlorid, TrocCl) in einer gesittigten Natriumhydrogencarbonat-
Lésung blockiert (Schema 39),[2431

OH OH OAc
HO o] TrocCl, NaHCO3, H,0 HO 0 Ac,0, Pyridin . AcO 0
HO 82% " HO OH quant. Rohausbeute " AcO OAc
CIH3NOH TrocHN TrocHN
92 93 94

Ethylendiamin, THF, AcOH
0°C— Raumtemp., 24 h
93 %

OH NaOMe, MeOH OAc TBDPSCI, Imidazol, OAc
HO 0, PH=90)  aco 0, o DU AcO 0,
- «*
Haév\,omnps quant, Rohausbeuts  AcO OTBDPS 5% AcO OH
TrocHN TrocHN TrocHN
97 96 95

Schema 39: Die Synthese des TRDPS-geschiitzten Glucosamin-Bausteins 97.
Das Troc-geschiitzte Glucosaminderivat 93, das man in einer Ausbeute von 82 % erhilt, wird
im Anschluss acetyliert[245] und das resultierende Produkt 94 als Anomerengemisch mit einem

Verhiltnis von o-/B-Anomer von 3:2 (laut NMR-Spektroskopie) isoliert. Die selektive

Abspaltung der anomeren Acetylgruppe kann sowohl mit Hydraziniumacetat[245’246]

[247]

als auch
mit Ethylendiaminacetat erreicht werden. In beiden Fillen wird der reduzierende Zucker
95 erhalten, allerdings ist bei Deblockierung mit Hydraziniumacetat die Ausbeute geringer.
Die Hauptursache fiir die nur méiBige Ausbeute ist vermutlich in der Tatsache zu suchen, dass

es neben der Entfernung der anomeren Schutzgruppe zur Spaltung weiterer Acetatfunktionen
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kommt."™!! Daher wird auf die von Zhang entwickelte Methode, in der das Acetat des
Ethylendiamin zum Einsatz kommt, zuriickgegriffen, welche in der Regel langsamer verliuft
als die Hydrazinolyse und somit eine hohere Selektivitiit zeigen sollte.**”! Durch Behandlung
von 94 mit Ethylendiamin/Essigsiure konnte das gewiinschte Produkt 95 in 93%iger
Ausbeute gewonnen und ohne Reinigung mit ter#-Butyldiphenylsilylchlorid (TBDPSCI1) und
Imidazol in Gegenwart einer katalytischen Menge an DMAP# umgesetzt werden.**!
Aufgrund des sterischen Anspruches des TBDPS-Restes, in direkter Nachbarschaft zur Troc-
Gruppe erfordert die Umsetzung zum Silylglucosid 96 eine Reaktionszeit von fiinf Tagen.
Nach chromatographischer Reinigung erhilt man es in 86 %iger Ausbeute. Die lange
Reaktionszeit sowie die sterische Hinderung erkldren somit auch warum ausschlieBlich das
B-Anomer gebildet wird. Den Effekt der geringeren Reaktivitit macht man sich auch oft
zunutze, um die leichter zugingliche Hydroxylgruppe in der 6-Position eines mehrfach
ungeschiitzten Zuckers in Anwesenheit freier sekundirer Hydroxylgruppen selektiv als
TBDPS-Ether zu blockieren.”* Im Anschluss zur Silylierung erfolgt die Deacetylierung mit
Natriummethanolat in Methanol bei einem pH-Wert von 9.0 nach Zemplén.[123] Entgegen den

041 konnte keine Basenlabilitit  der

Beobachtungen in  analogen Verbindungen
Amjnoschutzgruppe[m] bei einem pH-Wert von 9.0 beobachtet werden. Das Produkt 97 wird
in quantitativer Rohausbeute erhalten und ohne vorherige Reinigung mit Benzaldehyd-
dimethylacetal und katalytischen Mengen an 4-Toluolsulfonsiure-Monohydrat (p-TsOH) bei
einem pH-Wert von 3.5 umgesetzt.ms] Die Bildung des Benzylidenacetals bedarf einer
Temperatur von 40 °C, um das schwer 16sliche Glucosaminderivat 97 in L.osung zu halten,™™*!!
Das Produkt 98 wurde nach chromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von 71 %
erhalten (Schema 40).["*Y, Aufgrund der groBBeren Stabilitit des sechsgliedrigen 4,6-Acetals
gegeniiber dem fiinfgliedrigen Acetal, wie es bei einer Reaktion der Hydroxylgruppen in 3-

und 4-Stellung gebildet werden wiirde, erhilt man ausschlieBlich das gewiinschte Produkt 98

BnO ©
OH PhCH(OMe),, p-TsOH PH—%-0 87 or Ph—%C
Hﬂgé&,omws CHACN, 40 °C . ﬂo’ﬁ\,OTBDPS CHoClp, PPY, EDC x HCI ’%&g\lmmps
4 15 h, Raumtemp., 80 % o
TrocHN e TrocHN i v Oj TrocHN
BnQ ag
97 28 CiqHz

Schema 40: Die Synthese des Glucosaminderivates 99.

Die freie Hydroxygruppe in der 3-Position wird anschliefend mit der Carbonsiiure 87 unter
Aktivierung mit EDC-Hydrochlorid in den Ester 99 iberfithrt. Dabei reagiert nach
Steglich[249] die Carbonsiure mit dem Carbodiimid, z. B. DCC, zu einem O-Acylisoharnstoff
(Schema 41). Greift der Alkohol den O-Acylisoharnstoff an, bildet sich der stabile
Dicyclohexylharnstoff (DHU) und ein Ester.
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Schema 41: Reakiionsmechanismus zur Veresterung einer Sdure und Alkohols durch ein Carbodiimid.

Da der Angriff des Alkohols langsam verliduft, wird die Bildung des Esters oft durch Zugabe
von DMAP oder 4-Pyrrolidinpyridin (PPY) als Katalysator beschleunigt und die Bildung
eines N-Acylharnstoffes unterdriickt (Schema 42).[133]

o
B
s — 3 A = [+ fioidl
O\u@\ ml N@_NS - }'ND_NG :di—:%_(:a] 'ﬁ:r :R T RiOFﬂ

e
C E Katalysator = PPY

Schema 42: Reakionsmechanismus der Veresterung nach Steglich.

Fiir die Kupplung der Fettsidure 87 wurden verschiedene Kupplungsreagenzien getestet. Dabei
erwies sich 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid-hydrochlorid (EDCxHCI) am
vorteilhaftesten was die Handhabung wihrend der Synthese und die Isolierung, Reinigung
und die Ausbeute des Produktes betrifft (Schema 40). Vorteilhaft ist die einfache
Aufarbeitungsmoglichkeit des Ansatzes, da iiberschiissiges Kupplungsreagenz und sein
Harnstoffderivat mit Wasser ausgewaschen werden konnen. Zur Beschleunigung der Reaktion
nach Steglich kam 4-Pyrrolidinpyridin (PPY) als Acylierungskatalysator zum Einsatz.!"** Das
Produkt 99 wurde nach chromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von 89 % isoliert.
Um das Monosaccharid 99 weiter umzusetzen, wurde das Benzylidenacetal regioselektiv zum

priméren Benzylether gediinet (Schema 43).

OBn
Ph—%0 CHyCl,, EtsSiH
0 2z, Elyair,
O OTBDPS _ TIOH. MS4A -78°C , HOQ A _oTaoPs
Oj TrocHN 98 % nach Chromatographie Oj TrocHN

BnC BnO:
CqHos CyiHag

99 100
Schema 43: Die Regioselekiive Offnung des Benzylidenacetals zum primdren Benzylether 100.

[250-252] apwies sich die Methode von DeNinno et al.,[zsl] in

Unter den verschiedenen Verfahren
der Variante von Sakagami et al.,”® bei der Trifluormethansulfonsiure und Triethylsilan
Verwendung finden, am ertragreichsten. Im Gegensastz zur Umsetzung einer gesittigten
Losung von Chlorwasserstoff in  Diethylether und Natriumcyanoborhydrid —als

Reduktionsmittel™” hat die Methode von Sakagami den Vorteil, dass der Reaktionsverlauf
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bei einer Temperatur von — 78 °C nicht so streng kontrolliert werden muss, da sich das Edukt
99 nicht zersetzt. Auch entfallen die Probleme, die bei der Abtrennung von
Borverunreinigungen auftreten. Zu erwihnen ist, dass zur Vervollstindigung der Umsetzung
nach zwei Stunden weitere 1.5 Aquiv. Trifluormethansulfonsiure zugegeben wurden. Der in
der 4-Position ungeschiitzte Glucosaminyl-Baustein wird nach chromatographischer
Reinigung in einer Ausbeute von 98 % erhalten. Verantwortlich fiir die Regioselektivitit ist
die unterschiedliche Basizitit der beiden Sauerstoffatome. Beim Einsatz einer Brgnsted-Siure
wird das basischere, in der 4-Position des Kohlenhydrats befindliche Sauerstoffatom
protoniert, sodass die anschlieBende Hydridiibertragung durch das Reduktionsmittel zum

entsprechenden 6-O-Benzylether fithrt (Schema 44).

Regioselektive Acetalsfinung mit einer Bransted-Saure /'_\

OBn

Ph—R-0 IH®
/E 0, ——— 3 HO Q

- -l
Ph/%o o

e OH
\ Ph 2] a

IH®

Regioselektive Acetaldfinung mit einer volumingsen Lewis-S&ure

Schema 44: Mechanismus der regioselektiven Benzylidenacetaldffnung.

Wiihrend eine Brgnsted-Siure das basischere Sauerstoffatom bevorzugt, greift cine
volumindse Lewis-Siure, wie Aluminiumtrichlorid, dagegen am sterisch weniger gehinderten
Sauverstoffatom in der ©6-Position an, worauf die Hydridibertragung durch
Lithiumaluminiumhydrid schlieBlich zur Bildung des sekundiren Benzylethers fiihrt.>¥ Die
Phosphorylierung der MPI-A bedarf eines geeigneten Phosphat-Reagenzes, welches
Schutzgruppen trigt, die selektiv neben den anderen Schutzgruppen abspaltbar sind. Die
Anzahl der in der Literatur verwendeten Reagenzien zur Synthese von phosphoryliertem
MPL-A ist beschrinkt. Diese sind z. B. Bis(allyloxy)—(diisopropylamjno)phosphan,[254'255]
N,N—Diethyl—1,5—dihydro—2,3,4—benzodioxaphosphepin—3—amjn[256’257] und  Dibenzyl-N N-
diethylphosphoramidit, die bereits durch die Zugabe von Tetrazol aktiviert werden (Schema
45). Die Zugabe eines Alkohols und Tetrazol fithren unter Substitution der Aminogruppe zum
Phosphit, das mit meta-Chlorperbenzoesiure (m-CPBA) zum Phosphorsiureester oxidiert
wird. Wihrend das Allyl-geschiitzte Phosphat durch einen Palladium(0)-katalysierten
Allyltransfer auf ein adiquates Nucleophil iiber eine m-Allyl-Palladium-Spezies erfolgreich

[254-255, 258]

abgespalten werden kann, werden die beiden Benzylgruppen hydrogenolytisch

abgel(jst,[256’ 291 was jedoch bei Peptid-Konjugaten zu Adsorptionsproblemen fiihren kann.
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Schema 45: Phosphorylierungsreagenzien in der MPL-A Synthese.
Als weiteres Phospat-Reagenz wurde das erstmals von Szabd und spiter von der

Arbeitsgruppe um Kusumoto verwendete Diphenylchlorophosphat eingesetzt, dessen Phenyl-

Schutzgruppen nicht an Palladium auf Aktivkohle abgespalten werden,[??6 2602611 Dyje

Reaktion der freien Hydroxygruppe von 100 mit dem Diphenylchlorophosphat wurde unter

[133]

Steglich-Bedingungen' ™ mit 4-Pyrrolidinopyridin katalysiert (Schema 46).

OBn CH,Cl,, PPY, DIPEA, Diphenylchlorophosphat 0 OBn
,égo o —s I ,éo
HOO OTBDPS D°C Raumtemp., 14 h i (PhO)zpoo OTBDPS

= -
02 TrocHN 93 % nach Chromatographie Oj TrocHN
BnO BnO
11H23 CiHzs
100 101

Schema 46: Veresterung des Diphenylchlorophosphats unter Steglich-Bedingungen.

Die sich bildende Salzsiure wird mit N N’-Diisopropylethylamin abgefangen. Der
Phosphorsiureerster 101 konnte nach chromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von
93 % isoliert werden. Die SHuresensibilitit der Verbindung 101 zeigte sich wihrend der
Aufnahme von NMR-Spektren. So fiihrte deuteriertes Chloroform, welches nicht durch
basisches Aluminiumoxid entsduert wurde, bereits zum vollstindigen Verlust des
Phosphorsiureesters. Hinweise auf die Instabilitit gegeniiber Siduren wurden von Szabd
gegeben.[%m

Um den orthogonal geschiitzten Baustein 101 als Glycosyldonor verwenden zu kdnnen, muss
zunichst die anomere Silylgruppe 101 abgespalten werden. Dabei traten unvorhergesehene
Probleme auf. Das Produkt konnte zwar unter den in der Literatur angegebenen Bedingungen

1131, 2397 jedoch waren die Ausbeuten niedrig und zahlreiche Nebenprodukte

isoliert werden,
lagen vor. Die Umsetzung mit Eisen(Ill)-chlorid war sehr langsam. Nach 96 h war noch
Edukt vorhanden. Selbst die Reaktion mit Tetra-z-butylammoniumfluorid (TBAF) erwies sich
als problematisch und ergab eine Reihe von Nebenprodukten. Jedoch war diese im Vergleich

7zu den anderen Reagenzien am vielversprechendsten. Triebkraft der Reaktion ist die
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Aushildung einer Silicium-Fluor-Bindung, welche energetisch gegeniiber der Silicium-
Sauverstoff-Bindung um 30 kcal/mol begiinstigt ist.? Am erfolgreichsten war die Reaktion
mit 1.3 Aquiv. TBAF in Tetrahydrofuran (THF) unter Zusatz von 3.3 Aquiv. Essigsiure, um

der Basizitit des Fluorids entgegenzuwirken (Schema 47).

0 OBn THF, AcOH, TBAF 9 OBn
Q 0°C,1h——15-17°C,25-7h Q
PhQ),PO . s » (PhO),PO
¢ J2 O OTBDPS 77 % nach Chromatographie ( )2 6%
Oj TrocHN Oj TrocHN
BnO: BnO
CMHZB C11H23
101 102

Schema 47: Die Selekiive Deblockierung des Silviglycosids 102.

Einen deutlichen Einfluss hatte die Temperatur, die zwischen 15 — 17 °C gehalten werden
sollte. Sobald sie hoher war, traten Nebenprodukte auf. Bei niedrigeren Temperaturen war die
Umsetzung unvollstindig. Wurden die Bedingungen eingehalten, konnte das Produkt nach
chromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von 77 % isoliert werden.
Uberraschenderweise wurde bei der Spaltung des Silylethers kein Anomerengemisch

erhalten,[1*h 2631

sondern ausschlieBlich das a-Anomer, was sich NMR-spektroskopisch
anhand der kleinen Kopplungskonstante *Jy; 1o von 3.7 Hz sowie der Tieffeldverschiebung
von H-1 (5.25 ppm) belegen liefl. Erstaunlicherweise ist gleichzeitig die Kopplung zur freien
Hydroxygruppe sichtbar. Die Kopplungskonstante fillt mit der des Protons von H2
zusammen, sodass das Signal als Triplett erscheint. Die Grofienordnung der vicinalen
Kopplung zur Hydroxylgruppe liegt im Einklang mit den in der Literatur angegebenen
Werten von 4 — 5 Hz.*®!

Der Glucosebaustein 102 muss nun in einen geeigneten Donor iiberfithrt werden. Dabei sollen
die zwei bewihrten Glycosylierungsmethoden, das Trichloracetimidatverfahren nach

231 miteinander

Schmidf®*® ynd eine modifizierte Koenigs-Knorr Glycosylierung,
verglichen werden. Dazu wird der deblockierte Zucker 102 in das Trichloracetimidat 103, das

Bromid 104 und in das anomere Chlorid 105 iiberfiihrt (Schema 48).

OB
(IJI O%n P, Ozn (R On
(PhO),PO7 (PhO)PO7; (PNORPO
Oj TrocHN N Oj TrocHN " 01 TrocH NOH
BnO BnO! BnO
CaiHaa CyqHzs 11Hz23
102 102 102
CH,Clz, CLCCN, DBU CH3Cls, HBr in Eisessig (33 %) CH,Cl,, (MesN)sP, CBr, (CCly)
28-58 % 0 °C— Raumtemp. =45 °C, 20 min —— 100 min Raumtemp.
OBl
(I? OBn C") On 9 oBn
(PHORPOSQ (PROLPOZ (PhO)POZRED
0= TrocHN O:S TrochN] Oj TracHN}
0. _CCl i
BnC 3 BnO BnO
CiyHza Y CiyHza GiyHaa
103 104 X = Br. 104, 74 %, nach Chromatographie

X =Cl,105 77 %, nach Chromatographie
Schema 48: Die Synthesen der Galactosyldonoren 103, 104 und 105.
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Die basenkatalysierte Umsetzung von 102 mit Trichloracetonitril®®® 2! liefert das
Trichloracetimidat 103 als o-Anomer,”*® bereitet jedoch unvorhergesehene Probleme. Die
Anwendung von DBU in absolutem Dichlormethan fiihrt zu nicht reproduzierbaren
Ergebnissen und grofien Schwankungen in der Ausbeute, die nach chromatographischer
Reinigung zwischen 28 — 58 9% liegt. Auch die Reaktion 102 mit einer 33%igen
Bromwasserstoff-Losung, wie von Kusumoto et al®Y bei einer idhnlichen Verbindung
angewandt, ist nicht reproduzierbar. Zwar kann das Produkt nach zwei Stunden isoliert
werden, jedoch ist der Grad der Zersetzung und die Anzahl der Nebenprodukte, wie von

[269]

Szabo angedeutet hoch.”®” Deshalb wurde 102 in einer Appel-Reaktion umgesetzt.

Alternativ kann auch die modifizierte Appel-Reaktion mit Tris(dimethylamino)phosphin zum

Einsatz kommen (Schema 49).
® )
(Me;N)sP +  X=CXs — > (MeN):P—X  + CXa

OBn GBn

0} e}
il 0 e n Q
(PhO),PO; A Y (PhO)zPOS&‘ . HEX,
02 TrocHN /—\ 02 TrocHNO
BnO “H BnO
11H22 Hz @
102
@
(MezN)SP—Q'
o o OBn o OBn
I I o 1 O
Me,N-P=NMe,  {PhOLFOT | (PhO)}POZ o
Me,N 0= TrocHN O< TracHN |} X
BnO N BnC O“p(NM )
e
11H23 11Hz3 ® 22
X =Br, 104
X=Cl, 105

Sehema 49: Mechanismus der modifizierten Appel-Reaktion zu den Glycosylhalogeniden 104, 105.

Triebkraft der Appel-Reaktion ist die Bildung des Tris(dimethylamino)phosphinoxids
(Oxidation des Phosphor(Ill) zum Phosphor(V)). Es entstcht nach Aktivierung des
Tris(dimethylamino)phosphin zum Chlorophosphoniumion und dessen Reaktion mit dem
Alkoholat eine gute Abgangsgruppe. Der nucleophile Angriff des Halogenidanions am
Oxophosphoniumion (Schema 49 rechts unten) fithrt zum Produkt. Die Umwandlung des
reduzierenden Zuckers 102 in die Glycosylhalogenide 104 und 105 wird analog zur
Darstellung eines Fucosehalogenids!®™® durchgefiihrt (Schema 48). Das Produkt konnte nach
chromatographischer Reinigung in Ausbeuten oberhalb von 74 % isoliert werden. Wichtig ist
eine ziigige Chromatographie auf einer mit Triethylamin behandelten Sédule. Das Vorliegen
des a-Glycosylhalogenids wird NMR-spektroskopisch (3JH1,H2 von 3.6 Hz fiir 104 bzw. 3.7 Hz

fiir 105) belegt. Der Glucosamin-Donor 104 bzw. 105 kann so in insgesamt elf Stufen mit
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ciner Gesamtausbeute von 22 % hergestellt werden, was einer geometrischen

Durchschnittsausbeute von 87 % pro Stufe entspricht.

3.4.7.2 Die Synthese des Glucosaminakzeptor-Bausteins

Zur Synthese des Glycosylakzeptors geht man von dem bekannten Baustein 96 aus, von dem
die Troc-Gruppe mit aktiviertem Zink in Essigsdure abgespalten wird.”* Das freie Amin 106
wird nach chromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von 86 % isoliert (Schema 50).

Deacetylierung mit Natriummethanolat in Methanol bei einem pH-Wert von 9.5 nach

Zemplén"* ergibt Verbindung 107, die ohne Reinigung weiter umgesetzt wird.
QAG OAc NaOMe, MeOH OH
ACO 0 — AcOH.Zn24h e 0 pH=9524h  _ po Q
AC(;&A/OTBDPS 86 %, nach Chromatographie AC&'OTBDPS quant. Rohausbeute T HO OTBDPS
TrocHN NH; NH»
96 106 107

FmocOSu, DIPEA
MeCN/CHLCl, (1:1)
24 h, Raumtemp.

PhCH{OMe),, £-TSOH og
Ph—X0 a - CHCN. 40 °C HO= OTRDPS
ﬂo OTBDPS 89 % nach Chromatrographie NHFMOG
FmocHN
108

109
74 %, Uber 2 Stufen

Schema 50: Die Darstellung zum Glucosamin-Akzeptor 109.
Das Glucosamin 107 wird mit FmocOSuP” in das Carbamat 108 iiberfithrt, das nach
chromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von 74 % isoliert wird. Durch

sdurekatalysierte Bildung des Benzylidenacetals mit Benzaldehyddimethylacetal[135]

gewinnt
man den Glucosamin-Baustein 109 in einer Ausbeute von 89 % nach chromatographischer
Reinigung. Die Acetalbildung kann bei Raumtemperatur durchgefiihrt werden, da der Fmoc-
geschiitzte Glucosamin-Baustein 108 im Gegensatz zu dem Baustein 97 eine hohere
Loslichkeit in Acetonitril aufweist. Die freie 3-Hydroxylfunktion des Glucosaminderivates
109 wird anschlieBend durch Veresterung unter Steglich-Bedingungen in den Glucosamin-
Baustein 110 iiberfiihrt, der nach flashchromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von

75 % isoliert werden kann (Schema 51).

BnO O
87 i
Ph ‘O,%&/ CH.Cl,, PPY, EDC*HEI . P“’%‘l&g\/
Ho OTBDPS 15 h, Raumtemp., 75 % o, OTBDPS
FrnocHN O NHFmoc
109 BnO". 4. 110
110123

Schema 51: Die Synthese des Glucosamin-Akzeptorbausteins 111,
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Pr—%0 Ph—"%"0
O&)&/OTBDPS DAL woncholn A0 5 O&%,OTBDPS
oj NHFmoc ALIIEIR, S8 Ojc NH-
B B
nG nQ 11Has

CiiHzs 110 111

BnO O
OH

87
DMF, HBTU, HOBt, DIPEA
15 h, Raumtemp.. 88 %

Ph—%-0 v
) O _oTeDPS

C1qHag

Oj HN
BnO o§
qqa CitHas
Schema 52: Die Synthese des Glucosamin-Akzeptorbausteins 114.

Zur Einfiihrung der zweiten Fettsdure muss zuerst das Amin von der Fmoc-Schutzgruppe

[271] [272]

befreit werden. Anstelle von Piperidin™" wird Morpholin*"~ verwendet, da mit Piperidin in
N,N-Dimethylformamid ein Produktgemisch erhalten wurde, das sich zwar chromato-

graphisch trennen lief3, jedoch eine niedrige Ausbeute ergab (Schema 53).

Ph0 o Ph—%-0 Ph—%-0 Ph=%~0
0 0 0 0
O@OTBDPS 30Dn|\1ni|; :;f;fé%p O&,OTBDPS + P OTBDPS +  Bo OTBDPS
Oj NHFmog ' ' O§ NH, L NH,
BnQ BnO 2‘ 112 113

111
CyyHs 110 CyiHzs BnO H
11H23

Schema 53: Die Deblockierung des Glucosaminbaustein 110 von der Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin.

Zwar kann das Nebenprodukt 112 mit der Fettsiure 87 verestert werden, jedoch fillt die
Ausbeute mit 56 % deutlich geringer aus als bei Veresterung des Edukts 109. Die Umsetzung
von 110 mit Morpholin in N,N-Dimethylformamid liefert das Produkt 111 in 80%iger
Ausbeute nach chromatographischer Reinigung (Schema 52). Zusitzlich fallen 17 %
Umacylierungsprodukt 112 an. Im letzten Schritt erfolgt die Benzylidenacetalspaltung in
80%iger Essigsidure bei 80 °C, wobei man den in 4- und 6-Stellung ungeschiitzten Baustein

115 nach Flashchromatographie in einer Ausbeute von 93 % erhilt (Schema 54).

OH
Ph—X-0 .
0 3 OTBDPS 80%ige ACOH. 80°C o Ho O 5TEDP
8%6/ 93 % nach Chromatregraphie O 0 S
015 HN 05 HN
BnO oig BnO Oj
C

Cq1Hzs CyH

Bho " Bho
11Hz3 Ci1Hzs
114 115

Schema 54: Spaltungs des Benzylidenacetals zum Glycosylakzeptor 116.

Eine alternative Route verliduft iiber die Acylierung des Amins 106 mit der Fettsiure 87
(Schema 55). Die folgende Deacetylierung verlduft bei genauer Einhaltung des pH-Wertes
mit Ausbeuten oberhalb von 70 %. Die anschliefende Bildung des Benzylidenacetals und die
darauf folgende Veresterung bleiben jedoch mit den Ausbeuten hinter den Erwartungen

zuriick, sodass diese Route nicht weiter verfolgt wird.
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BnO C©
/\/\./\/\/\/\)L
g 87 Ui OAc NaOMe, MeOH OH
a DMF. HBTU, HOB{, DIPEA 0 pH =90 24h ,é :o
ACOCSé@,OTBDPs 15 h, Raumtemp., 82 % A%%oé@/OTBDPS 74 % HPo OTBDPS
NH2 NH NH
o 0
106 j j?
BnO BnO
11Hz3 CiiHzz
PhCH{OMe)s, p-TsOH
CH4CN, 40 °C, 71 %
BnQ QO
N\/\/\/\MOH
PH—0 87 Ph—-0Q o
O O oTepPs o CH.Cl,, PPY, EDC*HCI [®] OTBDPS
5 0 “~75 h, Raumtemp., 57 % HO !
HN
Bn0§ o] Oj
CyyHzs BnO
Bn C H C11H23
14 112

Schema 55: Alternative Route zur Darstellung des Glucosamin-Bausteins 114.

Der Galactosylamin-Akzeptor 115 wurde aus Verbindung 96 in acht Stufen in einer

(Gesamtausbeute von 27 % hergestellt.

3.4.7.3 Die Synthese des spacergebundenen Glucosaminakzeptor-Bausteins
Die Synthese des spacergebundenen Glycosylakzeptors geht von dem bereits synthetisierten

Baustein 94 aus. Zunichst wird das Glucosaminderivat 94 mit 33%igem Bromwasserstoff in

Eisessig in das Glucosaminylbromid 116 iiberfiihrt (Schema 56).2°!

DCM, Toluol (1:1), MS 44
AgoCCa, AgCIO,
AC CHa,Cly, HBr in Eisessig {33 %} A HO’\‘O"“O’\’O‘/WOPBU OAc

O
B0y Q 0°C, th— Raumtemp, 1h , Ao 0 65 O Aco’éo: o
ACO Ohe 82 % AcC 0°C, 30 min—* Raumtemp., 24 h = AcO o, O'Bu
TrocHN TrocHNB 93 % nach Reinigung TrocHN
94 118 117
AcOH, Zn, 21h

88 %, Rohausbeute

O: NaOMe, MeOH p
H ’é ) (g, +PHZ90.280__ acO a
ﬂo NH, {/\O 4 O'BU “quant, Rohausbeute e0 'Bu

119
Schema 56: Die Synthese des spacergebundenen Glucosaminalkzeprors 119.

Das o-Anomer wird nach flashchromatographischer Reinigung in 82 9% erhalten. Im
Anschluss wird der Spacer 65 mit dem Glucosaminylbromid 116 nach Paulsen und Holck™
17 n Gegenwart von Silbercarbonat und katalytischem Silberperchlorat glycosyliert. Die
Nachbargruppenaktivitit der Troc-Gruppe bewirkt die ausschlieBliche Bildung des
B-Anomers, welches in einer Ausbeute von 93 % erhalten wird. Die B-glycosidische Bindung
lisst sich 'H-NMR-spektroskopisch anhand der Kopplungskonstante *Ji;, von 8.6 Hz
belegen. Von der glycosylierten Verbindung 117 wird mit aktiviertem Zink in Essigsiure die

Troc-Gruppe abgespalten,[261] dabei kann das Produkt 118 durch Ausschiitteln mit Wasser von
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seinen Salzen befreit und in 99 % Ausbeute erhalten werden. Die Acetylgruppen des

Glycosylamins 118 werden mit Natriummethanolat in Methanol bei einem pH-Wert von 9.5

nach Zemplén!'*!

entfernt und das quantitative Rohprodukt 119 nach der Aufarbeitung der
nichsten Stufe unterworfen. Die freie Aminogruppe von 119 wird anschlieffend mit
FmocOSu® zum Carbamat 120 umgesetzt (Schema 57). Das Produkt 120 wird

sdulenchromatographisch gereinigt und in einer Ausbeute von 80 % iiber drei Stufen erhalten.

FrnocOSu, DIPEA
MeCN/CHoGly (1:1)

OH o OH o
HO’&/O 24 h, Raumtemp. & HO':K:&/O
HO (0] O'Bu 80 % nach Chromatographie (iber 3 Stufen HO 0 O'Bu
HoN 3 FmocHN 3
119 120

PhCH({OMe},, p-TsOH, CH;CN
Raumtemp., 85 % nach Reinigung

BnO O
O /\/\/\/\;T\MOH
Ph
,% {/\ )’\)J\otg < CH,Cla, PPY, EDCTHCI, 15 1 {/\ )’\)’LofBu
ijocHN u Raumtemp.. quanL Rohausbeuts FmocHN
BnQO
CyiHzs
DCM, Piperidin, 30 min
Raumtemp , 91 %
BnO O
s~ Aoy
PY0 5 Ph’%O
' DMFE, HBTU, HOBt, DIPEA » O'Bu
j OBu 15 h, Raumtemp., 60 % j
BnQ BnQ
CiqHzs CMH§30§

CisHaz
Schema 57: Die Synthese des spacergebundenen Glucosaminalkzeprors 124.

Wie beim Akzeptorbaustein 108 schliefit sich die sdurekatalysierte Bildung des
Benzylidenacetals mit Benzaldehyddimethylacetal[135] an, in der der Glucosamin-Baustein
121 in einer Ausbeute von 85 % nach chromatographischer Reinigung anfillt. Die freie
3-Hydroxylfunktion von 121 wird durch Veresterung unter Steglich-Bedingungen in den
Glucosamin-Baustein 122 tiberfiihrt. Im Gegensatz zum Baustein 110 kommt ein geringerer
Uberschuss an Fettsiure 87 (1.1 Aquiv.) zum Einsatz und das Produkt 122 wird nicht
sdulenchromatographisch gereinigt, sondern mit Wasser ausgeschiittelt. Von dem Rohprodukt
122 wurde mit Piperidin[m] die Fmoc-Gruppe abgespalten. So konnte der deblockierte
Glucosaminbaustein 123 nach Flashchromatographie in 91 %iger Ausbeute iiber zwei Stufen
erhalten werden. Die zuvor beobachtete Acylgruppenwanderung, wie in Schema 53
dargestellt, konnte nicht nachgewiesen werden. Die Fettsiure 87 wird anschlieBend an das
deblockierte Amin 123 durch spezielle Kupplungsreagenzien angekniipft. Fir die Bildung des
Aktivesters kommt hierzu das Uroniumsalz HBTU®*#™ jn  Kombination mit

1 12751

1-Hydroxybenzotriazolen, wie HOBt, zum Einsatz. Diese Kondensationsreaktion liefert
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das Produkt 124 nach chromatographischer Reinigung nur in einer Ausbeute von 60 %.
Dagegen konnte das TBDPS-geschiitzte Produkt 114 bei gleicher Umsetzung in 86 %
Ausbeute isoliert werden. Die Benzylidenacetalspaltung erfolgt in 80%iger Essigsiure bei

80 °C, wobei Baustein 125 in einer Ausbeute von 94 % erhalten wird (Schema 58).

PO OH o
&, 80%ige AcOH, 80°C.1h HO’é%/o {
Bu 94 % nach Chromatrographie 9] , O'Bu
B Oj B O
! C11"|230§t ! Gy 2301 125
Bn Bn
11Hz3 it

Schema 58: Die Synthese des spacergebundenen Glucosaminakzeptors 1285,

Der zweite Galactosylamin-Akzeptor wird ausgehend von Verbindung 94 in zehn Stufen in

einer Gesamtausbeute von 26 % erhalten.

3.4.8 Die Disaccharid-Bausteine

3.4.8.1 Die Synthese des natiirlichen MPL-A

Fiir die Synthese der Disaccharidbausteine sollen zwei Glycosylierungsmethoden miteinander

verglichen werden. Bei den ersten Synthesen dieser Disaccharide setzte Shiba et al.

[226, 261]

durchgiingig die Helferich-Methode ein. Dabei ist die Substitutionsform der

Monosaccharide weniger komplex als die zu verkniipfenden Komponenten in der

vorliegenden Arbeit. In dieser Arbeit wurden die Glycosylierungsverfahren nach Schmidi?%>

267, 2781 eine Kombination aus der Koenigs-Knorr Glycosylierung[%] und ein von Banoub'""
#! perichtetes Glycosylierungsverfahren von Glycosylaminen angewandt.
Bei der Glycosylierung des Akzeptors 115 mit dem Trichloracetimidat 103 wird das

Disaccharid-Konjugat 126 in einer Ausbeute von 54 % gewonnen (Schema 59).

OBn

& OBn OH 9 o
i o 4B 0 CH:Clp, MS 4A, TMSCTS, DIPEA (PhO)zPOO HOO o
{PRO)PO % - OTBDPS 30T 20°C somn O TrocHN 5 OTBDPS
Oj Tlroc:HNO - Oj HN 54 % nach Reinigung BhG o] NH
B 3 H
e CiqHzs T L C11H230 P L T Hp
NH Bno TED
CiqHza Ci1Has
103 115 126
OBn
OH C”) o
o CHoCly, MS 4A, AgyCOg AGOT! _ (PhO}LPOT 0 5
(PhO)zPO RO, OTBDPS ~g°C —— Reaumtemp., 240 " 0= Trocin . 1% OTBDPS
TrocHN Q HN 60 % nach Reinigung BrO O NH
BnO BnO o Cits g
Ci1Haa C11HBz3O [ CiiHpL
" Cy4H BnO
11H23 GiaHaa
X =Br, 104 115 126
X=Cl, 105

Schema 59: Die Glycosylierung des Akzeptors 115 mit den verschiedenen Donoren zum Disaccharid 126.
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Dabei werden 1.2 Aquiv. des Donors und Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOTT) als
Katalysator verwendet. Wegen des Nachbargruppeneffekts der Troc-Gruppe wird selektiv das
B-glycosidische Produkt 126 erhalten, was anhand der Kopplungskonstante *Ji y» von ca.
8.3 Hz NMR-spektroskopisch belegbar wird. Bei der Glycosylierung des Akzeptors 116 mit
den Glycosylhalogeniden wird ebenfalls das Disaccharid-Konjugat 126 erhalten (Schema 59).
Die Umsetzung gestaltete sich beziiglich der Reaktionsbedingungen einfacher. Nachteil ist
jedoch die lingere Reaktionszeit. Bei der Umsetzung des Chlorids 105 fillt im Vergleich zum
Bromid 104 die Ausbeute geringfiigig niedriger aus. Bei der Verwendung von 2,4.6-
Collidin'*"! anstelle von Silbercarbonat als Basenzusatz wurden nur 5 % des Produktes 126
isoliert. Die hochste Ausbeute wurde in der Reaktion des Glucosaminylbromids 104 unter
Zusatz. von Silbercarbonat und Silbertrifluormethansulfonat erzielt. Sie lag bei 60 % nach
chromatographischer Reinigung. AnschlieBend wird die Troc-Schutzgruppe vom Disaccharid
126 reduktiv mit aktiviertem Zink in Essigsiure entfernt,[%” wobei das Produkt durch
Ausschiitteln mit Wasser von seinen Salzen befreit werden kann. Die darauffolgende

chromatographische Reinigung liefert 127 in 88%iger Ausbeute (Schema 60).

OBn OBn

O 0]
i ) I 0
PhO),PO 0 0
( )20 m O _0TBDPS —AcOH.Zn.2h60°C (Pho)zpom Q_oTBOPS
j TrocHN O 88 % nach Reinigung 0 H2N O
BnO 0 NH BnO o NH
CiHaz oo 0 CiHz BnO
M"ézao ”H230
n Bn
Cy1Hzs CiaHzs
126 127

Schema 60: Die Deblockierung vor der Troc-Gruppe zum Disaccharid 127.

Die anschliefende N-Acylierung wurde mit verschiedenen Kupplungsreagenzien

[277] l273-274]

vorgenommen, wie mit den Carbodiimiden sowie mit Uroniumsalzen, wie HBT
und HATU,®**™ in Kombination mit den 1-Hydroxybenzotriazolen HOBt*"*Mund HOAt™*!
und mit neueren Kupplungsreagenzien, wie #n-Propanphosphonsiureanhydrid (PPA,
73P%). P32 Mit allen gepriiften Kupplungsreagenzien konnten keine befriedigenden
Ergebnisse erreicht werden. Sowohl die Carbodiimide als auch die Uroniumsalze lieferten das
Produkt in geringen Ausbeuten. PPA liefert kein besseres Ergebnis. Es ist davon auszugehen,
dass es sich hierbei um ein sterisches Problem handelt. Daher wird die Carboxylgruppe durch
Oxalylchlorid und katalytische Mengen an N, N-Dimethylformamid in das Carbonsiurechlorid
iiberfiihrt.**! Dabei reagiert das Oxalylchlorid mit dem N.N-Dimethylformamid zu dem
kationischen elektrophilen Intermediat und den gasformigen Nebenprodukten Kohlenmonoxid
und Kohlendioxid (Schema 61). Das elektrophile Intermediat x wird von der Carboxylgruppe

nucleophil angegriffen, wobei sich das Intermediat y ausbildet, welches intermolekular mit

einem Chloridanion reagiert.
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0 6 0
Cl
¢ \“/k"" o o .'LCM\ 0
"
) | e “
Me Me Cl Me Me
-CO, -CO,
CuHz0  O) CiHsO O
C11H230 Q
CyqHas (9] CyqHza
8/ @ Me )(J‘ Me _ CyiHoy /\ﬂ:‘
oAl N ¢ HCN ®
. h, M M
Intermediat y e = Intermediat x
G0 03 o
1Mz o]
C11Has 0 JL Mg
kj\"‘ Me —* CmstMm + H I‘:l
Te Me
Me

Schema 61:Der Mechanismus der Chlorierung mit Oxalylchlorid und katalytischen Mengen DMF.

In den darauffolgenden Umlagerungen wird das Carbonsdurechlorid erhalten und
N, N-Dimethylformamid regeneriert. So entsteht aus Carbonsiure 91 das gewlinschte

Carbonsédurechlorid 128 nach Aufarbeitung in quantitativer Rohausbeute (Schema 62).

)OI\ O
. 0 CiHas” ™0 O CHAClo, DMF R CiH™ "0 O
+ 5 »
S o CriHag OH 0 °C—*Raumtemp., 1 h CoqHoz Cl

quant. Rohausbeute
9
128
Schema 62: Die Darstellung des Carbonsdurechlorids 128.
Dieses wird anschliefend an das freie Amin 127 unter Zusatz von N,N’-Diisopropylethylamin
18 h bei Raumtemperatur gekuppelt. Nach chromatographischer Reinigung konnte das tetra-

acylierte Produkt 129 in ciner Ausbeute von 74 % isoliert werden (Schema 63).

0]
CyH™ “0  ©Q
OBn
(PhO) 'OF!‘O’&/O C11H23MC| (PhO) i ’&/
2 2
o<’ HO O _GTBDPS CHyClp, DIPEA O _OTBDPS
j HoN 5 0 T8 h, Raumiomp.
BnO NH 74 %, nach Reinigun Bn 0
CiiHas BnOiS o ’ gung C11H230 BnO
CH"B|230 O=< CyqHog CMHES
n
! CyiHza Ci1Has CyqHyg
127 129

Schema 63: Die Kupplung des Carbonsdurechlorids 128 an das Amin 127 zum tetra-acetylierien Produki 130.

Die selektive Abspaltung der TBDPS-Schutzgruppe wird mit Tetra-z-butylammoniumfluorid
in Tetrahydrofuran unter Zusatz von Essigsiure durchgefiihrt, um der Basizitit des Fluorids
entgegenzuwirken (vgl. Kapitel 3.4.7.1). Fiir die Umsetzung war eine lingere Reaktionszeit
notig. Sowohl die Loslichkeit als auch die Aggregation zu Mizellen spielen eine nicht

unwesentliche Rolle. Wie bei der Deblockierung des Monosaccharids 102 wird nur das
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a-Anomer erhalten, jedoch lag die Ausbeute nach Reinigung mit 68 % niedriger als bei der

des Monosaccharids 102 (Schema 64).

CBn CBn

o) O
i o THF, AcOH, TBAF i o] o
(Pho)zpcb’&.\/mo 9 otepps 0 C.1h — Raumiemp.. 181, (P“O)ﬁp%% o
Oj NH o} 68 % nach Chromatographie 4 Oj NH 0
6] o]

BnO 0 NH BnO 0 HNGH
CriHzs 5./ Bno CiiH2s 4,7 Bro 0
=< C11H23 Gi1Hos” O=< CysHza CiiHzs
BnO C BnO
Cy1Hzs CyqHag 11Ha3 S H
129 130 110123

Schema 64: Die Deblockierung des Disaccharids 129 von derTEDPS-Schutzgruppe.
Das selektiv deblockierte MPL-A konnte durch eine modifizierte Appel-Reaktion erneut in

einen Glucosyldonor umgewandelt werden. Im vorliegenden Fall wurde das Lipidkonjugat
130 weiter deblockiert, indem es in Tetrahydrofuran und Essigsiure im Autoklaven bei 3 bar
Wasserstoffatmosphire iiber Palladium auf Aktivkohle von den vier Benzylschutzgruppen
befreit wurde (Schema 65). Nach Debenzylierung gestaltete sich die diinnschichtchromato-
graphische  Reaktionskontrolle  zunchmend  schwieriger, sodass  zusitzlich  auf
massenspektrometrische Messungen zuriickgegriffen wurde. Das Produkt 131 wurde durch
aufwendiges Herauslosen vom Hydrierungskatalysator in einer Ausbeute von 93 % als

farbloser Feststoff isoliert.

OBn OH

" é 0
- g It fo)
{PhO),P 0 BHE o
o{% . HOZ O, Hp. Pd/C (10 %} THF, AcOH O}/Ooé“/NH Ho Q
15
Bng of © HNGy 3 Par Raumtemp., 18k, 83% =\ o © HNG
CriMas 5.0 Bno o] o R .
O='< CqqHaa C1I13H203 O=< ¢ e C11H203
i ’ CiqH
11723 1Mo 117123 CooHys

130 131

Schema 65: Die Deblockierung von den Benzylgruppen durch Hydrierung des Disaccharids 130.

In einem zweiten Hydrierungsschritt wurden die beiden Phenylester iiber den Adams-
Katalysator (Platin(IV)-oxid) gespalten. Dazu wird das Konjugat 131 erneut in
Tetrahydrofuran/Essigsdure gelost und in einem Autoklaven 18 h bei 5 bar und

Raumtemperatur hydriert (Schema 66).

0 OH
II [} O
(PhO) (HO),P ’&A/O
ojoo 2 Hp PO, THE ACOH o i N HOS 0,
—p
HO NOH 5 bar, Raumtemp., 18 h, 80 % HO o o) HNOH
Cmsto CiHzs ./ Ho 0
O=<C ﬁﬁHQB CH:;(:JB O=< CqqHzz CMEZ‘S
11Hz23 CqqHas

C11Hzs Ci4Hz3

131 132

Schema 66: Die Deblockierung von den Phenylethern durch Hydrierung des Disaccharids 131.

Die Isolierung des Produktes war schwer. Nach Filtration der Hydrierlosung wurde keinerlei
Produkt gefunden. Erst durch intensives Waschen des Filterkuchens konnte das Produkt
herausgelost werden, da es schwer 16slich ist und kein Lésungsmittelsystem gefunden werden

konnte, in dem das Produkt sdulenchromatographisch zu reinigen war. Auch eine Reinigung
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OBn
) ’&\/ (PhO)ZPO
(PhOY,PO {,\D),\)LO CH,Cl,, MS 4A, TMSOTE DIPEA , {/\ ),\)l\
o g o = > TrocHN O'Bu
O:{ TrocHN OZ h 40 "C— 20 "C, 80 min f
11Hz
BrO
11H23 n

2 11’;230
11H23 2 H
103 125 45 11H22
o OBn H
PhoEC o) CHaGlo, M 44, Ag,CO, AgOTE  (PRORPO
2 0°C —* Raumtemg., 72h TrocHN Y8u
Q TmCHNEr HN 85 % nach Reinigung BnO» INH
Bndr BnO! 11Hz3 EnO
1z 1Ha
11H23 BnO H
104 5% 11H23

Schema 67: Glycosylierung des Glucosaminakzeptors 125 mit der Donoren 103 und 104.

Bei der modifizierten Koenigs-Knorr-Glycosylierung des Akzeptors 125 mit dem Donor 104
wird das B-glycosidische Produkt 133 nach chromatographischer Reinigung mit 65%iger
Ausbeute erhalten. Im 'H-NMR-Spektrum zeigt die Kopplungskonstante *Ji; 1 mit einem
Wert von 7.8 Hz die B-glycosidische Struktur an. Vom Edukt 133 wird die Troc-
Schutzgruppe mit aktiviertem Zink in Essigsiure entfernt'® und das Produkt nach

chromatographjscher Reinigung in einer Ausbeute von 96 % isoliert (Schema 68).

Q
i
(PH%PD (PhO)zPO’é‘A/
TrocHN . O{/\o)\/u\ ACOH,Zn.4h B0°C , o oo o{/\ MO
Bnoé 96 % nach Reinigung Bno
iz 11Hzz
BnO BnO
C11%23O C1‘1|—é230
" n
e 11Hz3
133 134

Schema 68: Abspaltung der Troc-Gruppe mit Zinkstaub zum freien Amin 134.

Zur Acylierung wird die Carbonsiure 91 in das Carbonsédurechlorid 128 iiberfiihrt und an das
freie Amin 134 gekuppelt (Schema 69). Das Produkt 135 konnte in einer Ausbeute von 75 %
nach Reinigung isoliert werden. Zur Ankniipfung an die Glycopeptide muss im letzten Schritt

die tert+-Butylgruppe von Verbindung 135 abgespalten werden.

9

C11H23)LO Q CBn
CﬂHza Cl
(PhO)gPo’éﬁ/Hoj_ E o o 128 (PhO)zP% o 4 r
CH,Cl, DIPEA O'Bu
BnO s 18 h, Raumtemp. 11H23 j
BnO %, o BnO
C11H23 75 %, nach Reinigung C1ebs C”H23O§
CaqH 011H23 CqH
o 112z - 11Hz3

Schema 69: Die Kupplung des Carbonsiiurechlorids 128 an das Amin 134 zum rtetra-acetylierten Produks 135,
Wie bereits erwihnt, sind die Verbindungen 129 und 135 gegeniiber Sduren und Basen
unbestindig. Somit gestaltete sich die Suche nach einem Reagenz zur Abspaltung der

[2%6] ynter Erhalt der

tert-Butylgruppe schwierig. Ziel war es, die tert-Butylgruppe
Diphenylphosphat-Gruppe zu spalten. Getestet wurden die verschiedenen Séuren, von denen
alle bis auf Ameisensiure nicht zum gewiinschten Produkt fiithrten. Bei der Umsetzung mit
80%iger Trifluoressigsiure bildete sich aus dem MPL-A 132 innerhalb von 1 h bei

Raumtemperatur eine Reihe von Produkten, welche durch Massenspektrometrie identifiziert
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wurden (Schema 70). Als erstes wird vermutlich die sdurelabile Phosphatgruppe abgespalten,
gefolgt von der Dehydratisierung des B-Alkohols zum Alken. Ebenfalls war der Verlust einer
Fettsdure zu verzeichnen, dem vermutlich die Dehydratisierung zum Alken vorausgeht. Auch
die aus der Dehydratisierung gebildeten Acrylsiurederivate sind wahrscheinlich reaktiv

genug, um durch das anwesende Wasser gespalten zu werden.

(OH)QPO ;
HN
OH
C‘HHQE 0§ 5

O=< CHH23 CHHES

CyiH
11Mz3 _— C4Hga

TFA, HzQ, TIS (8:1:1)

TER PT R TR U

HNOH NGH j OH
CnHzao nHzao CMH230
C11H23 CHI|-I|(2)3 CyiHz 511H23 CirHzs CMst =< CMHQS C11H23

C41H23 % Hog C11H23 % e C11H23 C11Has CqyHzs Y Hos
Schema 70: Die Stabilitét des MPL-A 132 gegentiber starken Sduren.
Die Lokalisation der Abspaltungen muss nicht der Realitit entsprechen und ist nur als
Vorschlag zu verstehen. Zur Abspaltung der ters-Butylgruppe erwies sich Ameisensiure in
Testansitzen am giinstigsten. Die Umsetzung des spacergebundenen MPL-A Derivates 135
mit Ameisensiure liefert bei Raumtemperatur das gewiinschte Produkt, das nach

chromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von 88 % erhalten wird (Schema 71).

(PhD)zP%ér.\/Ho H,CO,. 9 h, Raumtemp. . PhO)zpooé_A/ 9 o
z Bu 88 %, nach Reinigung

BnO BnO
11H2z Oj BnO a Cy1Hz3 O§
O=< GiqHzs CH"ést O=< CﬂHza C“HZSD
CriHazs 11H2s CiiHzs CyqHaz
135 136

Schema 71: Die Spaliung der tert-Butylgruppe mit Ameisensdure zum MPL-A Derivat 136.

Die nétige Reaktionsdauer von 9 h ist zwar lang, jedoch fiihrt eine Temperaturerhohung
zunehmend zu mehr Nebenprodukten. Das MPL-A Derivat 136 kann nun in Vakzinsynthesen

eingesetzt werden.
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Wang—,[g’ls] Mernfield—,[?’m’] Sasrin—,[314'315] Rink—Ester—,Bm] Trityl—,[3l7'318] und Barlos-

HarzeP"**! (Abbildung 24).

oH OH
oo oor oo
Wang-Harz, Merrifield-Harz Sasrin-Harz OMe

Spaltung mit TFA, 50 % Spaltung mit HF Spaltung mit 1%iger TFA in DCM

o1 " C

s " e 3

Rink-Harz Trityl-Harz Barlos-Harz (2-Chlortrityl-Harz}
Spaltung mit; 10%iger AcOH in DCM Spaltung mit 1%iger TFA in DCM Spaltung mit 20%iger HFIP in DCM
oder 1%iger TFA in DCM

Abbildung 24: Die wichtigsten sdurelabilen Ankersysteme.

\J

Cl

Wiihrend fiir die Spaltung des Wang-Ankers 50 — 95%ige Trifluoressigsdure benttigt wird,
weisen die Trityl-, Rink- und der Barlos-Anker deutlich hohere Siuresensibilitit auf, B2 was
dic Spaltung unter milden Bedingungen und einen Zugang zu den geschiitzien
(Glyco-)Peptiden ermoglicht.

Die zweite grofie Gruppe der Ankersysteme stellen die basenlabilen Anker dar, zu denen der
Kaiser-Oxim-Linker"* und der HMBA-Linker"”*"! geziihlt werden (Abbildung 253).

NO,

H OH
N
\ o—
N=0OH 0
Kaiser-Oxim Harz HMBA-Haiz ‘
Spaltung mit Hydrazin Spaltung mit Nucleophilen wie

Aminen, Hydrazin, Alkoholaten

Abbildung 25: Die basenlabilen Ankersysteme.

Deren Verwendung kann in der (Glyco-)Peptidsynthese wegen der drastischen
Abspaltbedingungen mnicht in Betracht gezogen werden, da Nebenreaktionen wie
Racemisierung, Aspartimidbildung und die Eliminierung von Glycosiden nicht
ausgeschlossen werden kdnnen.

Eine Spaltung unter annihernd neutralen Bedingungen ist mit Hilfe von fluoridlabilen
Silylankersystemen durchfithrbar. An ihnen lassen sich wie mit dem bereits zuvor
vorgestellen Barlos-Anker vollstindig blockierte Glycopeptide synthetisieren. Zu den
fluoridlabilen Systemen werden die Silylanker nach Bamny,[m] Chao™® und Ramage®"
gezihlt, die durch Tetrabutylammoniumfluorid in N N-Dimethylformamid oder
Tetrahydrofuran gespalten werden (Abbildung 26). Die verwendeten Abspaltlésungen weisen
jedoch deutlich basischen Charakter auf, weshalb die bereits genannten Nebenreaktionen

auftreten kinnen.
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OH

H H

N NH N SiMe,

Y fa oK

o] 0 1 o]

Proo
Barany-Silyl-Harz Chao-Silyl-Harz
| 0

oSl Ao

S AR CS}
H
O OH i
Ramage-Silyl-Harz PTMSE-Silyl-Harz /?'\

Abbildung 26: Die fluoridlabilen Ankersysteme.

Der PTMSE-Anker”*! ((2-Phenyl-2-trimethylsilyl)ethyl)-Linker ermoglicht eine Spaltung
unter nahezu neutralen Bedingungen in Gegenwart der Fmoc-Gruppe durch
Tetrabutylammoniumfluorid in Dichlormethan. Die allylischen und photolabilen Anker

stellen zwei weitere Klassen der Linkersysteme dar (Abbildung 27).

Allylische Anker

o] o
QHMOIR O\EJ\/‘(O’\}:\/\/OIR

HYCRAM-Linker HYCRON-Linker
Photolabile Anker o)
O0-C T
OH O/\N
H
crtho-Nitrobenzyl-Linker 4-(2-Chleropropionyl)phenylacetamidomethyl-Linker

Abbildung 27: Die allylischen und photolabilen Ankersysteme fiir die Festphasenpeptidsynthese.

Unter neutralen Bedingungen werden die allylischen Linker, wie der HY CRAM-F?! oder der
HYCRON-Linker™"**" und weitere, durch Palladium(0)-katalysierten Allyltransfer auf ein
adiquates  Abfangnucleophil iiber eine w-Allyl-Palladium-Spezies gespalten.***2%
Photolabile Anker wurden erstmals von Rich und Zehavi in der Festphasenchemie

eingesetzt[334’335 ]

und finden dann Verwendung, wenn z. B. sulfatierte Kohlenhydratstrukturen
vorliegen. Durch Bestrahlen mit UV-Licht der Wellenlinge 320 — 365 nm wird das Produkt
der Festphasensynthese freigesetzt.

In der automatisierten Festphasenpeptidsynthese haben sich zwei Schutzgruppenstrategien
bewihrt. Bei der Boc-Strategie wird zum temporiren Schutz der Aminofunktion die tert-
Butyloxycarbonyl(Boc)-Gruppe eingesetzt, wobei die Seitenketten der Aminosduren in der
Regel hydrogenolytisch spaltbare Schutzgruppen tragen.[336'339] Bei der Fmoc-Strategie

kommt die Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)—Gruppe[m’m]

als temporire Aminoschutz-
gruppe zum Einsatz, wohingegen die Seitenketten der Aminosduren vorrangig durch
acidolytisch spaltbare Schutzgruppen blockiert werden. Da unter der Boc-Strategie die Gefahr
eines Angriffs auf die sdureempfindlichen saccharidischen Bindungen besteht, wird bei der

Glycopeptidsynthese der Fmoc- gegeniiber der Boc-Strategie gewohnlich der Vorzug
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gegeben, so wie auch in dieser Arbeit. Bei der iterativen sequentiellen (Glyco-)Peptidsynthese
nach der Fmoc-Strategie wird die Startaminosdure vor Beginn der Synthese iiber die
Carboxylfunktion an eine der vorgestellten Ankergruppen gebunden. Im ersten Schritt wird

die Aminogruppe der Startaminosiure, sofern sie in geschiitzter Form vorliegt, selektiv

deblockiert (Schema 72).

Fmoc-AS: . polymerer Trager

1. Fmoc-Abspaltung: Piperidin/NMP (1:4)

2. Aminosdure-Kupplung: Fmoc-AS-OH. HBTU, HOBL, DIPEA, DMF bzw.
Fmoc-AS-CH, HATU, HOAt, NMM, NMP
3 Capping: Ac,O, DIPEA, HOBt, NMP

FMoc—AS) .1 .

Schema 72: Das allgemeine Protokoll der automatisierten Festphasensynihese nach der Fmoc-Strategie.

[342] [271]

Hierzu dienen bei der Fmoc-Strategie sekundire Basen wie Morpholin oder Piperidin.
Die entstandene freie Aminofunktion steht anschliefend fiir die Kupplung der zweiten N-
terminal geschiitzten Aminoséure zur Verfiigung, welche unter Zuhilfenahme entsprechender
Kupplungsreagenzien gelingt. Im darauffolgenden Capping-Schritt werden die nicht
umgesetzten Aminogruppen mit Essigsdureanhydrid acetyliert, sodass deren weiteres
Kettenwachstum zu Fehlsequenzen verhindert wird, die dem gewiinschten Produkt zu dhnlich
und von diesem nur schwer abtrennbar wiéren. Das Durchlaufen des dreistufigen
Reaktionszyklus liefert nach n-Wiederholungen schliefflich das Zielpeptid im vollstindig
geschiitzten Zustand. Fiir die Synthese von Glycopeptiden werden die vorsynthetisierten
Glycosylaminosiure-Bausteine an der entsprechenden Stelle der Synthese eingebaut. Die
Schutzgruppen der Seitenkettenfunktionen miissen so gewihlt werden, dass sie wihrend der
Festphasensynthese erhalten bleiben, jedoch nach Abschluss unter milden Bedingungen
abgespalten werden konnen. SchliefSlich wird das (Glyco-)Peptid durch die entsprechende
Losung vom Harz abgespalten und durch Filtration getrennt. Durch die Wahl der
Reaktionsbedingungen kann eine simultane Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen der
jeweiligen Aminosiuren erfolgen, oder diese konnen fiir Fragmentkondensationen erhalten
bleiben. Diese und die im Glycanteil vorhandenen Schutzgruppen miissen zu einem spiteren
Zeitpunkt durch Umsetzungen in Losung entfernt werden. Die Festphasensynthese hat
gegeniiber der Synthese in Losung den entscheidenden Vorteil, dass die polymergebundenen
Peptidketten leicht durch Filtration und griindliches Waschen von den Reagenzien abgetrennt
werden konnen. Die einfache Reinigung erlaubt sowohl den Einsatz grofler
Reagenzieniiberschiisse, die dazu fithren, dass hohe Umsitze innerhalb kurzer

Reaktionszeiten erreicht werden und dass die Synthese automatisiert ist.
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Bevor die Synthesen der (Glyco-)Peptide im Einzelnen vorgestellt werden, soll etwas genauer
auf die verschiedenen Schritte der Festphasensynthesen eingegangen werden. Fast alle
Synthesen wurden an einem ABI-433A-Peptidsynthesizer der Firma Applied Biosystems
durchgefiihrt. Zwar wurden auch vereinzelt (Glyco-)Peptide an einem CEM® Liberty 1-
Peptidsynthesizer unter Mikrowellenstrahlung aufgebaut, diese werden an den entsprechenden
Stellen besprochen. Als polymere Triger kamen kommerziell erhiltliche Polystyrol-Harze der

3201 it den

Firma Rapp Polymere zum Einsatz, welche iiber einen 2-Chlortrityl-Anker
C-terminalen Startaminosduren L-Arginin, L-Lysin, L-Prolin, L-Serin und L-Valin beladen
sind (Beladung zwischen: 0.70 — 0.78 mmol/g). Das Ankersystem nach Barlos ist siurelabil
und erlaubt die Abspaltung des polymergebundenen Peptids durch eine Mischung aus
Essigsdure, Trifluorethanol und  Dichlormethan oder in  Dichlormethan und
Hexafluoroisopropanol. Unter den angegebenen Bedingungen bleiben selbst die sehr
sdurelabilen Schutzgruppen der Seitenkettenfunktionen, wie die Trityl(Trt)- oder die
2,2,5,7,8-Pentamethylchroman-6-sulfonyl(Pmc)-Gruppe, erhalten. Unter Verwendung des
sterisch anspruchsvollen Tritylanker-systems kann die bei Peptidsynthesen, welche nach der
Fmoc-Strategie aufgebaut werden, oft auftretende 2,5-Diketopiperazinbildung wirksam
unterdriickt werden (Schema 73). Besonders Aminosiuresequenzen, die Glycin oder Prolin
am C-Terminus aufweisen, sind dafiir pridestiniert und unterliegen in hohem Male dieser
basenkatalysierten intramolekularen Aminolyse.***! Dabei fithrt die baseninduzierte N-
terminale Fmoc-Abspaltung auf der Stufe des Dipeptids zu einem intramolekularen Angriff

der freien Aminofunktion an der Carboxylgruppe der Startaminosiure, die unter Ausbildung

eines Diketopiperazin zu einem Verlust des wachsenden Peptidstranges fiihrt.

pernain 2
pmocin OOP_, R A )
L HN
R H \(&RW &
RZ\])L

NH

HNYI\F\ﬂ

2,5-Diket(t):piperazin

Schema 73: Die 2,5-Diketopiperazinbildung als Nebenreaktion bei der Peptidsynthese.

Das Ausmal dieser Nebenreaktion und der damit einhergehende Peptidverlust hingen stark
von der Zusammensetzung der Aminosiuren ab. Eine Alternative, die Diketopiperazinbildung
bei Abwesenheit eines volumindsen Ankers zu verhindern, besteht darin, ein Dipeptid an die
Startaminosiure zu kuppeln.

Eine weitere zu beobachtende Nebenreaktion, die sowohl wihrend der Festphasenpeptid-
synthese nach der Fmoc-Strategie als auch wihrend der Entfernung der Schutzgruppen

auftritt, ist die Umlagerung von Asparaginsiurederivaten zu Aspartimiden, die sowohl im
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Basischen als auch im Sauren auftreten kann.*""*"! Unter basenkatalysierten Bedingungen
tritt die Abstraktion des Amidprotons der C-terminal benachbarten Aminosdure ein. Es folgt
der nucleophile Angriff des Amid-Stickstoffs an der geschiitzten B-Carboxylfunktion der

Asparaginsiure unter Ausbildung eines Aspartimids (Schema 74).

w-Aspartyl-Peptid

hoo R
— A
o R 0O R 3 o]
,‘{H N),kg)«.. - SGOH N{H A ’l\n)‘ H,0 “COOH
EKI IBase 7 '
= { © H
SG(}I:OH\—/ o g ACOOH
b —
5

o]

B-Aspartyl-Peptid
Schema 74: Die Aspartimidumlagerung als Nebenreaktion bei der Peptidsynthese.

Die anschliefende Hydrolyse ergibt entweder das gewiinschte a-Aspartyl-Peptid oder aber
das unerwiinschte B-Aspartyl-Peptid. Im Sauren kann diese Nebenreaktion durch Behandlung
mit Trifluoressigsiure wihrend der Abspaltung des Peptids vom Harz induziert werden. Die
Tendenz zur Aspartimidbildung ist abhingig von der jeweiligen Aminoséduresequenz, jedoch
in der Nachbarschaft zu Glycin und deblockiertem Serin besonders ausgepréigt.[345’ 8 Sie
lasst sich allerdings durch sterisch anspruchsvolle Schutzgruppen an der Carboxylfunktion der
Asparaginseitenkette weitgehend unterdriicken. Durchgesetzt hat sich vor allem die
Blockierung der Carbonséure als tert—Butylester.[349] Auch in der vorliegenden Arbeit wird auf
diese Schutzgruppe zuriickgegriffen.

13201 yersehenen

Bei Verwendung der mit den Aminosiuren vorbeladenen 2-Chlortrityl-Anker
Polystyrol-Harze (Rapp Polymere PS 2-CT-AS) beginnt die (Glyco-)Peptid-Festphasen-
synthese direkt mit der Ankniipfung der zweiten Aminosdure, da die N-terminale
Aminofunktion in ungeschiitzter Form vorliegt. Dabei erfolgt die Aktivierung der
Carboxylfunktion der anzubindenden  Aminosdure in  situ  durch  spezielle

Kupplungsreagenzien, die fiir die Festphasensynthese entwickelt wurden (Abbildung 28).

=] e
PFs N BF,® N PFg N
a2 oS oS
Mof N, AN
N N |
N N TN
HBTU TBTU HATU
C-{Benzotriazol-1-yl)-V N A A -tetramethyl- O-(Benzotriazel-1-y-N N AN A -tetramethyl- O-(7-Azabenzotriazol-1-y))-N NN N tetramethyl-
uroniumhexafluorephosphat uroniumtetrafluorcborat uroniumhexafluorophosphat
pH QH
N\ /N N\
N LN
N = N
HOBt HOAt
1-Hydroxybenzotriazol 7-Aza-1-hydroxybenzotriazol

Abbildung 28: Die Kupplungsreagenzien HBTU, TBTU und HATU sowie die Additive HOBf und HOA:.

Zur Kniipfung von Peptidbindungen an der festen Phase haben sich Uroniumsalze, wie

HBTU,Z™ 21 TRTUR™ ynd HATU,#?"! jn Kombination mit 1-Hydroxybenzotriazolen,
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wie HOBU"™™ und HOAL ™ bewihrt. Dabei ist HATU zusammen mit HHOAL als Additiv das
effektivste Kupplungsreagenz und wird zur Ankniipfung der sterisch anspruchsvollen
glycosylierten Aminosiurebausteine sowie bei Festphasenkondensationen eingesetzt. Der
gebildete Aktivester weist aufgrund des elektronenziehenden Stickstoffs eine zusitzlich
gesteigerte Reaktivitit auf, wobei HOAt wegen seiner hoheren Aciditit im Vergleich zu
HOBLt eine bessere Abgangsgruppe darstellt. Die Uroniumsalze sind den Carbodiimiden™””!
vielfach iberlegen. Sie weisen eine groBere Reaktivitit auf, verhindern unerwiinschte
Nebenreaktionen, wie die Racemisierung oder die basenkatalysierte Acyl-Wanderung vom
Isoharnstoff-O-Atom zum Isoharnstoff-N-Atom, und produzieren nicht wie das
N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid ein unldsliches Nebenprodukt, das nur bedingt von dem

polymergebundenen Peptid abgetrennt werden kann. Die Aktivierung durch HBTU und HOBt

lauft wie in Schema 75 dargestellt ab.

A
o
)

N
/ e NmD
:d
FmocHNi N » FrmocHN 5 N/
R! \_l\' :
‘*—..N -
\

o} Q
- PFg
FmocHN o
R}

N
Ny
N

Schema 75: Der Peptidiaupplungsmechanismus unter Verwendung von HETU und HOBt als Kupplungsadditiv.

Im ersten Schritt erfolgt eine Deprotonierung der freien Carbonsidure sowie des Additivs
HOBt mit N-Ethyldiisopropylamin (DIPEA), wobei durch den Zusatz von HOBt die Gefahr
der Racemisierung der Carbonsiurekomponenten herabgesetzt wird. Es kommt zur
Umsetzung des Carboxylats mit dem Uroniumsalz HBTU, wobei das entsprechende reaktive
O-Acyl-Uroniumsalz. als Zwischenstufe entsteht. Dieses wiederum wird von dem
deprotonierten HOBt unter Bildung eines weiteren Aktivesters angegriffen, welcher
schlieBlich mit der freien Aminofunktion reagiert, wodurch die gewiinschte amidische
Peptidbindung erhalten wird.

Die Kombination des reaktiveren Reagenzienpaares HATU/HOAt mit N-Methylmorpholin
(NMM) wird bei der Ankniipfung sterisch anspruchsvoller Saccharid-Festphasenbausteine
empfohlen (Schema 76). Dabei ist der HOAt-Aktivester dem HOBt-Aktivester in seiner

Reaktivitit iiberlegen.!”™
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Verwendung der reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU und HOAt in Kombination mit N-
Methylmorpholin (NMM).

.

HN—.)LO Q .
13
K/ cl l
137 Peptid 138
1. Fmac-Ala-OH (Beginn mit Schritt B) 9. Frmoc-Thr{tBY)-OH
2. Fmae-Pro-OH 10. Fmoc-val-CH
3. Fmoc-Arg{Pmc)-OH 11. Fmoe-Gly-OH
4 Fmoc-Thr(Bu}-OH 12. Fmog-His(Tri-OH
5, Fmoc-Asp(O'Buj-OH 13. Fmac-Ala-OH
Synthesezyklus: 6. Fmac-Pra-OH 14. Fmoc-Pro-OH
A Fmoc-Abspaltung: Piperidin/NMP (1:4) 7. Fmoe-Ala-OH 15. Fmoc-Fro-OH
. : . -3 QA e 16. Fmoe-Ala-OH
B. Aminosaure-Kupplung: o 17, FmUCHN,/«Ot\,O oH
Frmoc-AS-OH, HBTL, HOBL DIPEA, DMF a0 e - X
bzw. fur 8. (17) und 17. (63), HATU, HOAL NMM. NMP 2, 63
C. Capping: Ac,0, DIPEA, HOB!, NMP Fm:c;N:S!’OH
v
1. Piperidin/NMP (1:4}
2. TFATISIHLO (17:1:1)
v

% ) K i H g e
o N N Va HO
|'N\> Torise ¢ il
H 138 S HN:(NH
39 % nach HPLC :
AcO™ OAc

Schema 79: Die Synthese des 17er Glycopeptids 138.

Danach wird die automatisierte Synthese wieder aufgenommen, wobei die restlichen acht
Aminosiuren angekniipft werden. Im letzten Zyklus wird die Fmoc-Gruppe des L-Alanins'’
abgelost und der Spacer 63 halbautomatisch mit den reaktiveren Kupplungsreagenzien
angebunden. Die Standard-Aminosiuren werden jeweils im Uberschuss von 10.0 Aquiv.
eingesetzt, wobei zum Schutz der Seitenketten-funktionen bei Asparaginsiure, Serin und
Threonin der ter-Butylrest, bei Histidin die Trityl(Trt)-Gruppe und bei Arginin die 2,2.5,7,8-
Pentamethylchroman-6-sulfonyl(Pmc)-Gruppe zur Verwendung kommen. Zum Schluss wird
das Glycopeptid von der N-terminalen Fmoc-Gruppe befreit und das Produkt acidolytisch
durch die Behandlung mit einer Mischung aus Trifluoressigsdure, Wasser und

Triisopropylsilan[353]

als Kationenfinger vom Harz abgelost und simultan von den
sdurelabilen Schutzgruppen befreit (Schema 79). Nach priparativer RP-HPLC erhilt man das
gewiinschte partiell geschiitzte Glycopeptid 138 in einer Ausbeute von 39 % bezogen auf die
Startaminosdure am Harz. Die Reinheit des Glycopeptids 138 wird durch analytische
RP-HPLC und hoch auflosender Massenspektrometrie bestimmt. Mit der Synthese des
monoglycosylierten Peptids ist die Grundlage fiir die Herstellung weiterer Glycopeptide
gelegt. Die Untersuchung des Rohproduktes durch analytische HPLC zeigt, dass sechs kleine
Abbruchsequenzen erhalten werden, die darauf zuriickzufiihren sind, dass die Umsetzung der
einzelnen Aminosduren nicht quantitativ verlief.

Fiir das Peptid 139, das deutlich anspruchsvoller in der Synthese ist, war das Ziel, durch
Modifikation der Synthese, eine hhere Ausbeute als fiir das Peptid 138 zu erzielen (Schema

80).
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o}
HN—?LO
Cl.

137 Peptid 139

1. Fmee-Ala-OH (Beginn mit Schritt B)

2. Fmoe-Pro-OH

3. Fmec-Arg{Pmc)-OH

4 Fmoe-Thr(’Bu)}-OH

5. Fmoc-Asp(O'BuI-OH
Synthesezyklus: 6. Fmoc-Pro-OH

A Fmoc-Abspaltung: Piperidin/NMP (1:4) 7. Fmoc-Ala-OH

B. Aminosiure-Kupplung: BoAD o 9 om0 g

@ Fmoc-AS-CH, HBTU, HOBL. DIPEA, DMF A:OEOﬂ ACO&

3 AcHi] AcHi]

bzw. fur 8. (17, 9. (14) und 17. (63), HATU, HOAL NMM. NMP

C. Gapping: Ac,0, DIPEA, HOBt, NMP FmHNkUH [
17 O 14 o
10. Fmee-Val-OH {Doppelkupplung)
11 Fmee-Cly-CH {Doppalkupplung)

12, Fmee-His(Tr)-OH
13. Fmoc-Ala-OH
14. Fmoc-Pro-OH
1%, Fmec-Pro-OH
¥ 16 Fmoc-Ala-OH

1. Ploeridin/NMP (1:4) 17. qucHN,/xoa\,O\/\rOH {Doppelkupplung)
2. TFAITISHLO (1711} B3 o

AR one
Aco%m "
il O \E).iN__)OLN,_)C')\ N,\rrN\)L ]:'rN\)L J\(quJN):ﬂ’N\)kNJL_N&r%

139 NHAc
M \ﬂ%m&c HN=<
ol NHz
33% nach HPLC

Schema 80: Die Synthese des Glycopeprids 139. b

Wegen der zwei in der Sequenz aufeinanderfolgenden glycosylierten Aminosiuren und deren
sterischen Anspruchs wire eine geringere Ausbeute zu erwarten. Um diese Faktoren zu
beriicksichtigen, wird fiir das glycosylierte L-Threonin'® 14 ein Uberschuss von 3.5 Aquiv.
eingesetzt. Des Weiteren werden die darauffolgenden Aminosiuren L-Valin'' und Glycin12 in
Doppelkupplungen verkniipft. Ebenfalls wird der Diethylenglycolspacer 63 doppelt
gekuppelt, da bei dem Peptid 138 als Nebenprodukt das spacerfreie Peptid detektiert werden
konnte. Nach Abspaltung vom Harz und nach priparativer RP-HPLC fiel das gewiinschte
partial geschiitzte zweifach glycosylierte Peptid 139 in einer Ausbeute von 33 % bezogen auf
die Startaminosiure am Harz an. Uberraschenderweise wurden bei der Reinigung des Peptids
139 iiber die analytische RP-HPL.C zwei Peaks mit unterschiedlichen Retentionszeiten, jedoch
mit gleicher molarer Masse detektiert. Die Retentionszeiten liegen bei 22.95 und 25.32
Minuten, wobei der Doppelpeak auch in der priparativen HPLC auftritt. Nach Auftrennung
durch priparative HPLC werden di¢ isolierten Substanzen noch einmal in die analytische
RP-HPLC eingespritzt. Dieser Vorgang dient der Uberpriifung der Reinheit und der Frage, ob
es sich bei den zwei Einzelpeaks um die gleiche Substanz handelt. Dies wire gegeben, wenn
beim separaten Einspritzen der beiden Einzelsubstanzen in die analytische RP-HPLC wieder
zwei Peaks detektiert werden konnten. Damit liegt der Verdacht nahe, dass es sich nicht um
unterschiedliche Isomere, sondern vielmehr um Rotationsisomere handelt, die in der

RP-HPLC e¢in unterschiedliches Elutionsverhalten aufzeigen. Im vorliegenden Fall zeigten
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Anker (2-CT)"'" gebunden ist (Schema 82). Da die verwendeten Barlos-Harze N-terminal in
ungeschiitzter Form vorliegen und somit kein Zusammenhang zwischen der Fmoc- Abspaltung
und der ersten gekuppelten Aminosiure besteht, wird die Synthese so modifiziert, dass die
erste Aminosiure doppelt gekuppelt wird. Dadurch wird die UV-Intensitit der ersten Fmoc-
Abspaltung gleich 100 % gesetzt und dient als Referenzpunkt fiir die darauffolgenden
Umsetzungen. Die nachfolgenden acht Aminosiduren werden nach dem Standardprotokoll
gekuppelt, wobei nach der Fmoc-Abspaltung des L-Alanins'® die automatisierte Synthese
unterbrochen wird. Die beiden folgenden glycosylierten Aminosiduren 17 und 14 werden
halbautomatisch gekuppelt. Der Glycosylaminosiure-Baustein 17 wird mit 1.6 Aquiv. binnen
8 h und die zweite glycosylierte Aminosiure 14 mit einem Uberschuss von 2.0 Aquiv. iiber

12 h jeweils mit HATU und HOAt gekuppelt. Um die Kupplungsqualitit zu tiberpriifen, kam

[352]

zum ersten Mal der Indikator Bromphenolblau ™" vor der Fmoc-Abspaltung zum Einsatz.

o
HzN\:)Lo

‘Bup” ©

. Peptid 143

1. Frmoc-Gly-OH (Baginn mit Schritt B), (Doppelkupplung)
2. Frmoc-Pra-0OH
3 Frmoc-Alz-CH
4. Foc-Pra-0OH
5. Frioc-Arg(Pme)-0H
Symihestay kg 6. Frioc-Thr{Buj-OH
A Fmoc-Ahspalung: Fiperidin/NMP (1:4) 7. Frmoc-Asp{O7BU)-OH
& Frec-Pra-OH
@ E. Aminosdure-Kupplung: Fmoc-AS-OH, HBTU, HOB, DIFEA, DMF| 9 Frroc-Ala-CH
bzer. fur 100 (171, 11 (141 und 22, (63), HATU, HOAL MMM, MMP 10, HE s

. Capping: Ac,(O, DIPEA, HOBL, NMP AR

o, )
et n.lr“ Fm.h-ll\nﬂ-(
& 14 =

AT

12, Fmot-Val-OH iDeppalkupplung]
13, Froc-Gly-OH (Dappelkupplungy
14. Fmoe-HisiTri}-OH

15. Fmoc-Ala-CH

18, Fmoe-Pro-OH

17. Fmoc-Pro-OH

18 Froc-Ala-CH

18, Fmoc-Thr{Bu}-GH

20. Frmoc-SeriBu)-OH

21, Fmoe-Gly-OH

22, FmochN g ma D omag OH

1. FiperidindNMP {1:41 a3
2. TRAMISIHLO (17:1:1)

Al oas
AEO&%
AcHN
o Hel o o 9 o §° ) Y w e o H 4
H
HjN,\,o,,,\o,\)LN,\n,N\_)’\NX(H\_)LN_)LN_‘)LNJ\WH\:)LNWHXJLNJ;H\_)LNJ\WQ(NJQ;(”%NJ‘NJ\WQWNJ& on
) HD%‘UHHoik}k/HDESD/!\HOEHDO ¢ "o 0o 2
Ea 143 OF?SHAC e HN=FI‘(N
o NHz
26 % nach HPLC s
Schema 82: Die Synthese des doppeliglycosylierten Peptids 143.

Nach der Kupplung der zweiten glycosylierten Aminosdure 14 zeigte der Farbtest eine blaue
Firbung an, durch die auf eine ,unvollstindige” Umsetzung zu schliefen war. Dennoch
wurde die Synthese fortgesetzt. Hierzu erfolgte analog zum Peptid 139 eine Doppelkupplung
der zwei darauffolgenden Aminosiduren L-Valin'® und Glycinm. Die Kupplung der restlichen
acht Aminosiuren erfolgte unter Standardbedingungen. Die Kupplung des Spacers 63 fand
halbautomatisch mit 3.0 Aquiv. und HATU/HOAt binnen 16 h statt. Am Schluss der

automatisierten Synthese wird von der N-terminalen Fmoc-Gruppe befreit und das Produkt
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[353]

143 mit Trifluoressigsiure, Wasser und Triisopropylsilan von der Ankergruppe und den

siurelabilen Schutzgruppen abgespalten (Schema 82). Nach semipriparativer RP-HPLC
erhilt man das partiell geschiitzte Peptid 143 in einer Ausbeute von 26 % bezogen auf die
Startaminosidure 142. Verglichen mit dem Glycopeptid 139 wird eine um 7 % verminderte
Ausbeute erhalten. Betrachtet man das Ergebnis nicht absolut, sondern bezieht die um fiinf
Aminosiduren verlingerte Kettenléinge ein, so relativiert sich dieses. Berechnet man fiir die
beiden Glycopeptide 139 und 143 den geometrischen Durchschnitt pro Kupplungsschritt, so
liegt die durchschnittliche Ausbeute pro Aminosiure-Baustein bei 94 %. Wie im Glycopeptid
139 werden bei der Reinigung durch RP-HPL.C' zwei Produkte mit unterschiedlichen
Retentionszeiten jedoch mit gleichen molaren Massen erhalten. Im vorliegenden Fall wurden
die Fraktionen erst getrennt isoliert und nach Analyse der zweidimensionalen NMR-Spektren,
durch die eine Aspartimidumlagerung ausgeschlossen werden konnte, vereinigt. Das
Vorliegen der reinen Verbindung wird durch ein- und zweidimensionale NMR-Spektren und
durch hochauflosende Massenspektrometrie bestiitigt.

Nach diesen Synthesen wurde nun das Augenmerk auf eine anspruchsvollere Glycosylstruktur

gelegt. Zum Einsatz kam der sialylierte Glycosylaminosiure-Baustein 31 (Schema 83).

a
H;NJO

‘gug” C!

145 Pentid 144

1. Fmoc-Gly-OH iBeginn mit Schritt B), {Doppelkupplung)
2. Fmoc-Pro-OH
3. Fmoc-Ala-OH
4. Fmoc-Pre-OH
4. Frnoc-Arg(Prmc)-OH
Syntheszzylus; 6. Frae-Thr{'Bu}-OH
A Fmoc-Abspaltung: Piperidin/NMF [1:4) 7. Froe-Asp(0'Bu)}-OH
8. Froc-Pro-OH
@ B. AmiInos#ure-Kupplung: Fmoc-AS-0H, HETU, HOBt, DIFEA, DMF 9 Frioc-Ala-0H
bzw. fitr 10. 4313 und 22. /63%, HATU, HOAL, NI, NMP 0

C. Capping: Ac.O, DIFEA, HCBL, NMF

11, Frise-Thi{'Bu}-OH iDeppelkupplung)
12, Fmoe-Val-CH {Doppelkupplung)
13. Fminc-Gly-0OH
14, Frnoc-His{Tri-CH
15, Frnac-Ala-OH
18, Fmoe-Pre-OH
17. Frane-Pro-OH
18, Fmae-Ala-OH
19, Fmoc-Thi¢ Bu}-OH
20. Frisc-Ser'Bu)-OH
21, Fmioe-Gly-OH
¥ 22 ancHN‘/\OJ\,O_/\rOH
Q
1. PigeridiniNMP [1:4) Ly
2. TFAITISIHGO (17:1:1)

H.
i H g TR 2 T q g ] H go H Iel L o
NN N N N\,)LNr-)LN—ANJ}rN\_)kN’\rN\_)‘N N‘.)LN’LI(N N Ay N.\!)...N__.JLNJ\[N oAy OH
- H/j.r FL A k/‘ k} Rl T B R D b v o 2LE A G 0 H
~oH N» o O/: 4 /_/

HHA _é HN
N 144 O HNi
NH.;
24 % nach HPLC OAe 2
o o

o NHAL

A
AcC Bac

COOBn

Schema 83: Die Synthese des Glycopepitids 144.
Wie bei der Synthese von 143 erfolgt fiir die erste Aminosiure Glycin® eine Doppelkupplung.
Nach Ankniipfung der nichsten Aminosiuren wird die Glycosylaminosiure 31

halbautomatisch mit 1.6 Aquiv. durchgefiihrt. Die nachfolgenden Aminosiuren L-Threonin'?
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und L-Valin® werden in Doppelkupplungen und die restlichen neun Aminosiuren wieder
unter Standardbedingungen angekniipft. Der Spacer 63 wird darauthin halbautomatisch
angekuppelt. Nach Abspaltung vom Harz und nach semipriparativer RP-HPL.C erhilt man
das partiell geschiitzte Glycopeptid 144 in einer Ausbeute von 24 % bezogen auf die
Startaminosiure. Damit betréigt die Durchschnittsausbeute pro Kupplung annihernd 94 %. Im
Gegensatz zu dem doppelt glycosylierten Peptid 143 ist im RP-HPLC-Chromatogramm des
Glycopeptids 144 nur ein Produkt detektierbar. Daraus folgt, dass bevorzugt bei doppelt
glycosylierten Peptiden, bei denen die Saccharidbausteine direkt aufeinander folgen,
Rotationsisomere mit unterschiedlichen Retentionszeiten im HPLC-Chromatogramm
aufgefunden werden konnen. Dieses Verhalten konnte auch bei dem Glycopeptid 145
beobachtet werden, welches im Experimentalteil aufgrund zu niedriger Ausbeute nicht
beschrieben wird (Abbildung 29).

ACQ OAc

o]
AcO
AcHN
o]

0 HO
w0 a 0 H H hoo H HoQ
HQN\/\O/\,OWN\)LN_.JLN_)LN NJLN’\(”\)LNEN\)LN’LKQ(NJNK(N\)kN\)L‘NJ\(N OH
5 : H L . B .a L H o ¢
0 A N g Ho—~
"N» FNHAC Q HN
H Ohc HN=(
) WH;
o QAC nac
ST NHAC

LodS da
Abbildung 29: Das doppelt glycosylierte Pepiid I45.
Die beiden Glycopeptide 143 und 144 miissen von den verbliecbenen Schutzgruppen im
Glycanteil befreit werden. Dazu wird Glycopeptid 143 in Methanol mit 1%iger
Natriummethanolat-I1.6sung bei einem pH-Wert von 10.0 solange geriihrt, bis die analytische
RP-HPLC einen vollstindigen Umsatz anzeigt (Schema 84). Nach 18 h Riihren war das Edukt
vollstindig umgesetzt und die Losung wurde mit konzentrierter Essigsdure neutralisiert.

Semipriparative Chromatographie war aufgrund ausreichender Reinheit nicht erforderlich.

AcO OAc
Q

AcO-
AcHN

o HO HO
HO.
o H O H (o) Q o] H o] H [o] H (o] H & H © o] H @
HZN/\,D\AO/\)LN/WI,N\ANKI,N\_)LN_)LN_{LNJ\“,N\:)LNz\rrN\i)LN N\_)LN,H(N N\=)LH N\E)'\N_;)L_NJ\,{N N\)\H oH
HoiOHHoék/zf\/Ho‘EO}\HOEHOgE ARSER

0 ¢ 0 )
\E 3 5 _(0 HN/_/

ve H
N NHAC
H 143 OAc HN={
¢} WH;
Aco~— OAc

1. NaOMe, MeOH (pH = 8.5 - 10)

2. AcOH
Ho OH
éo
HO.
AcHM

- & HoO. HO.
) T Le o o "9 @ b oo HoO H o o y oo
HZN’\’O\/\O/\)LH/\(N\/\H:Q(N%N{L@Lﬂ)ﬁrN%ﬁﬁrN%HgNJﬁJ\r@N:}ﬁ%N%&H%%’N%ﬁlgw
Y i i B H o o § H i
O o © Lo © & C A OO/ o —

b NHA ?
G
H 146 Lﬁ-ﬁOH
[+]
quant. Rohausbeute HO" OH

Schema 84: Die Deblockierung des Glycopeprids 143.
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Die im Reaktionsprodukt befindlichen Salze storen die nachfolgende Umsetzung nicht, sodass
das Rohprodukt 146 nur durch Massenspektrometrie charakterisiert wird. Nach der sich
anschlieBenden Reaktion mit Quadratsidurediethylester (vgl. Abschnitt 3.8.2.2) erfolgt die
Reinigung und Charakterisierung des gebildeten Produktes.

Fiir das Glycopeptid 144 musste zusitzlich zu den Acetylgruppen der vorhandene Benzylester
entweder hydrogenolytisch iiber Palladium auf Aktivkohle oder durch Verseifung gespalten
werden. Da spiter (vgl. Abschnitt 3.5.4) die Synthese von vollgeschiitzten Glycopeptiden mit
deblockierten Glycanteil geplant war, sollte am vorliegenden Glycopeptid 144 der Zugang zu
diesen validiert werden. Die Hydrogenolyse scheidet wegen der vorhandenen Spaltung der
Trityl(Trt)-Schutzgruppe aus. Die Entfernung sowohl des Benzylesters als auch der
Acetylgruppen kann im einstufigen Prozess simultan mit wissriger Natriumhydroxid-1.osung
bei einem pH-Wert von 11.5 erfolgen (Schema 85). Im zweistufigen Prozess erfolgt in
Methanol bei einem pH-Wert von 9.0 zuniichst die Umesterung zum Sialinsiuremethylester
unter gleichzeitiger Abspaltung der Acetylgruppen. Dies hat den Vorteil, dass sich sowohl
ungeschiitzte als auch geschiitzte Glycopeptide im Losungsmittel 16sen und die Einstellung

des pH-Wertes leichter ist, wodurch die Reaktionsfithrung einfacher reguliert werden kann.

HO. HO HO
o N T T T oo o b o H o Hogop NS on
HEN,\,Q\/\O,\)LN,\n,N\i/kN N\:)LN_)LN{LNJWrN\i)LN/YN\E)LN N\:)LNJW,N NJH \)kNJLHJ\'rN \)\H
HoiOHHOEK}’\/Ho=:O/=\H0/EHOHg_{ o 7 890 S

fN» Tipae O HN

H 144 v WO HN={

NHz

ORe o

@ NHAG
1. Hs0, NaGH, {pH= 115) T one
2. AcOH QA

COOCBn

M i T o i o o el

(o] Q H Q o]

H i N s U/ HO—(’ f_/ <v’
N» NHAG 2 HN
H 147 OH HM=,
o NH;
OH H
87 %nach HPLE  ON Jmsribac
‘OH
HO SH

COOH

Schema 85: Die Deblockierung des Glycopeptids 147.
Dieser neugebildete Methylester wird aufgearbeitet, bevor er unter basischen Bedingungen

7zum gewiinschten Produkt umgesetzt wird. Der einstufige Prozess hat den Vorteil, dass beide
Schutzgruppen simultan entfernt werden kénnen und eine Aufarbeitung nicht notig ist. Als
Nachteil muss jedoch erwihnt werden, dass vollgeschiitzte Glycopeptide nicht in Wasser
1oslich sind und somit auf der Wasseroberfliche schwimmen, wobei die Wasserloslichkeit mit
zunehmender Abspaltung der basenlabilen Schutzgruppen steigt. Auch die Einstellung des
pH-Wertes ist nicht unproblematisch. So ist ein deutlich hoherer pH-Wert in Wasser als in
Methanol notwendig, um die Glycanbausteine von den Acetylschutzgruppen zu deblockieren,

was unter Umstiinden zu Nebenreaktionen fithren kann. Im vorliegenden Fall wurde das



100 ALLGEMEINER TEIL

Glycopeptid 144 in Wasser geldst und die Schutzgruppen mit Natriumhydroxid bei einem
pH-Wert von 11.5 von sidmtlichen basenlabilen Schutzgruppen befreit. Obwohl die
Umsetzung langsamer ablduft als die Umesterung unter Zemplén-Bedingungen, kann das
deblockierte Glycopeptid 147 nach Reinigung iiber die semipriparative HPL.C in einer

Ausbeute von 87 % isoliert werden (Schema 85).

3.5.4 Die Synthese von geschiitzten glycosylierten Docosapeptiden

Das folgende Kapitel beschreibt die Synthesen geschiitzter Glycopeptide, um sie in
kombinatorischer Weise an verschiedene Fragmente ankniipfen zu kdnnen. Diese Synthesen
bediirfen eines Ankers, von dem das Glycopeptid unbeschadet freigegeben wird, wobei die
Seitenkettenschutzgruppen im Glycopeptid erhalten bleiben. Der verwendete Barlos-Anker
erlaubt eine milde Abspaltung vom Harz.”*” Da die Abspaltung des Glycopeptids in
Essigsdure, Trifluorethanol und Dichlormethan™® bei den zuvor beschriebenen
Heptadecapeptiden mit einer Nebenreaktion verbunden war und es zu einer Umesterung des
L-Asparaginsiure-tert-butylrests mit Trifluoroethanol kam, was sowohl
massenspektrometrisch als auch durch NMR-Spektroskopie nachgewiesen werden konnte,
wurde das von Bollhagen et al. verwendete Hexafluoroisopropanol eingesetzt.[354] Zunichst
sollte das unglycosylierte Docosapeptid synthetisiert werden, an dem die geplanten

Fragmentkondensationen studiert werden kdnnen (Schema 86).

o]
H-,-N\é)LO
Bu0” O
142 Beptid 148
1. Fmoc-Gly-0H (Beginn mit Schritt B), {Doppelkupplung)
2. Fmoc-Pro-OH
3. Fmoc-Ala-OH
4. Fmnog-Pro-0H
5. Fmoc-Arg(Pmc)-OH
Synthesezyidus 5. Fmoc-Thi{'Bul-OH
A Fmoc-Abspaltung: Piperidin/NMP (1:4) 7. Frane-Asp{0Bul-OH
8. Fmoc-Pro-OH
@ B. Aminoséaure-Kupplung: Fmec-A3-CH, HETL, HOEL, DIPEA, DMF| 8. Frnoe-Ala-0H
bew. 22 (B3), HATU, HOAL MMM, NMP 10. Frog-Sen'Bul-oH
€. Capping: £c;0, DIPEA, HOBE, NP 11. Frone-Thr('Bu)-OH

12. Fmaoc-Val-OH

13. Fmoe-Gly-OH

14. Fmac-His{ Trt;-OH

15. Fmoe-Ala-OH

18. Fmoc-Fro-0H

17. Fmoc-Pro-OH

18. Fmac-Ala-OH

18. Fmoe-ThriBui-OH

20. Fmaoc-Seri*Bu)-0H

21. Fmoe-Gly-OH

| 22 FrnneHiMamgyr Oy OH
63 °©

1. Piperidin/™NMP t1:4]l

2. CH:CIvHFIP (4:1)

B ‘B {Bug, Bu
o] H O H o o] o H @ H ¢ H @ H O H O o H @
HZN’\/O\/\Q/\)LN’\'rN\;/\Nx(N\=)LN_{LN_.‘)‘\N/HrNEAN/YNQLKNQLN&(Q(N#NE/N%N\HLHL[Q(NJN oH
HD‘\D;ETUOEk/kxﬂaifno;\“o;Homg_{’ o J 3 @ o °
BT

3 ‘BuC

) 148 HN={ QA;iéj)(
NHS d
)
54 % nach HPLC

Schema 86: Die Synthese des unglycosylierien Peptids 148.
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Dies gilt fiir das doppelt glycosylierte Peptid 151, welches jeweils am L-Serin'’ und am
L-Threonin®™ ein STy-Antigen trigt (Schema 88).

o]
H:N\_l)LO
tpua” Cl
142
Gilycopeptid 181
1. Fmoc-Gly-OH (Beginn mit Schritt B), {Doppelkupplung)
2. Fmoc-Pro-CH
3. Fmoc-Ala-0OH
4 Fmaoc-Pro-CH
5. Frnoc-Arg{Pmel-OH
&, Fmoc-Thr(*Bu)-0H
7. Fmos-AsplO'Bu-GH
8. Fmos-Pro-OH
syriltieseridis: 12 Fmoc-Ala-OH

A Fmoc-Abspaltung: PiperidinifP ¢1:4)

@ B. Amincsaure-Kupplung: Frmoc-45-0H, HBTU. HOBt, DIFEA, DMF
bzw. fir 10. (31), 18. (27} und 22 (83)
HATU, HOAL MR, MNIMP

C. Capping: Ac0. DIFEA, HOBL, NMP

1. Fmoc-Thri*Bul-OH (Doppelkuppiung)
12, Fmoc-Val-OH {Deppelkupplung)
13 Fmoc-Gly-0H

14. Fmoc-His(Trt)-OH

15, Fmoe-Ala-0OH

16. Fmoc-Pro-COH

17, Froe-Pro-CH

18 Fmoc-Ala-0H

20, Fmac-Ser{Bu)}-OH {Doppelkupplung)
CODBN 21. Fmoc-Gly-OH {Doppelkupplung)

P
M 22 FmocHN,/soo\_,O‘/-.gOH

A peey 1. FiperidinNMP 1:4] 63
2 CH.CLHEIR (41
il LHFIF (4:1)
ety

PP S5 6.5 W v | JWMWM £s JYQ(NJNL(MN 1, Jﬂwﬁw

i A H Y )
9 Ny @ K/ o

e
N 151 Hﬁo HN=( §,>
¢ %‘ ) s
i
FnHA

AC

28 % nach HPLC COOBn

Schema 88: Die Synthese des doppelt glycosylierien vollgeschiitzien Glycopepn’ds 151

Die Synthese verliuft bis zur Kupplung des L-Alanin'® analog zur Synthese des Glycopeptids
150. Die Kupplung des glycosylierten L-Threonins™ 27 erfolgt halbautomatisch mit
1.6 Aquiv. und den reaktiveren Kupplungsreagenzien, wobei laut Fmoc-Abspaltprotokoll ein
Abfall in der Ausbeute nach der Kupplung sichtbar wird. Die darauffolgenden Aminosiuren
L-Serin®' und Glycin22 werden doppelt gekuppelt, um weitere Ausbeuteverluste zu vermeiden.
Nach Abspaltung vom Harz konnte das vollgeschiitzte Glycopeptid 151 nach
semipriparativer RP-HPL.C-Reinigung in einer Ausbeute von 28 % isoliert werden. Betrachtet
man, dass es sich um ein doppelt glycosyliertes Peptid handelt, so ist die Ausbeute verglichen
mit anderen Glycopeptidsynthesen als gut zu beurteilen.

Schliefflich wurden zwei monoglycosylierte Peptide aufgebaut, die jeweils das (2,6)-ST-
Antigen tragen, wobei im Glycopeptid 153 L-Serin'' durch ein L-Threonin'' ersetzt wurde
(Schema 89).
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142 Glyeopeptide 152 und 153
1. Fmoc-Gly-OH (Beginn mit Schritt ), (Deppelkupplung)
2 Frnac-Pro-0OH
3. Frnoc-Ala-OH
4. Frnog-Fro-QH
5 Frmoc-ArgPme)-OH
Synthesezykius 6. Fmoe-Thi{Bu-OH

A. Fmoc-Abspaltung: Piperidin™MP {1:4) 7. Fmoc-Asp(OFBu)-OH
8 Frnoc-Pro-0H
@ B. Aminosdure-Kupplung: Fmoc-A3-0H, HETU, HOBL DIPEA, DMF| 8. Frnoc-Ala-0H

bzw Tur 10. (48] oder (47} Lind 22. {631, HATU, HOAL, NMM, NMP CAr oo

C. Capping: Ac.O, DIPEA, HOBL, NMP -
- L 2 )
TP et v o BR it
et At Aokt
o, g
49 Frog w)\(:* LU --wmg":” !
3 =3
11, Fmoe-ThitBuj-OH (Doppelicupplung)
12. Frnog-Wal-0H (Doppelkupplung)

13. Frnoc-Gly-0H

4. Fmac-HisiTri-OH

15. Fmae-Ala-OH

6. Frmoc-Pro-OH

7. Fmoe-Fro-OH

18 Frnoc-Ala-0H

18, Fmoe-Thi¢'Buj-OH

20. Frnac-Ser( Bul-OH

21, Fmoe-Gly-OH

22 FmoHN o Oy OH
1. PiperidinNMP (1:4) 63 2
2 CH,ClLMHFIP (4 1)
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Aco AC
cocen YA

152: R=H 40 % nach HPLC

153: R =CHj. 38 % nach HPLC

Schema 89: Die Synthese der vollgeschiitzten Glycopeptide 152 und 153.
Mit dem Austausch des glycosylierten Serins'' durch das glycosylierte Threonin'' kann

ermittelt werden, ob die zusitzliche Methylgruppe einen Einfluss auf die Immunantwort
ausiiben wird. Sollte sich die Immunantwort zwischen dem natiirlich glycosylierten Peptid
152 und dem substituierten Glycopeptid 153 nicht unterscheiden, so koénnte der betriebene
Syntheseaufwand verringert werden. Die Synthesen der Glycopeptide 152 und 153 wurden in
gleicher Weise durchgefiihrt. Das Serin-tragende glycosylierte Peptid 152 wurde nach
semipriparativer RP-HPLC-Reinigung in ciner Ausbeute von 40 % isoliert, wihrend das
Threonin-tragende Glycopeptid 153 in ciner nahezu identischen Ausbeute von 38 % erhalten
wurde. Bei der RP-HPLC-Reinigung fiel auf, dass sich die Anwesenheit der zusitzlichen
Methylgruppe sowohl in der analytischen als auch in der semipriparativen Siule in den
Retentionszeiten niederschligt. So waren in beiden Fillen die Retentionszeiten fiir das
Glycopeptid 153 lidnger als fiir das Glycopeptid 152.

Nach der Synthese der beiden Glycopeptide 152 und 153 wurde ein weiteres Peptid analog

zum Glycopeptid 153 synthetisiert, welches an der Aminosiure Threonin™ ein weiteres

Tn-Antigen trigt (Schema 90).
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142 Glycopeptide 154
1. Fmoc-Gly-OH {Beginn mit Schritt B), (Doppelkupplung)
2. Fmaoc-Pro-0H
3. Fmoc-Ala-OH
4. Fmog-Pro-0OH
5. Fmoc-Arg{Prnci-OH
Synthesszyklus: 6. Fmoe-Thri'Bul-OH
A. Fmoc-Abspaltung: Fiperidin/NMP {1:4) 7. Frmoc-Asp{OBUl-OH

8. Fmoe-Pro-OH

E. Aminosdure-Kupplung: Froc-AS-OH, HETU. HOBt, DIPEA, DMF| - 5 Fmooma OH
bzw. fur 10. (47), 19, (14) und 22. (63), HATU, HOAL, MMM, NP 40

20

©. Capping: 4,0, DIPEA, HOBL, NMP

a7 "‘:ql'
1. FmocThifBUFOH [Doppelkuppiung;
12. Fmog-\al-OH {Doppelkupplung)

13. Fmoc-Gly-OH
4. Fmac-His{ Trt;-2H
15. Fmoe-Ala-OH
6. Fmoc-Pro-OH
7. Fmac-Pro-0H
18, Fmoc-Ala-OH

18, o
Az, &
Eﬂ

14 (5]

20 ano—Ser{'BuJ-OH {Doppelkupplung;
21, Fmoc-Gly-0H iDoppelkupplung)
22 qu(ﬁN.ﬁOa\ D,/\rOH
2O _oag 1. PipsridinbMP (1:4) ik} <
O 2. CHClHFIP (4:1)
AcQ.
AcHN e i By
o] o] o H D H @ PR H O H © o] H ¢
il L il OH
H,N’\/OV‘O’\)L N\/\N \)L LA N’R(N\)LN’WN\.)LN N\.)LN WL Ay QAN‘)LN’H, Ay
11'\/HO P H £ H EH0=§/2HOO H
O g _{
L

NHAC Ao
Q O Lﬂa «3:}% HN% g
o OH Bn0™ DAC
NHAG
34 % nach HPLC A:o A% Ohe

COOBn

Schema 90: Die Synthese des doppelt glycosylierten Peptids 154.

Der Ty-Antigen-Baustein wurde in 3.5 Aquiv. eingesetzt und halbautomatisch gekuppelt.
Durch die zusitzliche Glycosylierung wurde eine geringere Ausbeute verglichen zum
Glycopeptid 153 erwartet. Das Glycopeptid 154 konnte nach semipriparativer RP-HPL.C-
Reinigung in einer Ausbeute von 34 % isoliert werden und liegt somit 4 % niedriger als fiir
das Glycopeptid 153. Die RP-HPLC zeigt deutlich, dass bei gleichen chromatographischen
Bedingungen das zusitzliche Glycan im Glycopeptid 154 zu einer Abnahme der
Retentionszeit im Vergleich zum Glycopeptid 153 fiihrt.

Abschlieend wurde das (2,3)-ST-Antigen-tragende Glycopeptid 155 synthetisiert. Von allen
vollgeschiitzten synthetisierten Glycopeptiden war die Ausbeute fiir das Glycopeptid 155
nach semipriparativer RP-HPLC-Reinigung mit 25 % am geringsten (Schema 91). Laut
Messung der UV-Absorption der Fmoc-Abspaltungslosung war eine signifikante Abnahme
der Kupplungsausbeute bei der Anbindung des (2,3)-ST-Antigens 56 zu verzeichnen. Hierin

spiegelt sich der sterische Anspruch des Antigen-Bausteins 56 wider.
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142 Glycopeptide 155

1. Fmoc-Gly-OH (Baginn mit Schritt B, {Doppelkuppiung)
2 Fmaoc-Pre-0H

3. Fmoe-Ala-0H

4. Fmoe-Pro-OH

5 Fmoc-Arg(Pmc)-CH

&. Fmoc-Thri'Bu-OH

7. Fnog-AsplOFEUROH

8. Fmoc-Pro-OH

@ B. Aminasdure-Kupplung: Fmoc-AS-OH, HBTU, HCBY DIPEA, DMF| 9. Fmoc-Ala-OH

kizw. for 10, [56) und 22 163), HATU, HOAL, MMM, NMP 10 e § B [ e
A *

Synthesezyklug,
A. Fmoc-Abspaltung: Piperidin/NMP {1:4)

C. Capping: Ac;0 DIPEA HOB NMP 20
M. Fmoe-Thri'Bu}-OH iDoppelkupplung)
12 FmooVal-CH {Doppelkupplung)

13. Fmac-Gly-0OH

14, Fmoe-His(Trt)-OH

15. Fmoc-Ala-OH

16. Fmoc-Pre-OH

7. Fmoe-Pro-OH

158 Fmoc-Als-0H

19. Fmec-Thi'Buj-AH

20. Fmoe-Ser!'Bui-OH

21. Fmac-Gly-0OH

22, FinoeHN g Oy OH

63 o

1. Piperidin/MMP {1:4)
2. CH:Cl/HFIP {4:1)

. Nﬂvo\/\o«kmrmioﬁ(wt e JTNJLN,YN\AL Ier JYCQFJI,(\»JLJ\,((:’W D]Y

EIuO—'(

HN
HN% "
NHAC  AcO AcD
25 % nach HPLG A’ Ohe aﬂogi \f‘%-\’"

Schema 91: Die Synthese des vollgeschiitzten Glycopeprids 155.
Nach der Synthese und Charakterisierung der acht vollgeschiitzten (Glyco-)Peptide miissen

diese bis auf Peptid 148 partiell sowohl von den basenlabilen als auch hydrogenolytischen
Schutzgruppen im Glycanteil befreit werden. Am einfachsten ist dies am Glycopeptid 149 zu
bewerkstelligen, da es nur Acetylgruppen trigt, die durch Umesterung nach Zemple’n[m] bei
einem pH-Wert von 10.0 entfernt werden (Schema 92). Das partiell entschiitzte Glycopeptid
156 wird nach semipriparativer RP-HPLC-Reinigung in einer Ausbeute von 73 % isoliert.

Dabei werden neben dem gewiinschten Produkt drei Nebenprodukte erhalten.

AcO LOAG

AcHN

‘Buo, O, ‘BUC ‘Bu

Q H O H (=] (=] (o] H o] H Q H 2 H o Q H O

HE”NDV\O’\)LWWN})\H):(N‘E)L“%N%E’H(N‘-)LN’WF JEI(NJHH’@N%H%N\Z)\M\WLEQSNJKH OOH
o L0 2 NS o TNﬁ OAT B 2 © ;Hug_{ /_/

o]

1y
NHAC HN
o Ohc HN= &
NHs: s
Qhe T
AcT ©

149

COGBn

1. NaQMe, MeOH {pH = 10}

2. AcOH

HO -OH

éo

He Ak | .
o 'Bu, o 0 o BuO. N a ; guo

HZN,\,O\/\O,\)LNWH\)&N];(H\_)LN_.)LN_)LN H\)LN’\H,N\)L N‘)L /k'rq,N\)terN\!)gN \.)l\NJ\'rQNN\)LNL‘,OH
HoiHoguiHo PR S TR "oa
o'y \C /—/
N

O
MHAS
H HN=( 9
O
158
HO? OH

73 % nach HPLC

Schema 92: Die Synthese des pariiell deblockierten Glycopeptids 156.






108 ALLGEMEINER TEIL

Bud, Bul. Bu
o o] o H g a H @
H 9 H H H H H
H)N,\,o\/.,o,\)LN,YN\ANII,N\)LN_)LNJNJYN\)LN,\[N\)LN NJNL(N N\}EK,N\E)L.N‘)L_NJ\(%N\)L:]\WDH
K 7 % i A (T A O T - T g
O'Bu N) o .Euo_(o /_/
i NHAG HN
QAc Hu={ Q
o il MH el
o " oA <
e NHAG
150 4] OhAc

1. NaOMe, MeOH {pH = 10.0)
2. ACOH
3 H,0, NaOH (pH = 10.0)
4 ACOH
BUD,

o a "EO“O W o o o g oo i G !
H,NND\/‘O’\)LN"WN‘-/‘N N\.)LN—JLN-)LN‘L“'N\.)LN’\[N\.)LN N\.)LNJ\[N
Al e AL g Q Q H § & R § & H EH O

“olBu 'N» v

i BuC,
H o H oo o oo
N\,)::K(N‘;)“N-_)L-NJ\(Q(N‘AN CH
6 2 H o : {/- H & & il
suo—f ,—/

=}

NHAC HN

i OH HN={ ©
Q i

H i

OH =}

157 ON Smdnitae

P S

b OH "
35 % nach HPLG  ©9OH

Schema 93: Die Synthese des pariiell deblockierten Glycopeptids 157.

Das partiell deblockierte Glycopeptid 157 wurde nach RP-HPLC-Reinigung in einer
Ausbeute von 35 % erhalten. Dabei konnten zusitzlich ca. 24 % einer Mischfraktion aus dem
Glycopeptid 157, welchem die Trityl-, die Pmc-Gruppe oder beide Schutzgruppen fehlen,
isoliert werden.

Auferund der nur miBigen Ausbeute wurde bei der Deblockierung des Glycopeptids 151 ein
anderer Weg gewiihlt. Hierbei wurde zuerst der Benzylester hydrogenolytisch mit Palladium

auf Aktivkohle unter Wasserstoffatmosphire gespalten (Schema 94).

Aot A COOBn

Aed, o
18}
AcHN

BuC, B
H o 5 H o W9 I(H 5 0 (l,rH q lr
" N’\’O"/\O’\)LN’\II'N")\HK(NJNJLN_&)L“JW(NJEWNJ”]{IN\:;)LH’L‘I{%NJN Y N\{\{,/JEEJFIN Y N\Au y OH
Bu N9 O/ Buo_{, /—/

HO oy COOH 1. Hg, PA/C {10 %), MeOH, Raumtemp., 80 h

HO\%O 2. NaOMe, MeOH (pH = 10.0), 34 h
A 3, AcCH

RO o
HC.
ACHH ‘Bu, 30, "guo
o o o w9 o o g @ g B q o oo H g © H
H‘:N,\,OV\O,\)LEWN%EX],N\:)LNC})L@H,LN,N\L)LH,\",N\:)LHJ;N%E%Q,NEAH%N\K‘&)L_H,H{%,NJHH,OH
(e o £ 3\ 9 g o £ G H :
N» c,/ Bu0—€ /—/

NHAC HN
N
H CH HN={ ©
o HHS: o]
OH oH b
o

158 MHAC

(3=}

Schema 94: Die Synthese des pariiell deblockierten (;;;crz;ej;icds CIO.;;

Dabei kommt es zum Verlust der Trt—Gruppe.BSﬂ Im Anschluss wurden die basenlabilen
Acetylgruppen durch Umesterung nach Zemplén'®) bei einem pH-Wert von 10.0
hydrolysiert. Nach Aufarbeitung und semipriparativer RP-HPL.C-Reinigung wird das
Glycopeptid 158 in einer Ausbeute von 31 % isoliert. Zusétzlich wurden noch 21 % des
partiell deblockierten Glycopeptids erhalten, bei dem es zum Verlust der Pmc-Gruppe kam.
Weiterhin trat bei diesem Glycopeptid auferund der langen Reaktionszeiten eine Umesterung

in der Secitenkette der Asparaginsiure auf, indem der fer-Butylester in den Methylester
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Hierzu werden die vollgeschiitzten Glycopeptide 153 und 154 in Methanol iiber Palladium auf
Aktivkohle hydriert, wobei bei beiden Glycopeptiden die Trityl-Gruppe verloren geht.
Anschlielend wurden die basenlabilen Acetylgruppen in Methanol mit Natriummethanolat
gespalten. Nach semipriparativer RP-HPLC-Reinigung wurde das partiell geschiitzte
Glycopeptid 160 in einer Ausbeute von 50 % erhalten. Zusitzlich wurde eine Mischfraktion
von ¢a. 13 % an Nebenprodukten isoliert. Die beiden Glycopeptide 159 und 160 sind
auferund der unterschiedlichen chemischen Verschicbungen im NMR-Spektrum
unterscheidbar. Fir das doppelt glycosylierte Peptid 161 konnte die Ausbeute nochmals
gesteigert werden und lag bei 63 % nach semipripariver RP-HPLC-Reinigung. Vergleicht
man die beiden Glycopeptide 160 und 161 beziiglich ihres Elutionsverhaltens, so bewirkt der
zusitzliche Galactosylamin-baustein am Threonin® beim Glycopeptid 161 eine Verkiirzung
der Retentionszeit bei gleichem Gradienten und erhoht somit insgesamt den hydrophilen
Charakter im Glycopeptid 161. Trotz ihrer komplexen NMR-Spekiren konnten beide
Glycopeptide zweifelsfrei charakterisiert werden. So gelang es, im Glycopeptid 161 trotz
Uberlagerungen einiger Signale die einzelnen Glycanteile zuzuordnen.

Da es bei der hydrogenolytischen Deblockierung zum Verlust der Trityl-Gruppe kommt,
wurde am Glycopeptid 155 nochmals versucht, alle basenlabilen Acetylgruppen nach

11231 71 verseifen (Schema 97). Leider konnten bei einem pII-Wert von 10.0 nicht alle

Zemplén
Acetylgruppen abgespalten werden, sodass der pH-Wert auf 10.5 — 11.0 erhoht wurde. Dabei
kam es nicht nur zur Umesterung an der Carboxylgruppe der Sialinsdure, sondern auch zur
teilweisen Umesterung an der Seitenkette der Asparaginsiure. Die gebildeten Methylester
miissen im Anschluss, wie bereits beschrieben, mit wiissriger Natronlauge bei einem pH-Wert
von 10.5 hydrolysiert werden. Das gewiinschte Produkt 162 konnte trotz zahlreicher
Nebenreaktionen in einer Ausbeute von 34 % nach semipriparativer RP-HPL.C-Reinigung
erhalten werden. Zusitzlich wurde eine Mischfraktion von ca. 28 % aus den sechs

Nebenprodukten erhalten. Die Deblockierung des in der 6-Position vorhandenen Benzylethers

sollte nach der geplanten Fragmentkondensation erfolgen.

b P A A e R et iy
} 5
b HN=< 2
5: NHAC  Ac ité
185 %A‘;%i: .

Me, MeOH (pH = 10.5 - 11)
L, NaGH (pH = 10.5)

HN«.UW«JLWMNI( Aty JLWM I(u JgrQruNIruwkNg{lr Ao
ks <
O by i

34 % nach HPLC

Schema 97: Die Synthese des partiell deblockierten Glycopeprids 162.
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Abbildung 31: Antigen-preisentieren Zellen beim Priming von T-Zellen im ymphialen Gewebe,
Eine dendritische Zelle kann hierbei 100 bis 3000 Antigen-spezifische T-Zellen aktivieren,

wodurch sie deutlich effizienter ist als andere Antigen-prisentierende Zellen, was darauf
zuriickzufihren ist, dass sie 10 bis 100-fach mehr MHC-Peptid-Komplexe an ihrer Oberfliche
prisentieren als z. B. Monozyten oder B-Zellen.

MPL-A wurde als Adjuvans zusammen mit einem MUC1 100-mer Peptid in Phase I einer
klinischen Studie bei Patienten mit Bauchspeicheldriisenkrebs verabreicht, die sich vorher

(2] Eg wurde sowohl eine

weder einer Chemo- noch einer Strahlentherapie unterzogen hatten.
Zunahme der CD8" T-Zellen im peripheren Blut als auch eine Zunahme der Antikorper gegen
MUCI1 verzeichnet, wobei einige Patienten Antikorper der Klasse 1gG ausbildeten, die vor
allem gegen Viren und Bakterien wirken. Von 15 Teilnehmern der Studie waren zwei
Teilnehmer nach 61 Monaten noch am Leben und symptomfrei. In neueren klinischen Studien
wurde MPL-A zusammen mit einem 25er MUC1-Peptid Tecemotide (Stimuvm:@)) als
liposomales Krebs-Vakzin bei verschiedenen Krebserkrankungen eingesetzt. Es kam zur
Induktion von cytotoxischen T-Zellen, die Tumorzellen mit iiberexprimiertem MUC1 am
Wachstum hinderten. Daher erschien ein Konjugat aus dem MPL-A und einem
Zweikomponenten-Vakzin sinnvoll.®*** Die Entwicklung eines Antitumorvakzins, welches
Antigen-prisentierende Tumoren bekémpfen soll, erfordert auBerdem die Aktivierung von B-
Zellen, wodurch eine adaptive humorale als auch zellulare Immunantwort ausgeldst wird.
Hierzu muss das Vakzin im ersten Schritt iiber rezeptorvermittelte Endocytose mit Hilfe der
membranstdndigen Immunglobuline, die auch als B-Zell-Rezeptoren (BCR) bezeichnet
werden, internalisiert werden, sodass es in den Endosomen proteolvtisch in kleinere
Peptidfragmente (12 — 25 Aminosduren) gespalten werden kann. Die denaturierten
Peptidfragmente werden an MHC-II-Molekiile gebunden und auf der Plasmamembran als
MHC-II-Komplexe prisentiert. Die Aktivierung und Umwandlung der B-Zelle hin zu einer
Antikdrper-sezernierenden Plasmazelle bedarf der Wechselwirkung zwischen ihrem MHC-II-
Komplex und einer aktivierten antigenspezifischen CD4'-T-Helferzelle, welche das
Antigenfragment durch ihren T-Zell-Rezeptor (TCR) am MHC-II-Komplex erkennt. Die
gekoppelte Erkennung wird als linked recognition bezeichnet und trigt zur Selbst-Toleranz

des Immunsystems bei. Diese reife naive CD4"-T-Zelle wird ihrerseits nur dann aktiviert,


Simon
Notiz
Fig. 9.14
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wenn sie an ihr spezifisches Antigen in Kombination mit einem MHC-II-Molekiil an der
Oberfliche einer Antigen-prisentierenden Zelle gebunden hat. Diese Antigenerkennung iiber
den MHC-II-Komplex fithrt zur Sekretion von Cytokinen, wie IL-2 (Proliferations-Induktion),
IL-4 (initiale Aktivierang der B-Zell-Proliferation) und IL-6 (B-Zell-Differenzierung).
Zusitzlich treten weitere Wechselwirkungen zwischen Rezeptoren und passenden Liganden
ein, wie dem B7-Ligand der B-Zelle und dem CD28 der T-Zelle, CD40 mit CD40L und CD?2
mit LEA3 (Abbildung 32).

[10]

Abbildung 32: Ty2-Helfevzalle vermittelte Stimulation zur Proliferation und Differentiation vor B-Zallan.

Diz Summe dieser Cofaktoren stimuliert die B-Zelle zur Vermehrung (klonale Expansion)
und zu einem Reifungsprozess (somatische Hypermutation, Klassenwechsel) zu
proliferierenden Antikérper-sezernierenden Plasmazellen und/oder zu B-Gediichtniszellen.
Bei der Differenzierung zur Plasmazelle wird auf der Ebene der Antikérper-RNA die
Transmembrandomine durch Spleilen (engl. splicing) entfernt. Daraufhin sezerniert die
Plasmazelle lgsliche Immunglobuline (Antikérper) derselben Spezifitit und Klasse wie die
BCRs ihrer Vorldufer-B-Zelle. Die Bildung von Antikémpern gegen die tumorassozilerten
Antigene ermiglicht es auch, zirkulierende Tumorzellen und Mikrometastasen auf
unterschiedlichen Wegen zu bekimpfen (Abbildung 33 a — ¢). Monoklonale Antikorper des
richtigen Isotyps kénnen Tumoren lysieren, indem sie diese markieren und gleichzeitig
natiirliche Killerzellen rekrutieren, die durch die Wechselwirkung des Antikérpers mit dem
Fc-Rezeptor zur Lyse des Tumors aktiviert werden (Abbildung 33 a). Eine weitare
Moglichkeit, Tumoren zu zerstéren besteht darin, die Fihigkeit der Endocytose einiger
Tumoren auszunutzen. Hierzu wird der Antikorper oder ein Fragment des Antikérpers an ein
Toxin gebunden, welches nach dem Andocken des Antikdrmpers internalisiert wird. Nach
Internalisierung des Konjugates kommt es zur Freisetzung des Toxins, das den Tumor zerstirt
(Abbildung 33 b). Auf dem gleichen Prinzip beruht die drtte Méoglichkeit, in der ein
Radionuklid an einen Antikdrper gebunden wird. Hierbei wird der Tumor durch Bestrahlung
zerstort, wobel auch angrenzende Tumoren, die nicht durch den Antikérper markiert sind,

zerstirt warden (Abbildung 33 c).


Simon
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3.6.2 Die Synthese von Interleukin-1p-MUC1-Konjugaten
Interleukin-1p {IL-1p) gehdrt wie Interleukin-1o zur Untergruppe der Interleukin-1 Familie,

welche zu den Cytokinen (Entziindungsmediatoren) zihlen. In zirkulierenden Monozyten und
Makrophagen von gesunden Personen ist die Genexpression des IL-1B-Vorldufers nicht
nachweisbar. Werden die Zellen jedoch durch Lipopolysaccharide aus Bakterienwiinden oder
durch andere Pyrogene stimuliert, kommt es durch den TLR zur Synthese von IL-1p als
Botenstoff, der die Bildung von CD14 induziert.”™ Cytokine, wie das IL-1p, leiten die
Akute-Phase-Reaktion ein. Zu deren Funktionen gehéren die Lokalisierung der Entziindung,
die Verhinderung der Ausbreitung und die Unterstiitzung des Immunsystems bei der
sanierung des Entzimdungsherdes. IL-1p aktiviert Makrophagen und fordert die
Differenzierung von T- und B-Lymphozyten. Wie aus der Abbildung 35 zu enmehmen ist, hat
die Sezernierung von IL- 1P weitreichende biologische Folgen, wie die Auslésung von Fieber
oder gar septischen Schocks, weshalb das IL-1p fir immunologische Zwecke nur bedmgt

geeignet ist.

Abbildung 35: Biologische Aktivitit von IL-18, das an der Eoordinationwdilrend etner Infektion betetiigt 561"
Das Peptid VQGEESNDK, welches ein Fragment des humanen IL-1p darstellt, wird sowohl

in visro als auch in vive als Immunstimulans eingesetzt. Die erworbene zellvermittelte
Abwehr des Immmnsystems erfolgt iiberwiegend durch aktivierte T-Lymphozyten und
Makrophagen‘[%o] Bestimmite Antigene bewirken die Aktivierung, beschleunigte Proliferation
und Differenzierung von T-Zellen mit Spezifitit fiir diese Antigene. So zeigt das
Peptidfragment IL-1p (163 — 171) im murmen System die thymusabhiingige Aktivierung von
Tyl-Zellen unter gleichzeitiger Sezemierung von Interleukin-2 (IL-2). Die Sezemierung von
IL-2 setzt jedoch das Erkennen emes Antigens auf dem MHC-II-Rezeptor einer Antigen-
prisentierenden Zelle voraus, woraufhin die Tyl-Zelle IL-2 ausschiittet und sie damit

autokrin auf sich selbst wirkt. Durch eine mtrazellulire Signalkaskade wird die Aktivierung
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Antwort im Idealfall eine cytotoxische T-Zell-Antwort, die antikdrperunabhingig Tumoren
zerstort, erwartet werden, die in dafiir geeigneten immunologischen Studien iiberpriift werden
miisste,

Der Aufbau der IL-1B-MUC1-Glycopeptide erfolgt am Polystyrol-Harz 137, in dem L-Prolin
C-terminal iiber den 2-Chlortrityl-Anker (2-CT)*' gebunden ist (Schema 98). Die Synthese
des Glycopeptids 163 wird in Analogie zu der beschricbenen Festphasensynthese des Peptids
138 durchgefiihrt.

HN—i)LG
cl
137 Glycopeptid 163
1. Fmog-Ala-OH (Beginn mit Schritt B1
2. Fmee-Pro-0H
3. Fmoc-ArgiPme}-OH
4. Fmoo-Thr{Bul-OH
5. Finoc-Asp(0'BU}-OH
Synthesezykius: £ ;'”“k:m'g:
A Fmioc-Abspaltung: Pipsridin/NMP [1:4) ; oA
B. Aminoséure-Kupplung:
Fimoc-AS-0H, HBTU, HOBt DIPEA, DMF e
bzw. fur 8. [17) und 17. (63), HATU. HOAL NMIN, NMP 2
C. Capplng: Acy0. DIFEA, HOBY, NIMP ey B
5 Fmoo-ThrBul-CH 18, Frooc-Lys(Bogl-OH [Doppelkuppiung]
10. Fmee-val-OH 19, Froc-Asp{G'Buk-GH
11. Fmae-Gly-OH 20, Fmoc-Asn(Tr-QH
12 Fmoo-HisITrROH 21 Frooc-Ser(Bul-OH
13. Fmoge-Ala-OH 29, Frioe-Glu{G*But-GH
14, Fmoc-Pra-OH 23, Fmoc-GIua!Bu)-QH
15. Fmoc-Pra-OH 24, Frooc-Gly-0H
16. Frae-Ala-OH 25, Fmoc-GIn{Tri-OH
17. FmacHi g D omy OH 26, Fmoc-val-OH
83 2
1 PloeridinNMP [1:4)
2 fic;0, DIPEA. HOBE, NMP
3. TFAITISIHO (1711
NH
o
H N i N J\( N\/*- J\f
AcHN \)LN"\'rN\)L N\)L N\)L \/\ot\,o\/Y \)L _)LN_)\ JY \)kN/Y \)L K‘ \)L (lﬂ' N‘)L-N
o L0 0 >_ K/
oH 9 o
HN Her N NHAG
‘ 163 : o vy
. 5
29 % nach HPLC sy

Schema 98: Die Synthese des Interleukin-15-MUC1-Glycopeptids 163.

Nach Abschluss der halbautomatischen Kupplung des Spacers 63 wird die erste Aminosiure
des IL-1B (163-171) L—Lysin19 doppelt gekuppelt. Nach Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe
vom L-Valin” wird die Festphasensynthese durch ein doppeltes Capping abgeschlossen, weil
eine Testsynthese nach einmaligen Capping ein Produktgemisch aus dem gewiinschten
Produkt und dem primiren Amin ergeben hatte. Das IL-1B-Glycopeptid 163 wird nach
Abspaltung und semipriparativer RP-HPLC in eciner Ausbeute von 29 % erhalten. Die
Auswertung des analytischen HPLC-Chromatogramms ergab  nachweisbare
Abbruchsequenzen nach der ersten Glycosylaminosidure, nach dem L—Lysin19 und trotz
Doppelcapping eine nicht quantitative Umsetzung der terminalen Aminosiure L-Valin®’

Die Erkenntnis aus diesem HPLC-Chromatogramm ist in die Synthesen der nachfolgenden
Glycopeptide entsprechend eingeflossen. Das nachfolgende Glycopeptid 164 wurde als
einziges nicht an einem ABI-433A-Peptidsynthesizer der Firma Applied Biosystems
synthetisiert, sondern am CEM® Liberty 1-Peptidsynthesizer unter Mikrowellenstrahlung
(Schema 99). Aufgrund technischer Mingel verlief die Synthese nicht so glatt wie es im
Prospekt von CEM® beschrieben wird. Das Liberty 1 verfiigt im Gegensatz zum ABI-433A
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nicht iiber eine mechanische Durchmischungsapparatur, sondern es wird zur
Homogenisierung des Reaktionsansatzes Stickstoff unterhalb des Reaktors eingeleitet, der die
Aufgabe des mechanischen Durchmischens iibernimmt. So kam es entweder durch einen
Ventil- oder Softwarefehler dazu, dass wihrend der Kupplungen sowohl Stickstoff als auch
zusiitzliche Losungsmittel kontinuierlich in das Reaktionsvessel eingeleitet wurden, sodass
am Ende die vierfache Menge an Losungsmitteln im Reaktionsmedium vorhanden war. Bei
der Kupplung der Aminosiuren mag das aufgrund des hoheren Uberschusses noch verkraftbar
sein, jedoch macht sich dieser Effekt bei den halbautomatischen Kupplungen der
Glycosylaminosiure und des Spacers deutlich bemerkbar, da nur mit geringen Uberschiissen
an Edukt gearbeitet wird. Des Weiteren schien sowohl das Harz 137 als auch der Spacer 63
nur eingeschriinkt fiir den Einsatz im Liberty 1-Peptidsynthesizer geeignet zu sein. Nach der
Glycopeptidsynthese konnten nach visueller Betrachtung des Harzes physikalische
Verianderungen festgestellt werden. So waren die Polymerkugeln in sich zusammengefallen
und die Quellfihigkeit hatte stark abgenommen. Bei der Kupplung des Spacers 63 war sowohl
eine Druckerhohung wihrend der Kupplung als auch eine dunkle Verfirbung der

Reaktionsldsung zu verzeichnen.

2
HN—i)LO

Cl

137 Glycopeptid 164
1. Fmoe-Ala-CGH {Beginn mit Schritt B} {Doppelkupplung)
2. Finoe-Pra-0H
3. Fmioc-Arg(Prck-CH
4. Fmoe-Thii'Bui-OH
5. Finoe-Aep{OBUS-OH
8. Fmoc-Pro-OH
Synthesezyldus 7. Fmoc-Ala-CH
A, Fmac-Abspaltung: FiperdinMP {1:4) 8. Finoc-Ser|"Buj-0H

B. Aminesdure-Kupplung: 8. e oty g
@ Frmoe-AS-OH, HBTU, HOBt. DIPEA, DMF . %
bzwi, far B (A0) und 17. (63}, HATLL HOAT NMM, NMP i t);’l
4
<. Capping: Ac,O. DIPEA, HOBE NWP Frr ¥
10. Fmioo-Val-OH {Doppelkupplung) 18. Fmec-Lys(Boc)-OH {Doprelkupplung)
1. Fmoc-Gly-OH [Deppelkupplung) 18. Finee-Asp{0'Buj-0H
12. Finoc-His{Trtj-0H 20. Fmoc-Asn{Trj-<0H
13. Fmog-Ala-GH 21. Fmec-Sen'Bui-OH
14. Fmoc-Pro-0H 22. Fince-GIui0'Buj-OH
18. Fmoc-Pro-0H 23. Fmoc-Glui0"Bul-OH
16. Fmoc-Ala-CH 24. Fmoc-Gly-OH
17 ancHN‘,\Or\,D‘/\rOH 26. Fmoo-GIn(Tr-OH

26. Fmec-Wal-OH
1. Piperidin/MNMP (1.4

2 Acy0, DIFEA, HOBY, NMP A PG AEO e
3 TFATISIHGG (17:1:1)

ALHN

Actq,\)k,\n,\)kg \)Li,r«\/\or\,o N\)L _)LN_JK J\,rwt ﬁru Iru L(q(NJDIr \ANJL "YQ]’

184
HoN"S0 HO o HN:{

17 % nach HPLC H s

Schema 99: Die Synthese des Interleukin-15-MUC1-Glycopeptids 164.

Trotz der Probleme konnte das Glycopeptid 164 nach Abspaltung und semipriparativer
RP-HPLC in einer Ausbeute von 17 % isoliert werden.

Die Glycopeptide 165 und 166 wurden wieder am ABI-433A synthetisiert (Schema 100). So
erfolgten sowohl fir die erste Aminosiure L-Alanin® als auch fir die Aminosiuren
L-Threonin'® und L-Valin'' nach der Glycosylaminosiure Doppelkupplungen. Ebenfalls

wurden die auf den Spacer folgenden zwei Aminosduren doppelt gekuppelt. Die beiden
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Obwohl bei der Synthese des Peptids 139 (vgl. Schema 80) die eingesetzte Menge an den
jeweiligen Glycosylaminosiuren hodher war, wurde fiir das Glycopeptid 167 eine hohere
Ausbeute pro Kupplungsschritt erhalten (Glycopeptid 167 95.4 % pro Kupplungsschritt vs.
Glycopeptid 139 93.7 % pro Kupplungsschritt). Das Glycopeptid 167 wird nach Abspaltung
und semipriparativer RP-HPLC in einer Ausbeute von 29 % erhalten.

Nach der Synthese des Glycopeptids 167 sollte das am Threonin' gebundene Antigen durch
das anspruchsvollere STy-Antigen 27 ersetzt werden (Schema 102). Das Glycopeptid wurde
nach Abspaltung und préparativer RP-HPL.C in einer hohen Ausbeute von 41 % isoliert.

Pt Glycopeptid 168
1. Froe-Ala-OH (Beginn mit Schritt By (Doppelkupplung}
2. Fmoe-Pro-CH

3, Fmog-Arg(Pma)-GH

4. Frec-Thr'BUj-OH

5. Fmoc-Aap{0Bu3-OH

L ra-CH

Synthesezyhius: :
A, Fmoc-Abspaltung: Piperidin/NMP (1:4] B &

E. Aminosaure-Kupplung:
@ Friac-A5-OH. HBTU, HOBt, DIPEA, OMF

bz, fir 8. (17), 9. (271 und 17. 183), HATU, HOAL, NMI, NMP

C. Capping: £c;0, DIPEA. HOBL, NMP R |

10, Fmog-Yal-OH (Doppelkupplung) 18, Frioc-Lye(Bac)-OH (Doppelkupplung)

11, Frie-Gly-OH (Dappelkupplung) 19, Fmoc-Asp{O'BU-OH  (Doppelkupplung)

12, Fmioe-His{Tr)-CH 20, Fmi TH-OH

13. Fmioc-Ala-OH 21, Fry

14, Fmac-Pro-CH 22, Fmoe-

15, Frioe-Pro-OH 23, Fmac-

16, Fmoc-Ala-OH 24, Frwe-Gly-OH

¥ 1T Mot D OH (DRRE KRR 25, Fmoc-GIngTrt-OH
gm0 26, Fmoe-val-OH

1. PiperidindhMP {1:4) seo"F oac gooBn

2. Ac;Q. DIFEA. HOBL, MMF
Aell AcO
Ao
AcHN

3 TRATISH 0 (17:1:1) PaHN
HOL 0 NH» i ¥ »
o
) o o q = g BB g q 2 H O u o oo - g
A:HEHJN’YangHJwﬁJN “\/‘G’VQVYN\)LN—)LN-)‘NJW(N\)LNWNJN N\_)LN"\rN At N\:)LNJL'N'LI(N o
e liw b aialinsl b (ol ion [ SO B B B A L A
’( OH }—OH \[N’ o HD—( —
el ol o HN

e
B ]
NHAC
H AG HN#
Aco™ OAc Nt

168
41 % nach HPLC

Schema 102: Die Synthese des doppelt glycosylierten Interleukin-15 MUC1-Glycopeptids 168.
Wie bei den Glycopeptiden 139 und 143 sind auch fiir das Glycopeptid 168 in der RP-HPLC

HHTED H

zwel Subtanzen mit unterschiedlichen Retentionszeiten jedoch gleicher molarer Masse
detektierbar. Die Vorgehensweise wurde in den vorherigen Kapiteln bereits beschrieben und
kam hier ebenso zur Anwendung.

Nach der Synthese des Glycopeptids 168 wurde das Ty-Antigen 17 ebenfalls durch das STy-
Antigen 31 ausgetauscht. Da beide Antigene sterisch besonders anspruchsvoll sind, wurde mit
Schwierigkeiten wihrend der Synthese gerechnet. Die ersten Synthesen blichen erfolglos, da
das zweite STn-Antigen 27 schwer an den Glycopeptidrest anzukuppeln war (Schema 103).

t%32 nach der

Zur qualitativen Bestimmung der Umsetzung kam der Bromphenolblau-Tes
Kupplung des STn-Antigens 27 zum Einsatz. Trotz langer Kupplungszeiten wurde eine
Blaufirbung angezeigt, was auf das weitere Vorhandensein von freien Aminogruppen
hindeutete. Die Synthese des Glycopeptids 169 bedarf sowohl der Doppelkupplung des
Antigens 27 als auch langer Kupplungszeiten, um das Produkt in geringer Ausbeute isolieren

zu konnen. Das beste Ergebnis lieferte die Synthese wie sie in Schema 103 dargestellt ist.
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137 Glycopeptid 169

1. Frnoe-Ala-OH (Beginn mit Sehritt B {Doppe kupplung;
2. Fmac-Fro-CH

3. Fmoc-ArgiPmai-0H

4. Frooe-Thi¢Bur-OH

5. Froc-AsplCiBUFOH

5. Fmoo-Pro-OH

7. Frive-Ala-0H
P cocor

Syrthesazyklus:
A Fmoc-Abspatung: PiparidinHMP (1:4)

8. Aminosaure-Kupplung
@ Frinc-A5-OH. HETU, HOBY, DIPEA, DMF

bz fiir 8,431y, 9. (27) und 17. (63, HATU, HOAL NI, NP,

8. i,

{Dappe kupplung
z 2IHA

L
27 =

C.Qapping: Ac,d, DIPEA, HOBL, NMP

10, Fiias-al-oH (Doppelkupplung) 6. Fmos-Lys{Boc)-OH {Doppelkupplurg)
11. Froc-Gly-OH [Doppsltupplung) 18. Frmos-Asp(O%Bu)-OH {Dappekupplung)
12. Fmao-His(Trt)-GH {Deppelkupphungy 20. Finoo-AsniTt-GH
13, Fmpe-Ala-OH Doppeliapplung 21. Fmec-Sar{'Buy-OH
14. Fmac-Pro-OH {Doppalkupplung) 22, Friwe-GIu{!Bu)-0H
15. Fmac-Fro-CH {Dappelkupplung) 23, Fmos Glu(O'Bu)-OH
18. Frmc-Ala-CH Doppalkupplung) 24 Fmoo-Gly-OH
17 FeHH gy Dy OH tDoppeikupplung) 25. Finoe-GIn{Tr)-OH
a 26, Fmec-al-OH (Doppsicapping)

B3
1. FiperidinNMF {1:4)
2. Ac D, DIPEA, HOB NMP O

i ' S0oBEn
3 TRATISIHAO (17:4:13 P
ACHN.

A Ao
Y%}
et NH HH: £
g T v T Gu @ w g H\i H 9 n\i o s "
i N\)LN/YN\)LN L G R 1 N\/\JNO\/\{N\)LN_#N_‘)H‘J N‘H‘N'YN\L)LN N N’LA'N oy ¢ N_.l)L*-u’k'r
OlHDIHoi\jHHDIHH k/H HOAHO HO Q’ o o
Hal ] J 168 H’ Me ;HN;‘(“
hH:
16 % nach HPLC O L
HHAG
4
aed L

Schema 103: Die Synthese des doppelt glycosylierten Interleukin-18-MUCI-Glycopeptids 169.

Das Glycopeptid 169 konnte nach mehreren Ansitzen und zahlreichen Doppelkupplungen
nach Abspaltung und Reinigung durch die semipriparative RP-HPLC in einer Ausbeute von
16 % isoliert werden. Ohne die zahlreichen Doppelkupplungen lagen die Ausbeuten zwischen

7 — 9 Y%. Schwierigkeiten machte auch die am Schluss auszufithrende Acetylierung. Trotz

zweilacher Ausfithrung blieb ein gewisser Teil unacetyliert.
Als letztes Glycopeptid der Interleukinreihe wurde das doppelt glycosylierte Glycopeptid 170

synthetisiert, wobei ein Austausch des glycosylierten Threonins'® durch ein glycosyliertes

Serin'? erfolgte. (Schema 104).
K/C‘

1. Fmes-£la-OH (Beginn mit Sohritt By (Dappalkupplung
2. Fmec-Pro-0OH

3. Fmec-arg Pmeh-OH

4. Foc-ThidBUROH

E. Fmoc-Aspfo’Bul-OH

5. Fmac-Fro-OH

7. Frioc-Ala-<GH

Ben, £ 10000 B o

8. Aminosdure-Kupplung: po

¢ 1
@ Finoc-45-CH. HETU, HOBY, DIPEA. DMF wd Sy
e"\uu

bew. Fir 8. 811, 9. {31 und 17, {631, HATU, HOAL NMM. NIMP a0
1

Glycopeptid 170

Syrthesozykdus
A, Fmoc-Abspaltung: PiperidinNMP {1:4)

{Doppelkupplung;

C. Capping: Ac,C, DIPEA, HOEL, NMP &
P It l(:* Hmn..%':‘

10. Fmoo-Wal-GH (Dappelkupplung) 18. Fmac-LysiBec)-OH (Doppelkupplung)
1. Finoe-Glhy-OH (Deppelkupplung! 18, Fmac-AspiOBu)-OH (Dappelkupplung)
12. Fmoc-His¢Trt-OH (Doppelkupplung) 20, Fmac-AsniTr)-CH
13. Fmoc-#la-0H iDoppelkupplung) 21, Finoc-SerBuy-OH
14. Fmoc-Pro-OH 22, Fmec-5huQ'Buj-OH
15, Fmoc-Pra-OH &3 Finec-GIui0Bu)-OH
16 Finoc-Ala-CH 24. Fmec-Gly-GH
17 FnocH e o o OH (Doppelkupplung) 25, Fmac-3IniTrt)-OH

a 8. Fnoc-abOH (Doppolcapping)

63

1. PiperidindtMP (1:4)
2. Ac,0, DIFEA, HOBY, NMP a0

COOBn
3. TRATIGHO (17:1:1) A, 5
AcHM.
acd O
0
Ao,
HE HH; NHa AoHN
[ o H o o

f 170 > i
H NG HO' ] e o HH={
MH .
9 % nach HPLC 08 one
MHAZ
% <
taom %

Schema 104: Die Synthese des doppeli glycosylierten Interleukin-18-MUCI-Glycopeptids 170.
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HOAt unter 16 h Vortex-Schiitteln gekuppelt. Die folgenden Aminosiuren L-Threonin®™ und
L-Valin™ wurden ebenfalls doppelt gekuppelt. Die restlichen neun Aminosiuren wurden nach
dem Standardverfahren angekniipft. Die Glycopeptide 182 und 183 wurden nach Reinigung
iber die priparative RP-HPLC in Ausbeuten von 19 % isoliert.

Auch die Synthese der dreifach glycosylierten Peptide (Abbildung 36) gelang. Das Produkt
konnte allerdings nach analytischer Reinigung nur im Massenspektrometer nachgewiesen
werden. Die priparative Isolierung durch die RP-HPLC war wegen zahlreicher

Abbruchsequenzen zu schwierig (siehe Spektrenanhang).

NI BATS BN p G L J\\,d\,(gvl L,
I{_})‘ J"*uj*qﬂ' ‘A“]T NW,H 'qr ;::?A"‘ql HJT :}3&’:1 3 -\g i ;YI_/'

Glycepeptid 134

N -1 L "Hi A Ir*"" A i 2 m s JITAL Py n\‘). oy N n‘a)‘”
¢ ’:r Py 1;;’]’ ;ﬁ“l’r ﬁ*ﬁ:ju T7o Qr e vy G 117,\ LF‘ Y o lfr Yﬁ ~ D

Glycopeptid 136

Abbildung 36: Die Synthese der O{/)\A(gzg_jgg)-M UCI-Glycopepiid-Konjugate 184 und I85.

Die Glycopeptide 180, 182 und 183 wurden im Glycanteil deblockiert. Hierzu wird das
Glycopeptid 180 mit Natrivmmethanolat in Methanol in das Glycopeptid 186 {iberfiihrt, das
nach semipriparativer RP-HPLC in einer Ausbeute von 62 % erhalten wird (Schema 110).
Beide Glycanteile konnen in den NMR-Spektren voneinander unterschieden werden. Es lagen

keine Konformere wie bei gleichartigen Verbindungen vor.

A LKA N DO SSEN S
T s k) 3 &) h & e T
n,\l‘ B Yo A" = e L g
180 .l.m, [ “Ll(,

1a0Ms, WeOH (pH = 10.:4)
tel

’*rw*IrJ‘—JL-eL‘Lﬂ'vl'\‘lerJ"LKQ;JIrY“f-vaoﬁr“lrv”’“-'*"‘rJ"Qr““*r**‘ﬁrd*)**r%‘[vr*fr*g*"p*

1w P,

Tt
&2 % nach HPLES .

Schema 110: Deblockierung deso 1Glycopepzids 180.
Die Glycopeptide 182 und 183 wurden zweistufig von den Glycanschutzgruppen befreit

(Schema 111), indem zuerst die Benzylgruppe hydrogenolytisch iiber Palladium auf
Aktivkohle in Methanol abgespalten und anschlieBend die Acetyl-Schutzgruppen mit
Natriummethanolat in Methanol bei einem pH-Wert von 10.0 entfernt wurden. Wihrend der
hydrogenolytischen Debenzylierung treten zwei Probleme auf. Als erstes ist eine partielle

Deacetylierung zu nennen, sodass ein nicht charakterisierbares Zwischenprodukt mit einer
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Dichlormethan verwendet. Die Losung wird 16 h unter Vortex-Bedingungen geschiittelt,

wonach anschliefend ein Bromphenolblau-Test durchgefiihrt wird.

s

NHEGag 189 Peptid 190

1. Fmac-LysiBoc)-OH {Beginn mit Schrit B, (Doppeliupplung;
2. Fmoo-Lys{Bog)-CH
3 Frae-Lys{Boc)-OH
4. Fmac-Ser{Bui-OH

SynthesezyklLie
. Fmoc-Abspaltung: Fiperidin/NMP (1:4)

@ B. Aminosaure-Kupplung: Frac-A5-OH, HETU. HOBE, DIPEA, DMF
bzve. 5. (T7). HATU, HOAL MMM, NP

s 0
o~
. Gapping: Ac;0, DIPEA, HOBL NMP HOJH 5y opam

MHPam  OPam

7
CH-CLHFIP (4:1) l

hNHBac MNHBoc
'Bu.
o o oo W0
s A n A ro AL OH
Ol\rl’\s H - " y u
fol HN =} nog o
o g BogHM. BoeHN.

190

91 %

Schema 113: Die Synthese des Lipopeprids 190.

Nachdem der Test durch Gelbfirbung vollstindigen Umsatz anzeigte, wurde ein Capping
durchgefiihrt. Bei blauver Firbung wurde die Kupplung mit PamzCys wiederholt. Das
Lipopeptid 190 wird nach der Synthese im Vakuum getrocknet und nach gravimetrischer
Bestimmung der Ausbeute mit Hexafluoroisopropanol vom Harz abgespalten. Das Produkt
konnte in einer Ausbeute von 91 % isoliert werden. Eine Reinigung iiber die priparative RP-
HPL.C fand nicht statt, da das analytische Chromatogramm eine ausreichende Reinheit
anzeigte, sodass das Lipopeptid 190 fiir die nachfolgenden Fragmentkondensationen

einsetzbar war.

3.7.2 Die Fragmentkondensation von MUCI1-Glycopeptiden mit
dem Lipopeptid

Fiir die Fragmentkondensation werden die partiell geschiitzten MUC1-Glycopeptide (siche
Kapitel 3.5.4) eingesetzt, die den Vorteil haben, dass Nebenreaktionen an der
Glycopeptidseitenkette ausgeschlossen werden konnen. Zudem verhindern die vorhandenen
Schutzgruppen die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen und Sekundirstrukturen,
wodurch das Glycopeptid in Losung in ausgestreckter Form vorliegen sollte, sodass die
Reaktionszentren leichter zuginglich sind.

Die Fragmentkondensation mit dem Lipopeptid sollte zuerst am glycanfreien Peptid 148
studiert werden. Hierzu wird Pam;Cys-Ser(O'Bu)-(Lys(Boc)),-OH  (190) mit einer
Kombination aus HATU und HOAt in N,N-Dimethylformamid 30 Minuten voraktiviert,
wobei sich der Aktivester ausbildet (Schema 114). Der Aktivester wird danach zum Peptid
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148 zugegeben und das Reaktionsgemisch 48 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend
wird im Hochvakuum von den Losungsmitteln befreit und die vollgeschiitzte Form an einer
semipriparativen C4-Protein-Sdule mittels RP-HPLC gereinigt. Das geschiitzte Lipopeptid

191 wird nach Reinigung in einer Ausbeute von 79 % erhalten.

HATU. HOAE NMM, DMF, 48 h

_________

191 J H”=<
79 % nach HPLC 050

Schema 114: Fragmentkondensation zum vollgeschiitzten Lipopeptid 191.

Das Vorhandensein der Schutzgruppen wirkt sich positiv auf die Isolierung durch die
RP-HPL.C aus. Zum einen erleichtern die UV-aktiven Schutzgruppen die Detektion des
Produktes wihrend der semipriparativen RP-HPLC, zum anderen wirken sie der
Peakverbreiterung und dem Tailing entgegen. AbschlicBend miissen die sédurelabilen
Schutzgruppen entfernt werden. Hierzu wird das Lipopeptid 191 mit Trifluoressigsiure,

Wasser und Triisopropylsilan[353]

von den siurelabilen Schutzgruppen deblockiert (Schema
115). Das Lipopeptid 192 wird nach Reinigung durch die semipriparative RP-HPL.C in einer
Ausbeute von 69 % isoliert. Es ist in der semiprédparativen RP-HPLC deutlich schwerer zu
detektieren als das Edukt. Die Ursache hierfiir liegt darin, dass kein scharfer Retentionspeak
vorliegt, sondern ein Retentionsintervall, der sich iiber mehrere Minuten erstreckt und auf die
starken Wechselwirkungen der Lipidketten mit der stationiren Phase zuriickgefiihrt werden
kann.

o b \)L(J:[\{ (; JNNOW«A ’ﬁg”*ixr - _JLN_i "wr \)LN,YN\)L Ir 7 L,Qr Jt Ir o __)L J\r%u\ lﬂ”

TEAITISIHYO (17 1:1)l

iz HH; Hi e,
PomO  PamHN @ W a we 4 o " OHB 9 o a o D w O woa H oH H 9 a H‘j‘
SV SR NS S Y PPN I T 0 N A P 1 U0 R . N\)\N‘_JLNJIN N
B i H E H HIRL H H i H’\g’ L | A i j o 3 -
o [ S A, S A 9 (9 > ;

5]
Lt
66 % nach HPLG ™

Schema 115: Deblockierung des Lipopeptids 192.

Das Laufverhalten fithrt dazu, dass das Produkt 192 nur sehr verdiinnt von der Siule eluiert
wird. Auch liegen im Lipopeptid 192 nur schwach chromophore Gruppen vor, die eine
geringe UV-Absorption hervorrufen. Die beiden Gegebenheiten zusammen fithren zur
geringen UV-Intensitit in der HPLC, sodass der Absortionspeak im Chromatogramm klein

ausfillt und leicht iibersehen werden kann. Fiir die Detektion ist eine Kopplung an ein
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Massenspektrometer ratsam. Das erhaltene Lipopeptid wurde durch NMR-Spektroskopie und
Massenspektrometrie charakterisiert. In den NMR-Spekiren konnten nicht alle Signale
detektiert werden, da das Glycopeptid nur wenig 16slich ist. Die Signale des Lipidteils fehlten
oder waren nur partiell vorhanden. Im wissrigen Medium liegen womoglich Micellen vor. Im
Massenspektrum wurde das Produkt 192 in dreifach protonierter Form gefunden. Zusitzlich
wurde cin Massenpeak mit einer um 16 Einheiten erhdhten Masse gefunden. Der
Diethylether, welcher zum Ausfillen des Lipopeptides benutzt wurde, kdnnte Spuren von
Peroxid enthalten haben, welche zur Oxidation des Schwefels fithrten.

Die Synthese des doppelt glycosylierten Lipopeptids 193 wurde nach dem gleichen Verfahren
vorgenommen. Die eingesetzte Menge an Lipopeptid 190 wurde jedoch von 1.2 auf 1.7
Aquiv. erhoht(Schema 116), was eine Ausbeute von 94 % an 193 nach semipriiparativer
RP-HPLC zur Folge hatte. Das erhaltene partiell geschiitzte Lipoglycopeptid 193 wurde
analytisch charakterisiert. Im NMR-Spektrum in deuteriertem Chloroform waren viele zum
Glycopeptid gehorende Signale nicht detektierbar. Dies trifft vor allem fiir die Protonen im
Glycanteil zu. Die Verwechslung des Eduktes 190 mit dem Produkt 193 kann ausgeschlossen
werden, da die beiden Substanzen im HPL.C-Chromatogramm deutlich separiert vorliegen und

isoliert werden.
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Schema 116: Die Synthese und Deblockierung zum Lipoglycopeptid 194.
Zudem sind charakteristische Signale, z. B. des Histidins und des Lipidteils, im NMR-
Spektrum deutlich sichtbar. Die Massenspektrometrie bestitigt das Vorliegen von 193. Das

Edukt 193 wird anschliefend mit Trifluoressigsdure, Wasser und Triisopropylsilan[%?’]

von
den siurelabilen Schutzgruppen befreit, durch semipriparative RP-HPLC gereinigt und das
Produkt 194 in 60%iger Ausbeute als farbloses Lyophilisat erhalten. Die NMR-Spektren des
Produktes 194 zeigten die gleichen Auffilligkeiten wie die des Produktes 192. Die Signale

sind verbreitert und nicht alle sind detektierbar. Im Gegensatz zum Edukt 193 sind die
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Schema 118: Die Synthese und Deblockierung zum Lipoglycopeptid 198.
Das doppelt glycosylierte Lipopeptid 199 wird entgegen den Erwartungen im zweistufigen
Prozess ohne Zwischenreinigung in einer Ausbeute von 61 % nach semipriparativer

RP-HPLC-Reinigung erhalten (Schema 119).
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Schema 119: Die Synthese und Deblockierung zum Lipoglycopeptid 199.

Da auch beim Lipoglycopeptid 199 Diethylether zum Einsatz kam, wurde auch dieses
oxidiert. Auch das Lipoglycopeptid 199 wurde analytisch charakterisiert. Die Oxidation kann
hier ebenfalls durch hochaufgeloste Massenspektrometrie nachgewiesen werden.

Als letztes wurde das partiell geschiitzte Glycopeptid 162 in einer Fragmentkondensation mit
dem Lipopeptid 190 umgesetzt. Das gewiinschte Produkt konnte nur zum Teil erhalten
werden. Zwar gelang die Fragmentkondensation, jedoch wurde sie von einer intramolekularen

Lactonbildung begleitet (Schema 120).
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Schema 120: Die Synthese und Deblockierung zum Lipoglycopeptid 200.
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Das MUC1-Glycopeptid-MPL-A-Konjugat 201 wurde NMR-spektroskopisch und durch
hochaufgeldste Massenspektrometrie charakterisiert und in seiner Struktur bestitigt. In den
zweidimensionalen NMR-Spektren erschienen die Signale aus dem MPL-A-Teil des
Konjugates 201 im Vergleich zum MUCI-Glycopeptid-Teil deutlich intensiver. Eine
Erkldrung fiir dieses Verhalten konnte die unzureichende Solvatisierung des Peptid-Teils in
deuteriertem Chloroform oder die Bildung von Uberstrukturen sein. Das erhaltene Konjugat
201 wird anschliefend iiber 7 h acidolytisch in Ameisensiure von den siurelabilen
Schutzgruppen befreit. Das erhaltene Rohprodukt wird mit Dioxan gefillt und der Uberstand,
in dem sich die Abspaltprodukte befinden, vorsichtig abpipettiert. Nach Lyophilisation wird
das Produkt 202 in einer Ausbeute von 97 % erhalten. Die noch enthaltenen Benzyl-
Schutzgruppen werden, wie bereits in Kapitel 3.4.8 beschrieben, hydrogenolytisch entfernt.
Hierzu wird das Konjugat 202 zuerst in Tetrahydrofuran/Essigsiure im Autoklaven bei 3 bar
Wasserstoffatmosphire iiber Palladium auf Aktivkohle hydriert. Das debenzylierte Produkt
wird in  94%iger Rohausbeute erhalten. Im  letzten Schritt werden die
Phosphorsédurephenylester iiber den Adams-Katalysator aus Platin(IV)-oxid hydrogenolytisch
gespalten. Nach Reinigung durch die semipriparative RP-HPL.C wird das Glycopeptid in
einer Ausbeute von 42 % erhalten. Die Aufarbeitung und die chromatographische Reinigung
erwiesen sich noch schwieriger als die der Pams;Cys-Konjugate. Durch ausgeprigte
Adsorption des Produktes 203 an das Saulenmaterial werden breite Retentionsintervalle mit
sehr starkem Tailing verursacht. Die UV-Absorptionsintensitit des Endproduktes 203 ist im
Vergleich zu den Pam;Cys-Konjugaten noch niedriger. Das starke Schiumungsverhalten
erschwert die Isolierung. Das Produkt wird als farbloses Lyophilisat erhalten. Versuche, das
Konjugat 203 zu charakterisieren, scheiterten an dessen Unldslichkeit. Bestrebungen, das
Produkt in Wasser zu 16sen, fithrten zur Agglutination des Produktes.

Fiir die Fragmentkondensation des zweifach glycosylierten Peptides 156 wurden die Aquiv.
am spacergebundenen MPL-A von 1.1 auf 1.5 erhoht (Schema 123).
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Schema 123: Die Fragmentkondensation zum Lipoglycopeptid 204.
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Die Zeit fiir die Aktivesterbildung wurde erhoht und die Losungsmittelmenge verringert. Die
Schritte der Fragmentkondensation wurden analog zur vorherigen Synthese vorgenommen.
Das Produkt 204 lag nach Reinigung durch die semipriparative RP-HPLC in einer Ausbeute
von 49 % vor. Zusitzlich zum Produkt 204 wurde das Nebenprodukt 204a isoliert (Abbildung
38). Es handelte sich dabei um das Kondensationsprodukt aus zwei MUC1-Sequenzen mit
dem MPL-A. Nach der Reinigung durch RP-HPLC wurde es in einer Ausbeute von 22 %

isoliert und durch Massenspektrometrie identifiziert.

, - 4 o
yi“’%hr*wwdv%fr%& ‘wr¢‘Yf);%lﬂrffr‘ﬁf-%v*1rvwvw4@ﬁ*rw(lr‘ﬁqwf‘:#ﬁ]yfb*wquﬁﬁwf
el L Oéo k:"ﬁ < 5\:?( ,
Abbildung 38: Nebenproduki bei der F ragmemkondemanon zum MUCI-MPL-A Konjugat 204a.

Aufgrund langer Reaktionszeiten bei der Acidolyse der Peptidschutzgruppe mit Ameisensiure
wird auf die Deblockierung mit 80 % Trifluoressigsidure zuriickgegriffen. Hierzu wurde das
Konjugat 204 in Trifluoressigsdure, Wasser und Triisopropylsilan[353] 70 Minuten bei
Raumtemperatur geriihrt (Schema 124). Nach Reinigung iiber semipriparative RP-HPLC
wird das Konjugat 205 in einer Ausbeute von 62 % erhalten. Der Nachweis des Produktes

gelang durch hochaufgeloste Massenspektrometrie.
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Schema 124: Deblockierung vor den sdurelabilen Schurzgruppen zum Konjugat 205.

Die NMR-spektroskopische Vermessung war aufgrund der Loslichkeit des Kontruktes nicht
moglich. In deuteriertem Wasser bildeten sich Uberstrukturen, die schon bei kleinsten
Mengen an Produkt eine milchartige [.6sung ergaben. In deuteriertem N,N-Dimethylformamid
erhielt man hochviskose, gelartige [.osungen.

Fir die folgenden Fragmentkupplungen wurden die soeben  beschriebenen
Reaktionsbedingungen beibehalten. Zum Einsatz kamen die partiell geschiitzten MUCI-
Glycopeptide 157 und 159, die mit dem deblockierten STn- oder mit dem (2,6)-Sialyl-T-
Antigen versehen sind (Schema 125). Das STn-Antigen tragende MPL-A-Konjugat 206 wird
nach der Fragmentkupplung in einer Ausbeute von 50 % nach semipriparativer RP-HPL.C
isoliert. Bei dem mit (2,6)-Sialyl-T-Antigen verbundenen MPL-A-Konjugat 208 wird auf die
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in 80 % Trifluoressigsidure abgespalten. Das Endprodukt 210 lag nach semipriparativer

RP-HPLC in einer Ausbeute von 30 % vor (Schema 127).
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Schema 127: Deblockierung der siurelabilen Schurzgruppen zum Konjugar 210.

Insgesamt wurden fiinf MPL-A-Konjugate durch diese Fragmentkondensationen synthetisiert.
Diese konnten nach Reinigung charakterisiert werden. Dabei zeigten die NMR-Spektren mit
zunehmenden Glycananteil eine schlechtere Qualitit, was auf eine unzureichende
Solvatisierung der Konjugate zuriickgefithrt wird. An den geschiitzten MPL-A-Konjugaten
gelang die Spaltung der séurelabilen Peptidschutzgruppen, sodass die deblockierten
Konjugate isoliert und gereinigt werden konnten. Die Detektion der deblockierten Konjugate
gelang nur durch Kopplung von HPLC und einem Massenspektrometer, da die Konjugate fast
keine UV-Absorption zeigten. Die Entfernung der hydrogenolytisch spaltbaren
Schutzgruppen wurde nur am unglycosylierten Peptid durchgefithrt, das von allen
Schutzgruppen befreit werden konnte. Wie das MPL-A zeigen die synthetisierten Konjugate
ein stark amphiphiles Verhalten, was die Analytik stark erschwert.

3.8 Die Synthese von Neoglycoproteinen

3.8.1 Biologischer Hintergrund

Wie bereits im Kapitel 3.6.1 beschrieben, erfordert die Aktivierung von B-Zellen zusiitzlich
die linked recognition iiber eine voraktivierte antigen-spezifische Ty2-Zelle, welche dasselbe
Antigenfragment mit Hilfe ihres TCRs am MHC-II Komplex erkennt. Eine Strategie zur
Induktion einer potenten Immunantwort besteht darin, die schwach immunogenen Antigene,
die sogenannten Haptene, an ein geeignetes Triger-Protein (Carrier) zu konjugieren.”*! Als
Carrier-Proteine werden zum Beispiel das Rinderserumalbumin (bovine serum albumin,
BSA),”®™ das Himocyanin der Schliisselloch-Napfschnecke (keyhole limpet hemocyanin,
KLH)[SSS] oder das Tetanus-Toxoid (TTOX)[386'387] verwendet. Die Technik der Hapten-
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werden, wobei die meisten in der Literatur verwendeten Konjugationstechniken sowohl Vor-
als auch Nachteile aufweisen.””*! Durch unspezifische Reagenzien, wie Glutaraldehyd[394]
oder Diazidoverbindungen,[395] konnen Haptene kovalent an Proteine angebunden werden.
Dabei werden aufgrund zahlreicher Nebenreaktionen mit den funktionellen Gruppen des
Proteins keine definierten Konjugate erhalten. Auch die Verwendung der wasserloslichen
Carbodiimide®® fiihrt zur Ausbildung von Amidbindungen zwischen dem Hapten und dem
Carrier-Protein, welche aufgrund mehrerer funktioneller Gruppen in beiden Reaktionspartnern
fur dieses Vorhaben nicht in Betracht kommen. Selektivere Konjugationen erméglichen

N |

oder heterobifunktionelle Reagenzien, wie die Crosslinker BMPSEY?
(3-Maleimidopropionsiure-N-hydroxysuccinimidester) oder smechod (N-Succinimidyl-4-

(maleimidomethyl)-cyclohexancarboxylat) (Abbildung 40).

G
o) 07'} o) J\j
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BMPS SMCC
Abbildung 40: Heterobifunktionale Crosslinker.

Die Konjugation basiert auf einer Kupplung einer Thiol-Funktion. Die Thiolgruppe addiert

sich an die Maleinimid-Funktion,**!

wihrend der Hydroxysuccinimidester die Ausbildung
ciner Amidbindung bewerkstelligt. Die vorgestellten Crosslinker haben zwei entscheidende
Nachteile. Zum einen muss die an das Carrier-Protein anzukniipfende Komponente eine
Thiolgruppe am Spacer enthalten, die leicht zum Disulfid oxidiert wird, zum anderen sind die
verwendeten Maleinimid-Spacer selbst so immunogen, dass es zu einer vom Spacer
induzierten Unterdriickung gegen das Antigen kommen kann."® Die in den letzten Jahren
von Sharpless unter dem Oberbegriff "Klick-Chemie" zusammengefasste Konjugationstechnik
der 1,3-dipolaren Cycloaddition (kat. Huisgen-Cycloaddition) ben&tigt sowohl ein Azid als
auch ein Alkin. Die Einfithrung der benotigten funktionellen Gruppen in einem weit
fortgeschrittenen Synthesestadium ist aufgrund des deblockierten Zustandes der Glycopeptide
nur schwer zu bewerkstelligen. Die gebildeten Triazol-Geriiste kdnnen als elektronenarme
Aromaten eine immunologisch bedenkliche Wirkung haben. Um weder die Tertidrstruktur des
Proteins noch das Glycopeptid zu verindern, muss die Kupplungsreaktion unter méglichst
milden Reaktionsbedingungen durchfiithrbar sein. Dabei sollten viele funktionelle Gruppen
toleriert werden und die Reaktion chemoselektiv verlaufen. Eine Methode, die diese

Bedingungen erfiillt, wurde von Tietze et al.l'®4%

entwickelte, in der Quadratsidurediethyl-
ester (3,4-Diethoxy-3-cyclobuten-1,2-dion) zum Einsatz kommt. Er bildet mit Aminen bei

einem pH-Wert von 8.0 — 8.5 ein Monoamid. Im zweiten Schritt reagieren die im
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4 Zusammenfassung

Trotz intensiver Forschungen stechen noch keine geeigneten Vakzine fiir die aktive
Krebsimmuntherapie gegen Tumorerkrankungen bereit. Die in der passiven Immuntherapie
zur Anwendung kommenden Therapeutika sind trotz ausgekliigelter Mechanismen nicht frei
von Nebenwirkungen. Eine aktive Immuntherapie mit Hilfe von Antitumorimpfstoffen konnte
prophylaktische und therapeutische Wirkungen ohne schwerwiegende Nebenwirkungen, wie
sie z. B. durch Chemotherapeutika verursacht werden, entfalten. Das auf gesundem
Epithelgewebe in einem hohen Glycosylierungsgrad vorliegende Glycoprotein MUCT ist auf
epithelialen Tumorzellen hiufig unterglycosyliert. Diese Strukturunterschiede zwischen
MUC1 auf Normalzellen und tumorassoziiertem MUC1 konnten fiir einen selektiven Angriff
des Immunsystems genutzt werden. Dafiir werden synthetisch hergestellte Glycopeptide aus
der Tandem-Repeat-Region von tumorassoziierten MUCI mit immunstimulierenden
Komponenten zu synthetischen Vakzinen kombiniert. Fiir dieses Ziel wurden
Glycosylaminosiurebausteine mit verschiedenen tumorassoziierten Kohlenhydratantigenen
synthetisiert (Schema 135 und Schema 136), die dann in automatisierter Festphasensynthese

in die tandem repeat-Domine des MUCT integriert wurden.
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Schema 135: Vereinfachte schematische Darstellung der Synthese der Glycosylaminosiurebausteine(l).
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Fendrix® und im neu entwickelten Krebsvakzin Tecemotide (Stimuvax®™), als externes
Adjuvans zum Einsatz kommt.®*# 161 421 B MPL-A wurde eine neue Syntheseroute
entwickelt, die sowohl die regioselektive Ankniipfung verschiedener Lipidreste als auch die
Anbindung an MUC1-Glycopeptide zur Bildung von liposomalen Vakzinkonjugaten erlaubt
(Schema 137).
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Schema 137: Schematische Darstellung der Synthese des MPL-A (I).

Die Synthesen des MPL-A und des spacergebundenen MPL-A konnen in vier Teile gegliedert
werden (Schema 137). Diese beginnen mit dem Aufbau der beiden Fettsiuren. Dazu wurde
Meldrumsiure (79) mit Laurinsidurechlorid (78) zum B-Ketoester 81 kondensiert. [236]

Schliisselschritt ist die stereoselektive Reduktion des Ketoesters 81 nach Noyorz[237]

um
B-Hydroxyester 84, welcher zum Benzylether und zur Carbonsidure 87 umgesetzt wurde.
Alternativ wurde am B-Hydroxyester 84 der Methylester in den Benzylester 89 umgewandelt
und dieser mit Laurylchlorid zum Diester sowie nach Hydrolyse zur Carbonsiure 91
umgesetzt.

Die Synthesen der Glucosamin-Bausteine gehen von «-D-Glucosamin-Hydrochlorid aus
(Schema 137). Schliisselschritte der Glucosamindonorsynthese waren die Ankniipfung der
Fettsiure 87 zum Baustein 99 und die regioselektive Offnung des Benzylidenacetals unter
Bildung des primiren Benzylethers. Schwerer als erwartet gestaltete sich die Abspaltung der
TBDPS-Gruppe und die Umwandlung in die Donoren 103, 104 und 105. Das

Trichloracetimidat 103 wurde durch eine basenkatalysierte Addition des anomeren

reduzierenden Zuckers an Trichloracetonitril als das thermodynamisch stabilere o-Anomer
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erhalten. Die Umwandlung in die Glycosylhalogenide 104 und 105 erfolgte durch
modifizierte Appel—Reaktionen.[%g]

In der Synthese des Glucosaminakzeptors 115 aus 96 wurde die Fmoc-Gruppe zur temporiren
Blockierung der Aminofunktion zum Produkt 109 eingefithrt. Nach Veresterung mit der
Fettsiure 87, milder Fmoc-Abspaltung und Einfithrung der zweiten Fettsiure als Amid wurde
dic Benzylidengruppe unter Bildung des Akzeptors 115 fiir die nachfolgenden
Glycosylierungen gespalten.

Zur Synthese des spacergebundenen Glucosamindonors 125 wurde der N-Troc-geschiitzte
Baustein 94! in das anomere Bromid {iberfiihrt (Schema 137) und dieses zur
Glycosylierung des Spacerbausteins 65 zum Produkt 117 eingesetzt. Die weitere Synthese
verlief analog der des bereits vorgestellten Glucosaminakzeptorbausteins 115. Fir die

Glycosylierung zu dem MPL-A 126 wurden die Glycosylierungsmethoden nach Schmidt™>

267, 276] pl140, 231]

und nach Banou angewendet (Schema 138). Schwierig gestaltete sich die
Ausbildung des zweiten Amids 129 im Disaccharid. Selbst speziellere Kupplungsreagenzien
erwiesen sich als unbrauchbar, sodass die B-Acyloxycarbonsdure 91 schonend in das
Carbonsédurechlorid 128 iiberfiihrt wurde, was daraufthin die Amidbildung zu 129 erméglichte.
Die Entfernung der TBDPS-Gruppe war vermutlich aufgrund der geringeren Loslichkeit
schwieriger als bei den Monosacchariden. Im letzten Schritt wurden die Benzylether und die

Phenylester hydrogenolytisch abgespalten.
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Schema 138: Die Glycosylierung des Akzeptors 115 und die Fertigstellung des MPL-A 132 (Ila).

CiiHas

Sowohl die Reinigung als auch Charakterisierung des Endproduktes gestalteten sich
schwierig, konnten jedoch nach verschiedenen Anlidufen erfolgreich durchgefiihrt werden.

Die Synthese zum spacergebundenen MPL-A konnte nur iiber das Glucosaminylhalogenid
104 realisiert werden, da das Trichloracetimidatverfahren nach Schuidt kein Produkt lieferte

(Schema 139).
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5.2 Die Synthesen der geschiitzten Aminosiduren

5.2.1 Die Synthesen des geschiitzten Threonins

Synthese zum N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-L-threonin-feri-butylester

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-L-threonin (2)[90] HO
(Fmoc-Thr-OH) FmocHNL(OH

o]
Zu einer Mischung aus Aceton (225 ml) und Wasser (225 ml) werden 20.00 g (167.90 mmol)

L-Threonin (1) und 14.11¢ (167.90 mmol, 1.00 Aquiv.) Natriumhydrogencarbonat
suspendiert und unter Rithren mit 56.60 g (167.90 mmol, 1.00 Aquiv.) Fluoren-9-ylmethyl-
succinimidylcarbonat versetzt. Es wird 18 h bei Raumtemp. geriihrt und anschliefend mit
konz. Salzsiure auf cinen pH-Wert von 2.0 eingestellt. Das Aceton wird i. Vak. evaporiert
und das Produkt wird viermal mit 150 ml Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase
wird zweimal mit 150ml 1M Salzsiure und 250 ml Wasser gewaschen, iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Man trocknet das
Rohprodukt i. Hochvak. und setzt es ohne weitere Reinigung und Charakterisierung in die
nachfolgende Reaktion ein.

Ausbeute: 57.30¢g (167.86 mmol, quant.), Lit.:P% 95 %:; schwach gelblicher, amorpher
Feststoff, Ry=0.70 (EtOAc/AcOH, 10:1).

C1oH16NOs (341.36)

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-L-threonin-ferf-butylester (3)18% 934261 HO
(Frnoc—Thr—OtBu) FmocHNK(OfBu

0
Eine Mischung aus 122.00 ¢ (591.50 mmol, 3.52 Agquiv.) N,N-Dicyclohexylcarbodiimid,

55.14 g (744.20 mmol, 4.43 Aquiv.) tert-Butanol und 1.95¢ (19.70 mmol, 0.12 Aquiv.)
wasserfreiem Kupfer(I)-chlorid wird unter Lichtausschluss und unter Argon 3 d bei
Raumtemp. geriihrt. Die dunkelgriine Reaktionsmischung wird mit 150 ml absol.
Dichlormethan verdiinnt und auf 10 °C gekiihlt. Es wird innerhalb von 60 min eine I.osung
von 57.28 ¢ (167.80 mmol) Fmoc-Thr-OH (2) in 200 ml absol. Dichlormethan zugetropft,
wobei mittels Wasserbad die Reaktionstemperatur zwischen 18 — 20 °C gehalten wird
(doppeltgeschiitztes Produkt entsteht ab 20 °C). Die Reaktionsmischung wird weitere 6 h bei
19 °C unter Argon geriihrt und anschliefend mit einer Mischung aus ters-Butanol und Wasser
(1:1, 100 ml) gequencht. Der ausgefallene Harnstoff wird abfiltriert und mehrmals mit

eiskaltem Dichlormethan gewaschen. Das Filtrat wird i. Vak. eingeengt, sodass weiterer
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Harnstoff durch Filtration abgetrennt werden kann. Die Losung wird dreimal mit 100 ml einer
ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel im Vak. entfernt. Der Riickstand wird in wenig Ethylacetat gelost und einige
Stunden bei — 27 °C aufbewahrt, wobei weiterer Harnstoff ausfiillt. Nach Filtration wird das
Losungsmittel i. Vak. evaporiert und das Rohprodukt (68.20 g) durch Flashchromatographie
an Kieselgel gereinigt (Sidulendimensionen: Linge = 40.0 cm, Durchmesser = 12.0 cm im
Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc, 4:1 — 2:1). Sollte eine Umkristallisation ndtig sein, so wird
Diethylether/Petrolether verwendet.

Ausbeute: 60.73 g (152.80 mmol, 91 % bezogen auf 1), Lit.."1 77 9, bezogen auf 1;
farbloser, kristalliner Feststoff, Schmp.: 73 °C, Lit.:[* 72 — 74 °C, [a]3* =—10.3 (¢ = 1.00,
CHCly), Lit.:"* [a]3* = — 10.00 (¢ = 1.05, CHCly), R;= 0.33 (‘Hex/EtOAc, 2:1).

300 MHz-"H-NMR (CDCL): [dlppm] = 7.76 (d, 2H, *Jiyus = *Jusus = 6.9 Hz, H4-Fmoc,
H5-Fmoc), 7.62 (d, 2H, *Jum = *Jus i = 7.3 Hz, H1-Fmoc, H8-Fmoc), 7.40 — 7.25 (m, 4H,
H2-Fmoc, H3-Fmoc, H6-Fmoc, H7-Fmoc), 5.61 (d, 1H, 3’..i'NH,Throc = 8.9 Hz, NH-Thr), 4.41 (d,
2H, *Jemp o = 7.1 Hz, CHx-Fmoc), 436 — 4.14 (m, 3H, H9-Fmoc, Thr®, The), 2.11 (s, 1H,
OI), 1.49 (s, 9H, CHs-Bu), 1.24 (d, 3H, ?’JTm,ThIB = 6.1 Hz, Thr").

75.5 MHz-"C-NMR [BB] (CDCLy): [d/ppm] = 170.34 (C=0-Thr), 156.84 (C=0-Fmoc),
144.00, 143.88 (Cla-Fmoe, C8a-Fmoc), 141.41 (C4a-Fmoc, C5a-Fmoc), 127.82 (C3-Fmoc,
C6-Fmoc), 127.18 (C2-Fmoc, C7-Fmoc), 125.23 (C1-Fmoc, C8-Fmoc), 120.08 (C4-Fmoc,
C5-Fmoc), 82.73 (C-Bu), 68.39 (ThrB), 67.29 (CHx-Fmoc), 59.72 (Thr"), 47.29 (C9-Fmoc),
28.14 (CHs-Bu), 20.04 (Thr").

ESI-MS (positiv): [m/z7] = 420.23 ((M+Na]", ber.: 420.18).

CasHyyNOs (397.46)

5.2.2 Die Synthesen des geschiitzten Serins

Synthese zum N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-L-serin-fert-butylester

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-L-serin (5)"" o

(Fmoc-Ser-OH) FmocHN)ﬁ(OH

o
Die Reaktion wird gemiB der Vorschrift zur Synthese von N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-

L-threonin (2) durchgefiihrt.
Eingesetzte Mengen: 20.00 g (190.04 mmol) L-Serin (4), 15.99 g (190.04 mmol, 1.00 Aquiv.)
Natriumhydrogencarbonat, 64.20 g (190.04 mmol, 1.00 Aquiv.) Fluoren-9-ylmethyl-

succinimidylcarbonat. Umkristallisation in Cyclohexan/Dichlormethan.
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Ausbeute: 6228 g (190.04 mmol, quant.), Lit.:®” 89 %; farbloser Feststoff, R;=0.65
(EtOAC/AcOH, 10:1).
C1sH17NOs (327.33)

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-L-serin-ferf-butylester (6131 Hoj\w
O'Bu
FmocHN

(Fmoc-Ser-O'Bu)
o}

Die Reaktion wird gemidl der Vorschrift zur Synthese von N-(Fluoren-9-yl-
methoxycarbonyl)-L-threonin-fers-butylester (3) durchgefiihrt.

Eingesetzte Mengen: 62.00 g (189.54 mmol) Fmoc-Ser-OH (5), 62.20 g (839.41 mmol,
4.43 Aquiv.) tert-Butanol, 138.00 g (669.25 mmol, 3.53 Aquiv.) N,N-Dicyclohexyl-
carbodiimid (DCC), 2.19 g (22.16 mmol, 0.12 Aquiv.) Kupfer(I)-chlorid. Das Fmoc-Ser-OH
(5) wird in 300 ml einer Mischung aus Dichlormethan und ter-Butanol (3:1) zugetropft
(geringere Loslichkeit bedingt durch das Edukt selbst als auch durch das Umbkristallisieren).
Das Rohprodukt (76.3 g) wird in zwei Portionen durch Flashchromatographie an Kieselgel
gereinigt  (Sdulendimensionen: Linge = 40.0 c¢m, Durchmesser = 12.0 ¢m im
Laufmittelgemisch ‘Hex/EtOAc, 4:1 — 2:1). Sollte eine Umkristallisation ndtig sein, so wird
aus Diethylether/Petrolether umkristallisiert.

Ausbeute: 61.69 g (161.0 mmol, 85 % bezogen auf 4), Lit.."5 75 ¢ bezogen auf 4; farbloser,
kristalliner FeststofT, [c:r]lz)"‘L =+ 5.9 (¢ =1.00, CHClz), Ry=0.36 (‘Hex/Aceton, 2:1).

300 MHz-"H-NMR (CDC3): [olppm] = 7.77 (d, 2H, *Jusus = *Jusus = 7.7 Hz, H4-Fmoc,
H5-Fmoc), 7.61 (d, 2H, *Jiy 1 = *Jus 7 = 7.4 Hz, H1-Fmoc, H8-Fmoc), 7.44 — 7.37 (m, 2H,
H3-Fmoe¢, H6-Fmoc), 7.37 — 7.25 (m, 2H, H2-Fmoc, H7-Fmoc), 5.71 (d, 1H,
S Intwthee = 7.3 Hz, NH-Ser), 4.42 (d, 2H, *Jems o = 6.9 Hz, CH,-Fmoc), 4.33 (m,, 1H, Ser®),
423 (t, 1H, *Juocm = 6.9 Hz, H9-Fmoc), 3.94 (d, 2H, ?’JHE.,HQ = 3.7 Hz, Ser®), 2.23 (s, 1H,
OH), 1.49 (s, 9H, CH;-Bu).

75.5 MHz-C-NMR [BB] (CDCL;): {é/ppm] = 169.58 (C=0-Ser), 156.43 (C=0-Fmoc),
143.99, 143.87 (Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.49, 141.45 (C4a-Fmoc, C5a-Fmoc), 127.87
(C3-Fmoc, C6-Fmoc), 127.24, 127.21 (C2-Fmoc, C7-Fmoc), 125.26, 125.21 (Cl1-Fmoc,
C8-Fmoc), 120.16 (C4-Fmoe, C5-Fmoc), 83.09 (C-Bu), 67.30 (CH»-Fmoc), 63.92 (SerB),
56.77 (Ser™), 47.32 (C9-Fmoc), 28.14 (CH;-Bu).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 406.16 ([M+Na]", ber.: 406.16).

CaoHasNOs (383.44)
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3,4,6-Tri-O-acetylgalactal (9)°>* ACO_OAc
(AcsGalactal) Aco@

239.00 g (3.65 mol, 4.99 Aquiv.) Zinkstaub werden in 1 N Salzsiiure 3 min suspendiert, mit
dest. Wasser gewaschen und mit Ethanol und Diethylether getrocknet. Der aktivierte
Zinkstaub wird in 700 ml Ethylacetat suspendiert (KPG-Riihrer), mit 58.0 ml (59.90 g, 730.04
mmol) 1-Methylimidazol versetzt und zum Sieden erhitzt. Anschlieflend wird eine L.osung
von 300.00 g (731.67 mmol) a-Ac,Gal-Br (8) in 400 ml Ethylacetat unter kriftigem Riihren
innerhalb von 3 h zugetropft. Die Reaktionsmischung wird weitere 2 h zum Sieden erhitzt,
nach dem Abkiihlen tiber Hyﬂo® filtriert und mehrmals mit Ethylacetat gewaschen. Das
Filtrat wird mit 500 ml 2 M Salzsiure und zweimal mit 350 ml einer ges.
Natriumhydrogencarbonat-1.osung gewaschen, die organische Phase iiber Magnesiumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. evaporiert. Der Riickstand wird i. Hochvak.
getrocknet, gefolgt von einer Vakuumdestillation (ohne Kolonne, nur mit Saugvorstof),
wobei der Kolben in ein auf 200 °C vorgeheiztes Olbad getaucht wird. Es wird ein leicht
gelbliches, hochviskoses Ol isoliert, das beim Lagern im Kiihlschrank auskristallisiert.
Ausbeute: 171.73 g (631.15 mmol, 86 %); farbloser, kristalliner Feststoff, [a]%4:—17.4
(c = 1.00, CHCly), Lit.."*[a]3? = - 16.9 (¢ = 1.10, CHCl3), Ry= 0.39 (‘Hex/EtOAc, 2:1).
300 MHz-"H-NMR (CDCL;): [é/ppm] = 6.46 (dd, 1H, i = 6.3 He, *ha = 1.8 Hz, HD),
5.54 (m., 1M, H3), 5.42 (dt, 11, “Jrs g~ *Juwns = 1.6 Hz, *Ji s = 4.7 Hz, H4), 4.73 (ddd,
1H, *hpm =63 Hz, “Jipms =27 Hz, Yo = 1.5 Hz, H2), 4.31 (m., 1H, H5), 428 — 4.17
(m, 2H, H6,, H6y), 2.13, 2.09, 2.03 (3 x s, 9H, CH3-Ac).

75.5 MHz-C-NMR [BB] (CDCls): [é/ppm] = 170.63, 170.35, 170.21 (C=0-Ac), 145.51
(C1), 98.95 (C2), 72.91 (C5), 63.99 (C3), 63.86 (C4), 62.01 (C6), 20.89, 20.83, 20.73
(CH;3-Ac).

C12H1607 (272.25)

3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-o,[3-D-galactop yranosylnitrat (10)P°7

AcO _OAc
(,B-Ac3GalN3-ONO>) Acoégx,nowoz

N3

Zu einer auf — 28 °C gekiihlten Losung von 32.50 ¢ (119.45 mmol) AcsGalactal (9) in 560 ml
absol. Acetonitril werden unter Riithren 205.00 ¢ (374.16 mmol, 3.13 Aquiv.) trockenes
Cer(IV)-ammoniumnitrat und 12.30 g (189.23 mmol, 1.59 Aquiv.) trockenes Natriumazid im
Argongegenstrom zugegeben. Die Reaktionsmischung wird 18 h bei — 28 °C unter Argon
geriihrt. Anschlieffend wird die intensiv gelbe Reaktionsmischung mit 600 ml eiskaltem
Diethylether verdiinnt und unter Eiskithlung mit 250 ml Eiswasser versetzt. Man trennt die

Phasen, wischt die organische dreimal mit 300 ml Eiswasser, iiberpriift den pH-Wert mit
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Neutralit®, trocknet iiber Magnesiumsulfat und entfernt die Losungsmittel i. Vakuum. Der
Riickstand (44.52 g) wird durch ziigige Flashchromatographie an Kieselgel gereinigt, wobei
das Produkt als Anomerengemisch erhalten wird (Siulendimensionen: Linge = 30.0 cm,
Durchmesser = 12.0 ¢cm im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc, 2:1). Es erfolgt zusitzlich eine
Anomerentrennung durch fraktionierte Kristallisation in Cyclohexan/Ethylacetat bei 0 °C.
Ausbeute: 26.18 g (69.6 mmol, 58 %); bei fraktionierter Kristallisation Gemisch aus
farblosem kristallinem Feststoff und hochviskosem Ol, Ry=0.39 Hex/EtOAc, 2:1).

300 MHz-"H-NMR (CDCl3): [8/ppm] = a-Anomer 6.34 (d, 1H, *Jyy 1o = 4.3 Hz, H1-GalN®),
5.50 (dd, 1H, *Jusus =~ 3.2 Hz, *Juuns = 1.4 Hz, H4-GaIN%), 5.25 (dd, 1H, *Juzm =11.3 Hz,
Tz = 3.2 Hz, H3-GaIN®), 4.36 (td, 111, *Jus uea = 6.5 Hz, 115-GaIN®), 4.21 — 4.04 (m, 311,
H2-GIeN® {4.16}, H6,,-GaIN® {4.10}), 2.17, 2.07, 2.03 (3 x s, 9H, CH3-Ac).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 399.01 (IM+Na]", ber.: 399.08).

C12H16N4O1p (376.28)

3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-a-D-galactopyranosylbromid (11)"”

AcO _OAC
O
(0-AcsGalN3-Br) ACO&K”'@

Br
Zu einer gut geriihrten Suspension von 34.00 g (391.50 mmol, 5.77 Aquiv.) trockenem
Lithiumbromid in 250 ml absol. Acetonitril werden bei 0 °C 25.52 g (67.86 mmol)
a,B-Ac3GalN3-ONO, (10), geldst in 100 ml absol. Acetonitril, gegeben. Die
Reaktionsmischung wird anschlieBend 15 h bei Raumtemp. unter Argon geriihrt und danach
mit 350 ml Dichlormethan verdiinnt. Uberschiissiges Lithiumbromid wird abfiltriert und mit
Dichlormethan gewaschen. Das Filtrat wird zweimal mit jeweils 100 ml Eiswasser gewaschen
und die organische Phase iiber Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. von den
Losungsmitteln befreit. Das resultierende gelbe Ol (26.69 g) wird durch ziigige
Flashchromatographie an Kieselgel gereinigt (Sdulendimensionen: Linge = 18.0 cm,
Durchmesser = 12.0 ¢cm im Laufmittelgemisch ‘Hex/EtOAc, 2:1).
Ausbeute: 24.60 g (62.4 mmol, 92 %); farbloses, hochviskoses Ol, R,=0.72 (Toluol/EtOAc,
3:2), Rr=0.44 ("Hex/EtOAc, 2:1).
300 MHz-"H-NMR (CDCl3): [o/ppm] = 6.48 (d, 1H, *Juy o = 3.7 Hz, H1-GaIN), 5.52 (dd,
1H, *Jua s = 2.9 Hz, H4-GalN), 5.36 (dd, 1H, *Jyz o = 10.7 Hz, *Jys e = 2.9 Hz, H3-GalN),
4.49 (td, 1H, *Juspea =~ 6.6 Hz, H5-GaIN), 4.19 (dd, 1H, *Jusaus = 6.6 Hz, “Jrsame = 11.4 Hz,
H6,-GaIN), 4.11 (dd, 1H, *Juepus = 6.6 Hz, *Jusp s = 11.4 Hz, H6,-GalN), 4.00 (dd, 1H,
3oz = 10.7 Hz, *Jip g = 3.7 Hz, H2-GalN), 2.08, 2.07, 2.02 (3 x s, 9H, CHz-Ac).
C12H16BrN3O7 (394.18)
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5.3.2 Die Synthese des Galactosylbromid-Bausteins

Die Synthese zum 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-0-benzyl-a-D-galactopyranosyl-

bromid
1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-¢-D-galactopyranose (32)!'** >g O§ on;
(a-1,2:3,4-Prn-Gal) ,]Bo

80.00 g (444.30 mmol) D-Galactose (7) und 179.00 g (1.12 mol) wasserfreies Kupfer(II)-
sulfat werden in 1.351 Aceton suspendiert und mit 10.5 ml konz. Schwefelsiure versetzt. Die
Losung wird 12h bei Raumtemp. geriihrt (vollstindiger Umsatz diinnschichtchromato-
graphisch iiberpriift) und dann iiber Hyflo® abfiltriert. Das Kupfersulfat wird griindlich mit
Aceton nachgewaschen, das Filtrat mit Calciumhydroxid neutralisiert und iiber einer diinnen
Schicht Hyflo® filtriert. Das Aceton wird i. Vak. evaporiert und der Riickstand i. Hochvak.
getrocknet und ohne Reinigung und Charakterisierung weiter umgesetzt.

Rohausbeute: 102.56 ¢ (394.04 mmol, 89 %); gelbes, hochviskoses Ol R;=0.33
(‘Hex/EtOAc, 1:2).

C1,H,904 (260.28)

6-0-Benzyl-1,2:3,4-di-O-isopropyliden-a-D-galactopyranose (33)!"** >g i § ozn
(0-6-Bn-1,2:3,4-Prn-Gal) /foo

Eine auf 0 °C abgekiihlte Losung aus 90.00 g (345.98 mmol) rohem 0-1,2:3,4-Prn-Gal (32) in
500 ml N N-Dimethylformamid wird unter Argon portionsweise mit 20.70 g (517.50 mmol,
1.50 Aquiv.) einer 60%igen Dispersion von Natriumhydrid in Mineralol versetzt. Man
entfernt die Kiihlung und riihrt den Ansatz 1 h bei Raumtemperatur. Anschliefend wird die
Reaktionsmischung erneut auf 0°C gekiihlt und eine Losung von 61.6 ml (88.70 g,
518.61 mmol, 1.50 Aquiv.) Benzylbromid in 100 ml N,N-Dimethylformamid zugetropft. Die
Mischung wird auf Raumtemp. erwirmt und 15 h gerithrt. Nach Zugabe von 20 ml Methanol
wird das Losungsmittel i. Hochvak. entfernt und der Riickstand dreimal mit 80 ml Toluol
kodestilliert, in 600 ml Dichlormethan aufgenommen und mit 100 ml Wasser versetzt. Man
schiittelt aus, trennt die organische Phase ab, wiischt diese zwei weitere Male mit 100 ml
Wasser und trocknet sie iitber Magnesiumsulfat. Das T.osungsmittel wird i. Vak. evaporiert
und der Riickstand durch Flashchromatographie an Kieselgel (Siulendimensionen: Linge =
50.0 cm, Durchmesser = 12.0 cm im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc, 20:1 — 10:1) gereinigt.

Das erhaltene Produkt wird ohne weitere Charakterisierung zur Verbindung 34 umgesetzt.
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Ausbeute: 93.16 g (266.04 mmol, 77 %, leicht verunreinigt); gelbes 01, Ry=10.56
(‘Hex/EtOAcg, 5:1).
C1oH2605 (350.41)

6-0-Benzyl-a,p-D-galactopyranose (34)“32] Ho _OBn

(0, p-6-Bn-Gal) HO&Q& H

OH
Eine Lésung von 90.00 g (257.02 mmol) 0-6-Bn-1,2:3,4-Prn-Gal (33) in 500 ml Eisessig und

125 ml Wasser wird 4 h bei einer Temperatur von 90 °C geriihrt. AnschlieBend wird das
Essigsidure-Wasser-Gemisch i. Hochvak. entfernt und der Riickstand mit Toluol kodestilliert,
um restliche Spuren an Essigsiure zu entfernen. Das resultierende Rohprodukt wird in heiflem
Methanol gelost, mit Diethylether gefillt und i. Vak. getrocknet. Es ist fiir die nachfolgende
Reaktion ausreichend rein und wird ohne weitere Reinigung und Charakterisierung weiter
umgesetzt.

Ausbeute: 58.38 ¢ (216.13 mmol, 84 %); farbloser Feststoff, R,=0.17 (EtOA¢/EtOH, 10:1).
C13Hi506 (270.28)

1,2,3,4-Tetra-0-acetyl-6-0-benzyl-o,p-D-galactopyranose (35)!1°%

AcO _-0OBn
(0, B-6-Bn-AcsGal-OAc) Acogélmom
OAc

58.00 g (214.73 mmol) «,p-6-Bn-Gal (34) wird in 540 ml Pyridin geldst und auf 0 °C
abgekiihlt. Anschlie3end werden 270 ml Essigsdureanhydrid zugetropft, die Kithlung entfernt
und der Ansatz 16 h bei Raumtemp. gerithrt. Danach werden Pyridin sowie iiberschiissiges
Essigsidureanhydrid i. Hochvak. entfernt. Der Riickstand wird fiinfmal mit 80 ml Toluol
kodestilliert und durch Flashchromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge = 50.0
¢m, Durchmesser = 12.0 ¢cm im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc, 3:1) gereinigt, wobei ein
Anomerengemisch erhalten wird (o:f = 2:3, mittels NMR-Spektroskopie bestimmt).
Ausbeute: 78.64 g (179.48 mmol, 97 %); gelbes Ol, Rf“—Anomer =0.48 (‘Hex/EtOAc, 1:1),
Ry P_Anomer = 0.44 CHex/EtOAc, 1:1), Rr"-Anomer = 0.27 (‘Hex/EtOAc, 3:1).

300 MHz-"H-NMR (CDCl3): [é/ppm] = 7.39 — 7.22 (m, 10H, I.-Ph), 6.36 (d, 1II,
T = 2.8 Hz, H1-Gal%), 5.69 (d, 1H, *Jy1m = 8.3 Hz, H1-Gal®), 5.57 (s, 1H, H4-Gal“),
5.51 (dd, 1H, *Juy 3 = 3.3 Hz, H4-Gal’), 535 — 5.27 (m, 3H, H2-Gal®, H2-Galf, H3-Gal%),
5.07 (dd, 1H, *Jus.o = 10.4 Hz, *Juzm = 3.4 Hz, H3-Gal®), 4.54 (d, 2H, *Jepacrn = 12.0 Hz,
ClHa-Bn), 4.43 — 4.35 (m, 211, CHaw-Bn {2 x d, 4.41, 4.37, *Jcmacun = 12.0 1z, }), 4.29 (tp.
1H, *Jus pean = 6.4 Hz, H5-Gal®), 3.99 (1, 1H, *Jus mea = 7.1 Hz, H5-Gal%), 3.59 — 3.38 (m,
4H, H6,-Gal%, H6,-Gal®, He,-Gal®, Hey-Gal?), 2.14, 2.10, 2.05, 2.05, 2.03, 2.01, 1.99, 1.98
(8 x 5, 24H, CH3-Ac).
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ESI-MS (positiv): fm/z] = 461.12 ((IM+Na]', ber.: 461.14).
Cs1Hog01g (438.43)

[134]

2,3,4-Tri-O-acetyl-6-0O-benzyl-a-D-galactopyranosylbromid (36) AcO _-OBn
Q

(u-6-Bn-Ac¢3Gal-Br) AcO
AcO

Br

Eine Losung von 4.63 g (10.56 mmol) «.f-6-Bn-Acz;Gal-OAc (35) in 70 ml Dichlormethan
wird auf 0 °C gekiihlt und unter Rithren mit 30.0 ml einer 33%igen Losung von
Bromwasserstoff in Eisessig tropfenweise versetzt und 40 min bei Raumtemp. geriihrt. Der
Ansatz wird mit 150 ml eiskaltem Dichlormethan verdiinnt, zweimal mit 100 ml Eiswasser
und zweimal mit 150 ml einer kalten ges. Natriumhydrogencarbonat-L.6sung gewaschen. Die
organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet, die L.osungsmittel i. Vak. evaporiert
und das Rohprodukt (4.54 g) durch Flashchromatographie an Kieselgel (Saulendimensionen:
Linge = 22.0 cm, Durchmesser = 8.0 ¢m im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc, 4:1) gereinigt.
Ausbeute: 2.52 g (5.53 mmol, 52 %); gelbes, hochviskoses Ol, R;=0.40 (‘Hex/EtOAc, 3:1).
300 MHz-"H-NMR (CDCL): [o/ppm] = 736 — 722 (m, 5H, Ha-Ph), 6.68 (d, 1H,
Tmm=39Hz, H1-Gal), 555 (dd, 1H, “*Jiyz=3.2Hz, H4-Gal), 537 (dd, 1H,
sz = 105 Hz, *Jis e = 3.4 Hz, H3-Gal), 5.00 (dd, 1H, *Jipus = 10.5 Hz, *Juom = 3.9 Hz,
H2-Gal), 4.53 (d, 2H, *Jeuzcun = 12.0 Hz, CHz,-Bn), 4.44 (m, 1H, H5-Gal), 4.39 (d, 2H,
*Jemacmn = 12.0 Hz, CHyy-Bn), 3.52 (dd, 1H, *Jugans = 6.2 Hz, *Jisaneo= 9.7 Hz, H6,-Gal),
3.46 (dd, 1H, *Jugps = 6.7 Hz, “Jueuea= 9.7 Hz, H6,-Gal), 2.08, 2.01, 1.98 (3xs, 9H,
CHs-Ac).

75.5 MHz->C-NMR [BB] (CDCl3): [é/ppm] = 170.23, 169.94, 169.83 (C=0-Ac), 137.37
(Cipso-Ph), 128.60, 128.04 (C, np-Ph), 88.77 (C1), 73.57 (CH»-Bn), 72.17 (C5), 68.29, 68.08,
67.50 (C2, C3, C4), 66.84 (C6), 20.88, 20.73, 20.65 (CH;-Ac).

C1oH23BrOg (459.29)
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300 MHz-"H-NMR (CDCL3): [d/ppm] = 7.77 (d, 2H, *Jusus = *Jusus = 7.5 Hz, H4-Fmoc,
H5-Fmoc), 7.64 (d, 2H, *Jiyy 1 = *Jus 7 = 7.4 Hz, H1-Fmoc, H8-Fmoc), 7.45 — 7.36 (m, 2H,
H32-Fmoc, H6-Fmoc), 736 — 7.27 (m, 2H, H2-Fmoc, H7-Fmoc), 5.65 (d, 1H,
it thee = 9.5 Hz, NH-Thr), 5.47 (dd, 1H, >y 1z = 3.3 Hz, *Jygy s = 1.4 Hz, H4-GalN), 5.35
(dd, 1H, *Jipm=11.2Hz, *fipms =33 Hz, H3-GalN), 5.11 (d, 1, °*Jigm =3.7 Hz,
H1-GalN), 4.48 — 4.22 (m, 6H, H5-GalN, H6,-GalN, H6,-GaIN, H9-Fmoc, Thr® Thr"), 4.10
(d, 2H, *Jemomo = 6.4 Hz, CH>-Fmoc), 3.64 (dd, 1H, *Juoms=11.2 Hz, *Juom =3.7 Hz,
H2-GaIN), 2.15, 2.08, 2.05 (3xs, 9H, CHsAc), 1.51 (s, 9H, CH;-Bu), 1.36 (d, 3H,
*Jtheythep = 6.5 Hz, Thr"),

75.5 MHz->C-NMR [BB] (CDCl;): [é/ppm] = 170.47, 170.11, 169.97, 169.33 (C=0-Ac,
C=0-Thr), 156.96 (C=0-Fmoc), 144.01 (Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.41 (C4a-Fmoc,
(C5a-Fmoc), 127.83 (C3-Fmoc, C6-Fmoc), 127.24 (C2-Fmoc, C7-Fmoc), 125.43 (C1-Fmoc,
C8-Fmoc), 120.07 (C4-Fmoe, C5-Fmoc), 99.35 (C1-GaIN), 83.02 (C-Bu), 76.50 (Thr®),
68.17, 67.65, 67.19 (C3-GalN, C4-GalN, C5-GaIN, CH,-Fmoc), 61.91 (C6-GaIN), 59.35
(Thr*), 57.85 (C2-GalIN), 47.26 (C9-Fmoc), 28.11 (CHs-'Bu), 20.76 (CHs-Ac), 19.07 (Thr").
ESI-MS (positiv): [m/z] = 733.45 (IM+Na]", ber.: 733.27).

Ci5H4aN401; (710.73)

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-

galactopyranosyl)-L-threonin-ferf-butylester (1 3tz A:)O! éogc
(Fmoc-Thr(a-Ac;GalNAc)-O'Bu) AcHN ]

O'B
26.50 g (37.28 mmol) Fmoc-Thr(t-Ac;GalN3)-O'Bu (17) werden in Rulil I -

110 ml Essigsiure, 220 ml Essigsdureanhydrid und 330 ml Tetrahydrofuran geldst und mit
26.50 g (305.86 mmol, 8.20 Aquiv.) Zinkstaub versetzt, welches zuvor durch 3 min
Aufschlimmen in 2 M Salzsiure aktiviert, mit Wasser sowie Ethanol gewaschen und mit
Diethylether getrocknet wird. Man riithrt die Suspension 18h bei Raumtemperatur.
AnschlieRend werden 500 ml Tetrahydrofuran hinzugegeben, der Zinkstaub iiber Iyflo®
abfiltriert und mehrmals mit Tetrahydrofuran nachgewaschen. Das Filtrat wird i. Vak. vom
Losungsmittel befreit und der Riickstand wird fiinfmal mit 50 ml Toluol kodestilliert. Der
Riickstand (29.96 g) wird durch Flashchromatographie an Kieselgel (Saulendimensionen:
Linge = 38.0 ¢m, Durchmesser = 12.0 ¢cm im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc, 2:1 — 1:1)
gereinigt.

Ausbeute: 20.48 ¢ (28.17 mmol, 76 %); farbloser, amorpher Feststoff, [a]5' =+ 65.3
(c = 1.00, CHCL), Lit:®" [a]3?=+ 63.4 (c =1.00, CHCl3), Ry=0.28 (‘Hex/EtOAc, 1:2),
Rr=0.17 (Hex/EtOAc, 1:1).
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300 MHz-"H-NMR (CDCLs): [d/ppm] = 7.78 (d, 2H, *Jusus = *Jusus = 7.5 Hz, H4-Fmoc,
H5-Fmoc), 7.64 (d, 2H, 3JH1,H2:3JH8,H7:7.4 Hz, H1-Fmoc, H8-Fmoc), 7.41 (m., 2H,
H3-Fmoc¢, H6-Fmoc), 7.34 (m., 2H, H2-Fmoc, H7-Fmoc), 5.96 (d, 1H, 3JNH,H2:9.8 Hz,
NH-GalN), 5.51 (d, 1H, *Jxg1ie = 9.3 Hz, NH-Thr), 539 (s, 1H, H4-GalN), 5.10 (dd, 1H,
S = 11.3 Hz, *Jizm = 3.2 Hz, H3-GalN), 4.89 (d, 1H, *Juym = 3.7 Hz, H1-GalN), 4.63
(td, 1H, *Jrom ~ *Jpaa ™ 10.6 Hz, *Jiom = 3.7 Hz, H2-GalN), 4.45 (m, 2H, CH,-Fmoc),
433 — 4.04 (m, 6H, H5-GalIN, H6,-GalN, H6,-GalN, H9-Fmoe, Thr®, Thr?), 2.17, 2.04, 2.00
(3 x 5, 12H, CH;-Ac), 1.46 (s, 9H, CHs-"Bu), 1.33 (d, 3H, *Jrhy g = 6.3 Hz, Thr¥).

75.5 MHz->C-NMR [BB] (CDCL): [é/ppm] = 171.04, 170.45, 170.40, 160.13 (C=0-Ac,
C=0-Thr), 156.57 (C=0-Fmoc), 143.89, 143.84 (Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.44 (C4a-Fmoc,
C5a-Fmoc), 127.92, 127.90 (C3-Fmoc, C6-Fmoc), 127.27 (C2-Fmoc, C7-Fmoc), 125.27,
125.20 (C1-Fmoe, C8-Fmoc), 120.18, 120.15 (C4-Fmoe, C5-Fmoc), 100.11 (C1-GalN), 83.40
(C-‘Bu), 76.19 (ThrP), 68.87, 67.52, 67.50 (C3-GalN, C4-GalN, C5-GalN, CH,-Fmoc), 62.25
(C6-GalN), 59.03 (Thr™), 47.41, 47.28 (C2-GaIN, C9-Fmoc), 28.22 (CHs-Bu), 23.41, 20.89,
20.79 (CHs-Ac), 18.67 (Thr".

ESI-MS (positiv): [m/z] = 749.26 (IM+Na]", ber.:749.29).

Ca7HygN,O13 (726.77)

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-

(8] AcO OAc
galactopyranosyl)-L-threonin (14) ES o
AcO
(Fmoc-Thr(a-GalAc.NAc)-OH) ABEN
OH
400 g (5.50 mmol) Fmoc-Thr(o-AcsGalNAC)-OtBu (10) werden in einer " T

Mischung aus 47.50 ml Trifluoressigsidure und 2.5 ml Wasser geldst. Man riihrt 1.5 h bei
Raumtemp., anschlieBend werden die fliichtigen Bestandteile i. Vak. evaporiert und der
Riickstand wird dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert. Der Riickstand (3.75 g) wird durch
Flashchromatographie an Kieselgel (Sdulendimension: Linge = 25.0 cm, Durchmesser = 5.5
c¢m) im Laufmittelgemisch (EtOAc/ Hex/TEFA, 160:40:1) gereinigt.

Ausbeute: 3.65 g (5.44 mmol, 99 %); farbloser, amorpher Feststoff, [c:r]lz)5 =+ 74.8 (¢ = 1.00,
CHCly), Lit.:** [a]22 = + 65.4 (¢ = 1.45, CHCl3), R = 0.27 (EtOAc/ Hex/TFA, 160:40:1).

300 MHz-"H-NMR (CDCI3): [8/ppm] = 7.73 (m, 2H, H4-Fmoc, H5-Fmoc)', 7.66 — 7.44 (m,
2H, H1-Fmoc, HS—FmOC)*, 7.41 — 722 (m, 4H, H2-Fmoc, H3-Fmoc, H6-Fmoec, H7-Fmoc),
7.04, 6.93 2 x d, 1H, *Jxgme = 9.9 Hz, NH-GaIN)", 6.11, 5.94 (2 x d, 1H, *Jap1hee = 9.6 Hz,
NH-Thr)", 5.37, 5.29 (m, 1H, H4-GaIN)", 5.13 (dd, 1H, *Jiz1p = 11.3 Hz, *Jizu =3.3 Hz,
H3-GalIN), 5.04, 4.99 (2 x d, 1H, *Ji1m = 3.8 Hz, H1-GaIN)", 4.77 — 3.88 (m, 9H, H2-GalN,
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CH,-Fmoe, H5-GalN, H6,-GalN, H6,-GalN, H9-Fmoc, Thr*, Thr), 2.16, 2.15, 2.04, 2.02,
1.96, 1.94 (6 x s, 12H, CHs-Ac)’, 1.26, 0.98 (2 x d, 3H, *J1pe g = 6.4 Hz, Thr')".

75.5 MHz->C-NMR [BB] (CDCL3): [é/ppm] = 173.58, 17236, 171.46, 171.41, 170.98,
170.53, 170.47, 170.27 (C=0-Ac, C=0-Thr), 158.05, 156.73 (C=0-Fmoc), 143.76, 143.33
(Cla-Fmoe, C8a-Fmoc), 141.45 (C4a-Fmoc, C5a-Fmoc), 128.04, 127.94 (C3-Fmoc,
C6-Fmoc), 127.36, 127.29 (C2-Fmoc, C7-Fmoc), 125.30, 125.05, 124.77, 124.70 (C1-Fmoc,
C8-Fmoc)”, 120.18, 120.12 (C4-Fmoc, C5-Fmoc), 99.60, 98.84 (C1-GaIN)", 77.37, 76.19
(Thr"y’, 68.17, 67.88 (C3-GalN)", 67.46, 67.40 (C4-GalN),, 6721, 67.13 (C5-GalN,
CH,-Fmoc), 6232, 62.18 (C6-GaIN)", 58.86, 58.72 (Thr®), 48.72, 48.18, 47.39, 47.07
(C2-GalN, C9-Fmoc)', 22.97, 22.31, 21.20, 20.96, 20.86, 20.80, 20.76 (CHs-Ac)’, 18.67,
18.38 (Thr')".

" Es liegen unterschiedliche Konformere vor.

ESI-MS (positiv): [m/z] =.671.19 ((M+H]", ber.: 671.25).

C33H3gN,0O45 (670.66)

5.4.2 Die Synthese des Galactosamin-Serin-Konjugats

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-a-D-galacto-

pyranosyl)-L-serin-feri-butylester (15)[154’ 42 fee O’;C
(Fmoc-Ser(a-Ac;GalN3)-O'Bu) S
(@)
W f u
Eine Losung von 8.84 g (23.06 mmol, 1.00 Aquiv.) Fmoc-Ser-O'Bu (6) FmocHle(O 5

in 200 ml absol. Dichlormethan/absol. Toluol (1:1) wird mit 20 g gepulvertem Molekulalc')sieb
(4 A, Pulver) unter Argon 1h bei Raumtemp. geriihrt und anschliefend auf 0 °C abgekiihlt.
Das Reaktionsgemisch wird mit 8.90 g (32.30 mmol, 1.40 Aquiv.) Silbercarbonat und mit
1.20 ¢ (5.77 mmol, 0.25 Aquiv.) wasserfreiem Silberperchlorat in etwa 10 ml absol. Toluol
versetzt und weitere 30 min unter Lichtausschluss und einer Argonatmosphire bei 0 °C
geriihrt. Danach wird eine Losung von 10.00 g (25.40 mmol, 1.10 Aquiv.) a-Ac;GalNs-Br
(11) in 90 ml absol. Dichlormethan/absol. Toluol (1:1) innerhalb von 30 min zugetropft. Man
lisst die Reaktionsmischung auf Raumtemp. erwiirmen und rithrt 24 h, wobei nach 2 h weitere
6.36 g (23.06 mmol, 1.00 Aquiv.) Silbercarbonat und 0.96 g (4.61 mmol, 0.20 Aquiv.)
Silberperchlorat zur Vervollstindigung der Umsetzung hinzufiigt werden. Es wird mit 400 ml
Dichlormethan verdiinnt, das Molekularsieb uiber Hyﬂ0® abfiltriert und mit Dichlormethan
nachgewaschen. Das Filtrat wird zweimal mit 100 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-

Losung und zweimal mit 100 ml einer ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen und iiber
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gereinigt  (Sdulendimensionen: Linge = 33.0 c¢m, Durchmesser = 11.0 ¢m im
Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc, 4:1 — 1:1).

Ausbeute: 17.67 g (24.79 mmol, 78 %); farbloser, amorpher Feststoff, [a]3' =+ 57.8
(c = 1.00, CHCly), Lit.."*! [a]2? = + 59.5 (¢ = 1.00, CHCls), Ry= 0.27 (BtOAc/Hex, 2:1).
300 MHz-"H-NMR (CDCL): [d/ppm] = 7.77 (d, 2H, *Juns = *Jusus = 7.4 Hz, H4-Fmoc,
H5-Fmoc), 7.62 (d, 2H, *Juym = Jusiy = 7.4 Hz, H1-Fmoc, H8-Fmoc), 7.41 (, 2H,
mm =T = Taens = Jusw = 7.3 Hz, H3-Fmoe, H6-Fmoc), 7.32 (m,, 2H, H2-Fmoc,
H7-Fmoc), 5.74 (d, 1H, *Jxu e = 8.0 Hz, NH-Ser), 5.67 (d, 1H, */xm = 9.6 Hz, NH-GalN),
538 (d, 1H, *Jyyns =3.3 Hz, H4-GaIN), 5.11 (dd, 1H, *Jys o= 11.1 Hz, *Jys e = 3.2 Hz,
H3-GalN), 4.84 (d, 1H, *Juim~3.6 Hz, H1-GaIN), 4.60 (ddd, 1H, *Jupus~ 11.1 Hz,
TN = 9.6 Hz, *Jipm = 3.6 Hz, H2-GaIN), 4.50 — 4.36 (m, 3H, Ser”, CH>-Fmoc), 4.25 (t,
1H, *Jio cxo = 6.9 Hz, H9-Fmoc), 4.16 — 4.02 (m, 3H, H5-GalN, H6,-GaIN, H6,-GalN), 3.97
(ddy, 1H, *Jupano =43 Hz, *pgappo = 11.6 Hz, HE-Ser), 3.85 (ddy, 1H, *Jupppa = 3.4 Hz,
ZJHBb,HBa =11.6 Hz, HE—Ser), 2.16, 2.00, 1.99, 1.93 (4xs, 12H, CHs-Ac), 1.49 (s, 9H,
CH;-Bu).

75.5 MHz-">C-NMR [BB] (CDCL): [o/ppm] = 171.05, 170.54, 170.42, 170.18, 169.12 (4 x
C=0-Ac, C=0-Ser), 155.96 (C=0-Fmoc), 143.90, 143.86 (Cla-Fmoc, CBa-Fmoc), 141.45
(C4a-Fmoc, C5a-Fmoc), 127.94 (C3-Fmoc, C6-Fmoc), 127.26 (C2-Fmoc, C7-Fmoc), 125.17
(C1-Fmoc, C8-Fmoc), 120.19 (C4-Fmoc, C5-Fmoc), 98.97 (C1-GalN), 83.27 (C-"Bu), 69.48
(SerP), 68.55, 67.42 (C3-GalN, C4-GalN, C5-GalN), 67.39 (CH,-Fmoc), 62.03 (C6-GalN),
54.94 (Ser™), 47.69 (C2-GalN), 47.23 (C9-Fmoc), 28.16 (CH3-Bu), 23.37 (CH;-CONI),
20.91, 20.88, 20.76 (3 x CHz-Ac).

ESI-MS (positiv): [m/7] = 735.24 ((M+Na]", ber.: 735.27).

C36HaaN2O43 (712.74)

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-

galactopyranosyl)-L-serin (17)!'*4 AcO OAOC
A oéﬁ
(Fmoc-Ser(a-GalAc,NAc)-OH) Rty

O

FmocH N)“/OH

Die Reaktion wird gemil der Vorschrift zur Synthese von Fmoc-Thr(a-GalAc:NA¢)-OH ((14)
durchgefiihrt.

Eingesetzte Mengen: 2.00 ¢ (2.81 mmol) Fmoc-Ser(a-AcsGalNAc)-OBu (16) werden in einer
Mischung aus 23.75 ml Trifluoressigsdure und 1.25 ml Wasser geldst. Es wird 1 h bei
Raumtemp. geriihrt. Der Riickstand (1.95 g) wird durch Flashchromatographie an Kieselgel
(Sdulendimension: Linge = 33.0 ¢m, Durchmesser = 3.8 ¢m) im Laufmittelgemisch
(EtOAc/ Hex/TFA, 160:40:1) gereinigt.
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Benzyl-5-acetamido-2,4,7,8,9-penta-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a,p-D-galactonon-2-

ulopyranosonat (20) Hol ACO ae  GOOBn
g

(w.p-AcsNeuNAcCOOBN) WOAC
AcO

Zu einer Losung von 33.60 g (64.67 mmol) «,p-AcsNeuNAcCOOH (19) in 100 ml Ethanol
gibt man 10.61 g (32.58 mmol, 0.50 Aquiv.) Cisiumcarbonat geldst in 20 ml Wasser. Nach
Abklingen der Gasentwicklung rithrt man die Reaktionsmischung 1 h bei Raumtemp. und
entfernt das Losungsmittel i. Vakuum. Der Riickstand wird dreimal mit 200 ml Toluol
kodestilliert und der verbleibende Feststoff in 180 ml N.N-Dimethylformamid geldst.
AnschlieBend werden 70 ml (100.21 g, 585.87 mmol, 9.06 Aquiv.) Benzylbromid langsam bei
0 °C zugetropft. Danach wird 15 h bei Raumtemp. gerithrt und anschlieBend das
Losungsmittel i. Hochvak. entfernt. Es wird dreimal mit 200 ml Toluol kodestilliert und der
Riickstand in 500 ml Ethylacetat aufgenommen. Ausgefallenes Casiumbromid wird abfiltriert
und das Filtrat zweimal mit 200 ml dest. Wasser und einmal mit 150 ml ges. Natriumchlorid-
Lsg. gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. evaporiert.
Der Riickstand (59.36 g) wird durch Flashchromatographie an Kieselgel (Siulendimensionen:
Linge = 34.0 cm, Durchmesser = 11.0 ¢cm im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc 1:1 — EtOAc)
gereinigt.

Ausbeute: 35.34 ¢ (57.97 mmol, 90 %); farbloser Feststoff, Rf“: 0.37 (EtOAc), Rfﬁ =0.23
(EtOAC).

300 MHz-"H-NMR (CDCl;): [6/ppm] = 7.38 (bs, 5H, Ha-Ph), 5.45 — 5.39 (m, 1H, NH-Sia),
5.36 (dd, 1H, *Jipus = 5.3 Hz, *Jyp ue = 1.7 Hz, H7-Sia), 5.23 (me, 2H, “Jomacmmn = 12.2 Hz,
H4-Sia, CHa-Bn), 5.15 (d, 1H, *Jempcma=122Hz, CHy-Bn), 5.08 (ddd, 1H,
3Jus uop = 6.5 Hz, *Jus 7 = 5.3 Hz, *Jug noa = 2.7 Hz, H8-Sia), 4.44 (dd, 1H, *Jug, s = 2.7 Hz,
“Jroamos = 12.4 Hz, H9,-Sia), 4.18 — 4.03 (m, 2H, H5-Sia, H9%-Sia), 2.54 (dd, 1H,
3JH3ﬁq,H4 =50 Hz, ZJHgﬁq,Hgax =13.5 Hz, H34-Sia), 2.12 (s, 3H, CHsz-Ac), 2.10 (m., 4H,
H3,-S1a, CHs-Ac {2.10, 8}), 2.01 (sp, 9H, 3 x CH3-Ac), 1.88 (s, 3H, CH;-Ac).

ESI-MS (positiv): [m/z7] = 632.28 ((M+Na]", ber.: 632.20).

CagH3sNOy4 (609.58)

O-Ethyl-S-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-
galacto-non-2-ulopyranosyl)onat]dithiocarbonat (22)014] el OAG .. COOBn
F

Szl
(a-AcsNeuNACCOOBN-Xan) Y

Zu 10.00 g (16.40 mmol) o,B-AcsNeuNAcCOOBn (20) gelost in 75 ml absol. Dichlormethan
werden bei 0 °C 18 ml Acetylchlorid innerhalb von 30 min zugetropft. Die eisgekiihlte
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(m, 2H, CH,-Fmoc), 4.34 — 4.20 (m, 31, H2-GalN, Thi*, H9-Fmoc), 4.15 (me, 11, Thr®), 4.05
(s, 1H, H4-GaN), 3.99 — 375 (m, 4H, H3-GalN, H5-GaIN, H6,4-GalN), 2.11 (s, 3H,
CHs-Ac), 1.45 (s, 9H, CHs-'Bu), 1.30 (d, 31, */1uey g = 6.3 Hz, Thr?).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 623.22 (IM+Nal*, ber.: 623.26).

Ca1TLoN201p (600.66)

Herstellung der Methylsulfenylbromid-Lisung (1.6 M in absol. 1,2-Dichlorethan)!''®!

Die fiir Sialylicrungsreaktionen bendtigte Methylsulfenylbromid-Losung wird wie folgt
hergestellt. 0.71 ml (0.75 g, 8.01 mmol) Dimethyldisulfid und 10 ml absol. 1,2-Dichlorethan
werden unter Argon mit .41 ml (1.28 g, 7.98 mmol) Brom versetzt und unter Lichtausschluss

bei Raumtemp. 15 h geriihrt.

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-(2-acetamido-2-desoxy-6-0- benzyl-(5-acetamido-
4,7,8,9-tetra-0O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat |-a-

D-galactopyranosyl)-L-threonin-fert-butylester (25)%" 157] s DA FOOEN
(Fmoc-Thr(a-Ac;NeuNAcCOOBn-(2-6)-a-GalNAc)-O'Bu) Wo\o

1.20 g (2.00 mmol) Fmoc-Thr(a-GalNAc)-O'Bu (24), 3.00 g FmocHNx(OfBu
(4.47 mmol, 2.24 Aquiv.) a-AcsNeuNAcCOOBn-Xan (22) <

(Gemisch aus dem Xanthogenat und dem Eliminierungsprodukt 23), etwa 4 ¢ Molekularsieb
(4 A) werden in 40 ml absol. Acetonitril und 20 ml absol. Dichlormethan suspendiert und
unter Argon 30 min bei Raumtemp. geriihrt. Anschliefend kithlt man die Losung auf — 65 °C
ab, gibt unter Lichtausschluss 1.20 ¢ (4.67 mmol, 1.04 Aquiv. bezogen auf 22) trockenes
Silbertrifluormethansulfonat hinzu und rithrt die Mischung erneut 45 min bei — 65 °C. Danach
werden 3.15 ml (5.04 mmol, 1.13 Aquiv. bezogen auf 22) einer vorgekiihlten 1.6 M
Methylsulfenylbromid-T1.osung in absol. 1,2-Dichlorethan innerhalb von 45 min zugetropft.
Der Ansatz wird 5 h bei — 65 °C geriihrt. Danach werden weitere 0.20 g (0.78 mmol, 0.17
Aquiv. bezogen auf das Xanthogenat) Silbertrifluormethansulfonat und 0.40 ml (0.64 mmol,
0.14 Aquiv.) Methylsulfenylbromid-L.osung auf einmal hinzugegeben und weitere 3 h bei —
65 °C geriihrt. Nach insgesamt 8 h wird durch Zugabe von 1.2 ml N-Ethyldiisopropylamin
neutralisiert, die Reaktionsmischung auf Raumtemp. erwirmt, mit 50 ml Dichlormethan
verdiinnt und iiber einer diinnen Schicht Hyﬂo® filtriert. Der Filterkuchen wird fiinfmal mit
50 ml Dichlormethan nachgewaschen und das Filtrat i. Vak. von den Losungsmitteln befreit.

Der Riickstand (6.65 g) wird durch Flashchromatographie an Kieselgel (Siulendimensionen:
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Linge = 35.0 cm, Durchmesser = 4.0 ¢cm im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc¢ 1:1 — EtOAc —
EtOA¢/EtOH — 40:1) gereinigt.

Ausbeute: 1.47 g (1.27 mmol, 64 %); farbloser Feststoff, [cr:]‘%4 =+ 8.5 (¢ =1.00, CHCl3),
Lit:™7 [a]2?=+63 (c=1.00, CHCl), R,=038 (EtOA¢/EtOH, 10:1), R,=0.21
(EtOAC/EtOH, 20:1).

400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCL): [d/ppm] = 777 (d, 2H, “*JTym=
*Jusus = 7.5 Hz, H4-Fmoe, H5-Fmoc), 7.62 (d, 2H, *Juim = Jusw = 7.6 Hz, H1-Fmoc,
H8-Fmoc), 7.44 — 7.37 (m, 2H, H3-Fmoc, H6-Fmoc), 7.37 — 7.28 (m, 7H, H2-Fmoc,
H7-Fmoc, Har-Ph), 6.71 (d, 1H, */npuo = 7.4 Hz, NH-GalIN), 5.44 (d, 1H, >/ theo = 9.4 Hz,
NH-Thr), 5.36 (ddd, 1H, *Jugw ~7.4Hz, *Jusmon=2.5Hz, H8-Sia), 5.31 (dd, 1H,
3y s = 7.4 Hz, 3 1 = 1.7 Hz, H7-Sia), 5.26 (d, 1H, *Jemacms = 12.0 Hz, CH,,-Bn), 5.21
(d, 1H, *Jnuus = 8.8 Hz, NH-Sia), 5.17 (d, 1H, “Jeum.crz = 12.0 Hz, CH,-Bn), 4.85 (ddd,
1H, *Jama=120Hz, Jaws=94Hz, “Jaumsiq=46Hz, H4-Sia), 480 @, 1H,
T =3.9 Hz, H1-GaIN), 4.60 (s, 1H, OH3-GalN), 4.48 (d, 2H, *Jemopo=6.9 Hz,
CHz-Fmoc), 4.36 (dd, 1H, *Juo,ms=2.5 Hz, “Juoamo = 12.4 Hz, H9,-Sia), 4.26 (t, 1H,
*Jio.cr = 6.9 Hz, H9-Fmoc), 4.23 — 4.15 (m, 2H, Thr {4.18}, H2-GaIN {4.16}), 4.12 — 4.02
(m, 4H, Thr’ {4.08}, H9,-Sia {4.06}, H5-Sia {4.05}, H6-Sia {4.03}), 3.93 (dd, 1H,
*Jusans = 7.0 Hz, “Jugane = 10.4 Hz, H6,-GalN), 3.77 — 3.60 (m, 3H, H5-GaIN {3.71},
H4-GaIN {3.67}, H3-GaIN {3.63}), 3.52 (dd, 1H, Juep.us = 4.7 Hz, “Jusb.usa = 10.4 Hz,
H6,-GalN), 2.91 (s, 1H, OH4-GalN), 2.60 (dd, 1T, *Jussqma = 4.6 Hz, “Jrzaquzax = 12.8 Hz,
H3,,-Sia), 2.12, 2.11, 2.10 (3 x s, 9H, CHs-Ac), 2.02 (sp, 6H, 2 x CHs-Ac), 1.97 (m., 1H,
H3,,-Sia), 1.87 (s, 3H, CHs-Ac), 1.46 (s, 9H, CH;-Bu), 1.28 (d, 3H, *Jyyymnp = 5.9 Hz, Thr).
ESI-MS (positiv): [m/z] = 1172.25 ((M+Na]*, ber.: 1172.44).

Cs7H7oN30,, (1150.18)

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-(2-acetamido-3,4-di-O-acetyl-2-desoxy-6-O-[benzyl-

(S-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-

ulopyranosyl)-onat|-e-D-galactopyranosyl)-L-threonin-fert-butylester (26)1*" 1371

(Fmoc-Thr(a-Ac,;NeuNAcCOOBn-(2-6)-a-GalAcoNAc)-O'Bu)

AcO
AcO ;C'Ac COO0Bn

ACHNZRF ™
Zu 938 mg (815.5 pmol) Fmoc-Thr(o-Ac;NeuNAcCOOBI-(2-6)- A ACA;O&%O
a-GalNAc)-OBu  (25) gibt man 30ml Pyridin und 15 ml Aeig
Essigsdurecanhydrid bei — 10°C hinzu. Man rithrt das Ll ol

o
Reaktionsgemisch 14 h bei — 10 °C und lidsst es dann auf Raumtemp. kommen. Nach 16 h

entfernt man iiberschiissiges Essigsiureanhydrid sowie Pyridin im Hochvakuum. Der

dunkelgelbe Riickstand wird dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert und durch
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N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-(2-acetamido-3,4-di-O-acetyl-2-desoxy-6-O-[ benzyl-
(S-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-

ulopyranosyl)-onat]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonin (27) doti, L pAcO €00Bn
AcHN
(Fmoc-Thr(a-AcyNeuNAcCOOB-(2-6)-a-GalAc:NAc)-OH) AcO AcO Ogo
heo ACHNO
OH
Eine Losung aus 1.92 g (1.56 mmol) Fmoc-Thr(a-Ac;NeuNAcCOOBn- FmesH

(2-6)-a-GalAcosNAc)-O'Bu (26) und 20 ml Dichlormethan wird mit 0.8 ml Wasser und 40 ml
Trifluoressigsidure versetzt. Die Reaktionsmischung wird 2 h bei Raumtemp. geriihrt und dann
mit 50 ml Toluol verdiinnt. Die Losungsmittel werden i. Vak. evaporiert und der gelbe
Riickstand wird dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert. Die Reinigung des Rohprodukts
erfolgt durch Flashchromatographie an Kieselgel (Sidulendimensionen: Linge = 30.0 cm,
Durchmesser = 2.6 ¢m im Laufmittelgemisch EtOAc — 6:1 —3:1 EtOAc¢/EtOH). Letzte
Verunreinigungen werden mittels priparativer RP-HPLC entfernt. Ry = 28.03 min (Gerit 1,
Siule: Luna-1, Gradient: Ana-1), R;=45.18 min (Geriit 2, Siule: Luna-1, Gradient: Priip-1).
Ausbeute: 1.55 g (1.31 mmol, 84 %); farbloser Feststoff, [0:]‘,234 =+29.9 (¢ =1.00, MeOH),
Lit.." [a]2% = + 29.1 (¢ = 1.00, MeOH), Ry= 0.20 (EtOAc/EtOH, 2:1).

300 MHz-"H-NMR (MeOH-d): [6/jppm] = 7.78 (m. 2H, H4-Fmoc, H5-Fmoc), 7.67 (m,, 2H,
H1-Fmoe¢, H8-Fmoc), 7.44 -7.25 (m, 9H, H2-Fmoc, H32-Fmoc¢c, H6-Fmoc, H7-Fmoc,
HarPh), 538 — 5.26 (m, 3H, H7-Sia, H8-Sia, CH»,-Bn), 5.22 — 5.13 (m, 2H, H4-GalN,
CHa,-Bn), 4.95 (dd, 1H, *Jyzm = 11.4 Hz, *Jiz i = 3.2 Hz, H3-GalN), 4.85 — 4.75 (m, 2H,
H1-GalN, H4-Sia), 4.62 (dd, 1H, *Jemane = 6.3 Hz, “Jemanm = 10.8 Hz, CHa,-Fmoc), 4.44
(dd, 1H, *Jemp o = 5.9 Hz, “Jemp o = 10.8 Hz, CHa,-Fmoc), 4.38 — 4.14 (m, 6H, H2-GalN,
H9-Fmoc, H9,-Sia, Thr®, Thi, H6-Sia), 4.08 — 3.90 (m, 3H, H5-Sia, H9,-Sia, H5-GalIN), 3.78
(dd, 1M, *Jusans = 7.4 Hz, *Jueaneo = 10.4 Hz, H6,-GaIN), 3.10 (dd, 1H, *Jugons = 4.4 Hz,
“Jushnea = 10.4 Hz, H6p-GalN), 2.63 (dd, 1H, “Jusqm =46Hz, “Jrsquss = 12.7 Hz,
H3;,-Sia), 2.08, 2.07 (2 x s, 9H, 2 x CH3-CONH, CHs-Ac), 1.97, 1.97 (2 x s, 6H, 2 x
CHs-Ac), 1.92 (sp, 3H, CHs-Ac), 1.91 (m., 4H, H3,x-Sia, CHs-Ac), 1.81 (sp, 3H, CHs-Ac),
1.16 (d, 3H, *Jrpey g = 6.5 Hz, Thr).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 1200.54 ([M+Na]", ber.: 1200.40).

Cs7Hg7N3O94 (1178.15)
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5.6.1.2 Die Synthese von N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-(2-
acetamido-4,6-di-0O-acetyl-2-desoxy-3-0-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-galacto-

pyranosyl]-c-D-galactopyranosyl)-L-threonin

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-(2-acetamido-4,6-0-benzyliden-2-desoxy-a-D-galac-

topyranosyl)-L-threonin-fert-butylester (37)*! t
0
(Fmoc-Thr(a-4,6-Bzn-GalNAc)-O'Bu) 0 5
Hogﬁ
4.00 g (5.10 mmol) Fmoc-Thr(a-GalNAc)-O'Bu (24) werden in 190 ml ACHNG
Acetonitril gelost und mit 5.86ml (5.97 g, 39.3 mmol, 7.70 Aquiv.)  rrocun” O BY

Benzaldehyddimethylacetal — versetzt. Die  Mischung wird  mit g

4-Toluolsulfonsdure-Monohydrat, gelost in Acetonitril, versetzt bis ein pH-Wert zwischen
4.0 — 3.5 erreicht ist. Der Ansatz wird 18 h bei Raumtemp. geriihrt und anschliefend durch
tropfenweise Zugabe von N-Ethyldiisopropylamin unter stindiger Kontrolle des pH-Werts
neutralisiert. Die Losungsmittel werden i. Vak. evaporiert und der gelbe Riickstand (9.42 g)
wird dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert und durch Flashchromatographie an Kieselgel
(Siulendimensionen: Linge = 34.0 ¢m, Durchmesser = 8.50 ¢cm im Laufmittelgemisch
‘Hex/EtOAc 2:1 — 3:5 — 2:5) gereinigt.

Ausbeute: 3.48 g (3.99 mmol, 78 %), Lit.:%¥ 63 g bezogen auf 24; farbloser, amorpher
Feststoff, [a]3?=+70.5 (¢=1.00, CHCL), Lit: ®[a]3*=+72.0 (¢=1.00, CHCL),
Rr=0.23 ("Hex/EtOAc, 2:5).

300 MHz-'"H-NMR (CDCl3): [é/lppm] = 7.78 (d, 2H, *Juums = >Jus.us = 7.6 Hz, H4-Fmoc,
H5-Fmoc), 7.63 (d, 2H, *Juinz = *Jusm = 7.6 Hz, H1-Fmoc, H8-Fmoc), 7.57 — 7.47 (m, 2H,
H3-Fmoc, H6-Fmoc), 7.48 — 7.28 (m, 7H, H2-Fmoc, H7-Fmoc, H,-Ph), 6.52 (d, 1H,
*Inwme = 8.5 Hz, NH-GalN), 5.60 — 5.46 (m, 2H, CH-Bzn {5.57, s}, NH-Thr {5.53, d,
i thee = 8.6 Hz)), 496 (d, 1H, *Jiyy 1o = 3.6 Hz, H1-GalIN), 4.56 — 4.40 (m, 3H, H2-GalN
{452}, CHa-Fmoc {4.46, d, Jemme = 6.9 Hz}), 4.31 — 3.99 (m, 6H, H5-GalN, H6,-GalN,
H6,-GalN, H9-Fmoc, Thr” Thr?), 3.87 (dd, 1H, T = 11.0 Hz, *Jis s = 3.4 Hz, H3-GalN),
3.71 (m., 1H, H4-GaIN), 2.10 (s, 3H, CHs-Ac), 1.47 (s, 9H, CHs-Bu), 1.29 (d, 3H,
*Jthey g = 6.3 Hz, Thr").

75.5 MHz->C-NMR [BB, DEPT] (CDCl3): [d/ppm] = 172.66, 171.02 (C=0-Ac, C=0-Thr),
156.56 (C=0-Fmoc), 143.80 (Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.48 (C4a-Fmoc, C5a-Fmoc), 137.58
(Cipso-Bzn), 129.29, 128.38 (C,,,-Ph), 127.98 (C3-Fmoc, C6-Fmoc), 127.24 (C2-Fmoc,
C7-Fmoc), 126.44 (C,p-Ph), 125.13 (C1-Fmoc, C8-Fmoc), 120.19 (C4-Fmoc, C5-Fmoc),
101.34 (CH-Bzn), 100.62 (C1-GalN), 83.64 (C-'Bu), 76.90 (Thr"), 75.67 (C3-GalN), 70.01
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{422}, H6,-Gal' {4.22}, ThrP {421}), 416 — 405 (m, 2H, H6,-Gal' {4.12, dd,
*Jusb.us = 6.6 Hz, *Jusp.usa = 9.6 Hz}, H6b-GaIN {4.06}), 3.94 — 3.85 (m, 2H, H3-GaIN
{3.91}, H5-Gal' {3.90}), 3.68 (s, 1H, H5-GalN), 2.15, 2.05, 2.04, 2.01, 1.97 (5x s, 15H,
CHs-Ac), 1.45 (s, 9H, CH3-'Bu), 1.27 (d, 3H, 3JThry,ThrB =7.1 Hz, Thr").

75.5 MHz-""C-NMR [BB] (CDCL): [d/ppm] = 170.61, 170.48, 170.38, 169.88, 169.65
(C=0-Ac, C=0-Thr), 156.65 (C=0-Fmoc), 143.81 (Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.49
(C4a-Fmoc, C5a-Fmoc), 137.67 (Cipo-Bzn), 128.97, 128.32, 128.28, 127.97, 127.23, 126.35,
126.16 (C2-Fmo¢, C3-Fmoc, C6-Fmoc, C7-Fmoc, C,,,,-Ph), 125.02 (C1-Fmo¢, C8-Fmoc),
123.23 (C4-Fmoc, C5-Fmoc), 101.42 (C1-Gal"), 100.82 (CH-Bzn), 100.60 (C1-GalN), 83.37
(C-‘Bu), 76.32 (Thr®), 75.72 (C4-GaIN), 74.34 (C3-GalN), 71.01 (C3-Gal', C5-Gal'), 69.24
(C6-GalN), 68.82 (C2-Gal"), 67.11, 66.96 (C4-Gal', CHx-Fmoc), 63.82 (C5-GalN), 61.45
(C6-Gal'), 59.22 (Thr™), 47.94 (C2-GalN), 47.34 (C9-Fmoc), 28.21 (CHs-'Bu), 23.60, 20.84,
20.72 (5 x CH3-Ac), 19.16 (Thr").

ESI-MS (Gerdt 2, positiv): [m/z] = 1041.38 ((M+Na]", ber.: 1041.38).

Cs2HgaN2019 (1019.05)

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-| 2-acetamido-3-0-(2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-p-D-galac-
topyranosyl)-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl |-L-threonin-ferf-butylester (39!

(Fmoc-Thr[a-3-(B-Ac,Gal)-GalN Ac]-O'Bu) AcO_OAC HOT |
AcO < O%%
AcHN

AcO o)

Eine Losung von 3.15 g (3.09 mmol) Fmoc-Thr[a-3-(B-AcsGal)-4,6-
Bzn-GalNAc]-O'Bu (38) in 40 ml 80%iger Essigsiure wird 1 h bei 80 °C

i
FrmocHN LrB

0
gerithrt. AnschlieBend wird die Reaktionsmischung auf Raumtemp. abgekiihlt, mit 100 ml

Toluol verdiinnt und Essigsidure sowie Toluol i. Hochvak. entfernt. Der Riickstand (2.90 g)
wird dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert und durch Flashchromatographie an Kieselgel
gereinigt  (Sdulendimensionen: Linge = 35.0 c¢m, Durchmesser = 3.5 ¢m im
Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc, 2:1 —1:1 — 1:4).

Ausbeute: 2.24 ¢ (2.40 mmol, 78 %); farbloser, amorpher Feststoff, [0:]}_2)5 =+ 39.0 (¢ =1.00,
CHCly), Lit.: B [«]33 = + 43.9 (¢ = 1.00, CHCL,), Ry = 0.15 (‘Hex/EtOAc, 1:4).

400 MHZz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCL;): [d/ppm] = 7.74 (d, 2H, *Jaws = Tusns
= 7.5 Hz, H4-Fmoc, H5-Fmoc), 7.62 (d, 2H, *Juym = *Jusiw = 7.3 Hz, H1-Fmoe, H8-Fmoc),
7.42 (U, 2H, Jas o™ s = Jusns = Jusnr = 7.4 Hz, H3-Fmoe, H6-Fmoc), 7.37 — 7.29
(m, 2H, H2-Fmoc, H7-Fmoc), 5.96 (d, 1H, *Jyum =9.7 Hz, NH-GalN), 5.52 (d, 1H,
S IntThee = 9.4 Hz, NH-Thr), 5.38 (dd, 1H, *Jigy s = 3.4 Hz, *Jyy us = 1.1 Hz, H4-Gal"), 5.20
(dd, 1H, *Jpms=10.6Hz, “Jipm =8.0 Hz, H2-Gal"), 4.97 (dd, 1H, *Juzm = 10.6 Hz,
*Jsms = 3.3 Hz, H3-Gal"), 4.84 (d, 1H, *Jiy o = 3.8 Hz, H1-GalN), 4.64 — 4.35 (m, 4H,
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5.6.2 Die Synthesen des Disaccharid-Serin-Konjugats

5.6.2.1 Die Synthese von N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-0-(2-acet-
amido-3,4-di-0O-acetyl-2-desoxy-6-0-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-
acetyl-3,5-di-desoxy-D-glycero-a-p-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat]-o-D-

galactopyranosyl)-L-serin

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl )-L-

. 154 HO .OH
serin-fert-butylester g~ o é &
(Fmoc-Ser(a-GalNAc)-O'Bu) AcN )

6.85 g (9.61 mmol) Fmoc-Ser(a-AczGalNAc)-O'Bu (16) werden in 150 ml Fm°°HN)\gOtBU
Methanol geldst und unter Kontrolle des pH-Werts mit einer frisch hergestellten 1%igen
methanolischen Natriummethanolat-L.osung tropfenweise versetzt. Die 1.osung wird 18 h bei
ecinem pH-Wert von 8.5 geriihrt, wobei durch stiindliche Zugabe methanolischer
Natriummethanolat-Losung  der pH-Wert nachreguliert wird. Anschliefend wird die
Reaktionsmischung durch Zugabe konz. Essigsiure neutralisiert und die Essigsidure und die
Lésungsmittel i. Vak. evaporiert. Der Riickstand (5.96 g) wird durch Flashchromatographie
an Kieselgel gereinigt (Sdulendimensionen: Linge = 40.0 c¢cm, Durchmesser = 6.0 ¢m im
Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc 2:1 — EtOA¢ — EtOA¢/EIOH — 20:1).

Ausbeute: 4.63 g (7.89 mmol, 82 %); farbloser Feststoff, Ry = 0.25 (EtOAc/EtOH, 9:1).

300 MHz-"H-NMR (CDCl3): [olppm] = 7.75 (d, 2H, *Jusus = Jusus = 7.5 Hz, H4-Fmoc,
H5-Fmoc), 7.59 (d, 2H, *Juyw = Juswr = 7.6 Hz, H1-Fmoe, H8-Fmoc), 7.39 (t, 2H,
S = s = aens = e = 7.4 Hz, H3-Fmoce, H6-Fmoc), 7.30 (t, 2H, Vi m = Jroms
= *Jirus = Jws = 7.4 Hz, H2-Fmoc, H7-Fmoc), 6.47 (d, 1H, */xie = 7.5 Hz, NH-GalN),
6.00 (d, 1H, *Jxmhee = 8.4 Hz, NH-Ser), 4.82 (d, 1H, *Ji 1 = 2.6 Hz, H1-GalN), 4.51 — 4.27
(m, 4H, Ser”, CH,-Fmoc, H2-GalN), 4.21 (t, 1H, *Juscnp = 7.0 Hz, H9-Fmoc), 4.02 (m,, 1H,
H4-GalN), 3.98 — 3.69 (m, 6H, H3-GalN, H5-GalN, H6,-GalN, Ser’), 2.02 (s, 3H, CHs-Ac),
1.46 (s, 9H, CHs-'Bu).

75.5 MHz-*C-NMR [BB] (CDCL3): [d/ppm] = 169.73, 169.70 (C=0-Ac, C=0-Ser), 156.26
(C=0-Fmoc), 143.80 (Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.43 (C4a-Fmoc, C5a-Fmoc), 127.95
(C3-Fmoc, C6-Fmoc), 127.25 (C2-Fmoc, C7-Fmoc), 125.15 (C1-Fmoc, C8-Fmoc), 120.19
(C4-Fmoc, C5-Fmoc), 98.83 (C1-GalN), 83.27 (C-Bu), 70.69 (SerP), 70.32, 69.56, 69.26
(C3-GalN, C4-GalN, C5-GalN), 67.33 (CH;-Fmoc), 62.76 (C6-GalN), 55.14 (Ser™), 50.70
(C2-GalN), 47.22 (C9-Fmoc), 28.15 (CHs-Bu), 23.12 (CH3-CONH).
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ESI-MS (positiv): fm/z] =609.20 (IM+Na]", ber.: 609.24).
C30H3sN-O1p (586.63)

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-(2-acetamido-2-desoxy-6-0- benzyl-(5-acetamido-
4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat |-o-

D-galactopyranosyl)-L-serin-fert-butylester (29)!'>" Acow on
)
(Fmoc-Ser(a-AcsNeuNAcCOOBN-(2-6)-a-GalNA¢)-O'Bu) Aol ~= Q

HO
&20
2.80 ¢ (4.77 mmol) Fmoc-Ser(a-GalNAc)-O'Bu (28), 8.02 g (11.94 mmol, o AcHN |
2.50 Aquiv.) reines a-AcsNeuNAcCOOBn-Xan (22) und 9 g Molekularsieb
FmogHN

(4 A) werden in einer Mischung aus 90 ml absol. Acetonitril und 45 ml absol. 0

O'Bu

Dichlormethan suspendiert und unter Argon 30 min bei Raumtemp. geriihrt. AnschlieBBend
wird die Losung auf — 65 °C abgekiihlt, unter Lichtausschluss werden 3.31 g (12.88 mmol,
1.08 Aquiv. bezogen auf 22) trockenes Silbertrifluormethansulfonat hinzugegeben und die
Mischung wird weitere 45 min bei — 65 °C geriihrt. Danach werden 7.80 ml (12.48 mmol,
1.05 Aquiv. bezogen auf 22) einer vorgekiihlten 1.6 M Methylsulfenylbromid-Losung in
absol. 1,2-Dichlorethan innerhalb von 45 min zugetropft. Die Reaktionsmischung wird 3 h bei
— 65 °C geriihrt. AnschlieBend werden weitere 0.40 g (1.56 mmol, 0.13 Aquiv. bezogen auf
das Xanthogenat) Silbertrifluormethansulfonat und 0.80 ml (1.28 mmol, 0.11 Aquiv.)
Methylsulfenylbromid-I.6sung auf einmal hinzugegeben und es wird bei — 65 °C weitere 5 h
gerithrt. Nach insgesamt 8 h wird durch Zugabe von 6.0 ml N-Ethyldiisopropylamin
neutralisiert, die Reaktionsmischung auf Raumtemp. erwirmt, mit 150 ml Dichlormethan
verdiinnt und iiber einer diinnen Schicht Hyﬂo® filtriert. Der Filterkuchen wird fiinfmal mit
50 ml Dichlormethan gewaschen und das Filtrat i. Vak. von den Losungsmitteln befreit. Der
Riickstand (19.65 g) wird durch zweimalige Flashchromatographie an Kieselgel
(Saulendimensionen: Saule 1 Linge = 7.0 cm, Durchmesser = 6.5 c¢cm, in EtOAc gesiult,
Riickstand 8.55 g, Siule 2 Linge = 44.0 ¢m, Durchmesser = 6.5 ¢cm im Laufmittelgemisch
“Hex/EtOAc¢ 1:5 — EtOAc¢ — EtOA¢/EtOH — 40:1) gereinigt. Das Elimierungsprodukt und
das B-Anomer werden durch priparative RP-HPLC abgetrennt. R; = 34.65 min (Gerit 1,
Saule: Luna-1, Gradient: Ana-2), Ry=57.72 min (Gerit 2, Siule: Luna-1, Gradient: Prap-2).
Ausbeute: 3.28 g (2.89 mmol, 61 %); farbloser Feststoft, [0:]‘,232 =+ 6.4 (c=1.00, CHCl3),
Lit:"" [a]32=+48 (c=1.00, CHCl), R=040 (EtOA¢/EOH, 10:1), R,=021
(EtOAC/EtOH, 20:1).

400 MHz-"H-NMR ['H-*H-COSY] (CDCL): [8/ppm] = 7.76 (d, 2H, *Jusms = Jusus = 7.6
Hz, H4-Fmoc, H5-Fmoc), 7.58 (d, 2H, 3JH1,H2 = 3JH8,H7 =7.6 Hz, H1-Fmoc, H8-Fmoc), 7.43 —
7.37 (m, 2H, H3-Fmoc¢, H6-Fmoc), 7.37 — 7.27 (m, 7H, H2-Fmoc, H7-Fmoc, Ha-Ph), 6.37
(d, 1H, *Jnppz = 8.1 Hz, NH-GalIN), 5.74 (d, 1H, *Jy 1hr = 8.0 Hz, NH-Thr), 5.36 (ddd, 1H,
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s = 7.7 Hz, *Jus e~ 2.6 Hz, H8-Sia), 5.31 (dd, 1H, *Jipus = 7.7 Hz, *Jipue = 1.7 Hz,
H7-Sia), 5.29 — 5.15 (m, 3H, CH,,-Bn, NH-Sia {5.26}), 4.83 (ddd, 1H, *Jiy 1130 = 12.0 Hz,
*Tauns = 9.7 Hz, T psaq = 4.7 Hz, H4-Sia), 4.78 (d, 1H, *Ju1 2 = 3.7 Hz, H1-GalN), 4.50 —
437 (m, 3H, CHyFmoc {4.47}, Ser® {4.42}), 435 (dd, 1H, *Juems=2.6 Hz
2 Troanon = 12.4 Tz, 119,-Sia), 4.29 — 4.15 (m, 3H, H2-GaIN {4.26}, Ser’ {4.25}, H9-Fmoc
{4.22)), 4.14 — 4.02 (m, 31, H5-Sia {4.09}, H6-Sia {4.08}, H9,-Sia {4.06}), 3.88 (dd, 111,
Tsans = 6.2 Hz, *Jugamee = 9.8 Hz, H6,-GalN), 3.83 — 3.65 (m, 4H, H4-GalN {3.79},
H5-GaIN {3.73}, H3-GaIN {3.69}, Ser™ {3.69}), 3.56 (dd, 1H, *Jueus=6.1Hz,
“Tushmsa = 9.8 Hz, H6,-GalN), 2.62 (dd, 1H, *Jusiqm =47 Hz, *Jusaqmsa = 12.8 Hz,
H3,-Sia), 2.12, 2.11 (2 x 5, 6H, CH3-Ac), 2.02, 2.02, 2.01 (3 x 5, 9H, CHs-Ac), 1.97 (m,, 1H,
I13,.-Sia), 1.88 (s, 311, CHs-Ac), 1.48 (s, 911, CI;-Bu).

75.5 MHz->C-NMR [BB] (CDCI3): [é/ppm] = 173.03, 171.12, 170.88, 170.47, 170.37,
170.26, 169.79 (C=0-Ac, C=0-Ser), 167.55 (C1-Sia), 156.15 (C=0-Fmoc), 143.79
(Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.42 (C4a-Fmoe, C5a-Fmoc), 134.92 (Cipe-Ph), 128.92, 128.89,
128.64 (Comp-Ph), 127.94 (C3-Fmoc, C6-Fmoc), 127.24 (C2-Fmoc, C7-Fmoc), 125.12
(C1-Fmoe, C8-Fmoc), 120.18 (C4-Fmoc, C5-Fmoc), 98.93 (C1-GalN), 98.71 (C2-Sia), 83.25
(C-"Bu), 72.97 (C6-Sia), 71.11 (C3-GaIN), 69.12 (C5-GleN, C7-Sia), 69.05 (C4-Sia), 68.75
(Ser™), 68.16 (C4-GaIN), 68.02 (CH-Bn), 67.58 (C8-Sia), 67.31 (CHy-Fmoc), 63.92
(C6-GalN), 62.69 (C9-Sia), 54.92 (Ser™), 50.74 (C2-GalN), 49.30 (C5-Sia), 47.22 (C9-Fmoc),
37.59 (C3-Sia), 28.14 (CHs-Bu), 23.29, 23.13 (2 x NHAc), 21.22, 21.19, 20.94, 2091 (4 x
CHs-Ac).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 1136.35 ((M+H]*, ber.: 1136.45).

CssHgoN302; (1136.15)

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-(2-acetamido-3,4-di-O-acetyl-2-desoxy-6-O-[benzyl-
(S-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-
ulopyranosyl)-onat]-a-D-galactopyranosyl)-L-serin-ferf-butylester (30)1>1

(Fmoc-Ser(a-Ac,;NeuNAcCOOBN-(2-6)-a-GalAcoNAc)-O'Bu) rco. ['%ac ooen
Y
AcC  AcO

Zu 1.696 g (1.49 mmol) Fmoc-Ser(a-AcsNeuNAcCOOBn-(2-6)- Acog%

AcHN
a-GalNAc)-OBu (29) wird eine Mischung aus 30 ml Pyridin und Oj\,(

OBy

15 ml Essigsdureanhydrid bei — 10 °C hinzugegeben. Das =i !

Reaktionsgemisch wird 14 h bei — 10 °C geriihrt und anschliefend auf Raumtemp. erwirmt.
Nach 16 h werden tiberschiissiges Essigsidureanhydrid sowie Pyridin i. Hochvak. entfernt. Der
dunkelgelbe Riickstand wird dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert und durch

Flashchromatographie an Kieselgel (Siulendimensionen: Linge = 38.0 cm, Durchmesser =
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N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-(2-acetamido-3,4-di-O-acetyl-2-desoxy-6-O-[ benzyl-
(S-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-
L4l

ulopyranosyl )-onat]-a-D-galactopyranosyl)-L-serin (31 OAg 008"

AcO. OAc
Er~o

(Fmoc-Ser(a-AcyNeuNAcCOOBn-(2-6)-a-GalAc;NAc¢)-OH) Ak

AcO  AcO
Eine Losung von 1.67 g (1.36 mmol) Fmoc-Ser(a-AcsNeuNAcCOOBn-(2-6)- ACO&Ach%)
a-GalAc;NAc)-O'Bu (30) wird mit 30 ml Trifluoressigsiure und 2 ml Anisol FmocHNerH
versetzt. Die Reaktionsmischung wird 3 h bei Raumtemp. geriihrt und dann mit 50 ml Toltiol
verdiinnt. Die Losungsmittel werden i. Vak. evaporiert und der dunkle Riickstand wird
dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert und durch Flashchromatographie an Kieselgel
(Sdulendimensionen: Linge = 30.0 cm, Durchmesser = 2.6 cm im Laufmittelgemisch EtOAc
— EtOAc¢/EtOH 6:1 — 3:1) gereinigt. Anschliefend erfolgt eine Reinigung mittels
priparativer RP-HPLC. R; = 44.23 min (Geriit 2, Siule: Luna-1, Gradient: Prip-1).
Ausbeute: 1.21 g (1.04 mmol, 76 %); farbloser Feststoff, [c:r]f')"‘L =+ 24.9 (¢ = 1.00, DMSO),
Lit.:[™" [a]2? = + 26.8 (¢ = 1.00, DMSO), R, = 0.15 (EtOAc/EtOH, 2:1).
ESI-MS (positiv): [m/7] = 1186.47 ((M+Na]", ber.: 1186.39).
CssHesN3024 (1164.12)

5.6.2.2 Die Synthese von N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-[2-acet-
amido-3-0-(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-B-D-galactopyranosyl)-2-desoxy-a-D-

galactopyranosyl]-L-serin-fert-butylester

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-(2-acetamido-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-
)[155] Ph

a-D-galactopyranosyl)-L-serin-ferf-butylester (41 %o
(Fmoc-Ser(a-4,6-Bzn-GalNAc)-O'Bu) C&;

"o AcHN |
2.50g (4.26 mmol) Fmoc-Ser(a-GalNAc)-O'Bu (28) werden in 120 ml )\rofBu
Acetonitril peldst und mit 4.90ml (.00g 3290 mmel, 7.70RquivIC - I

Benzaldeyddimethylacetal versetzt. Die Mischung wird mit 4-Toluolsulfonsidure-Monohydrat
(1g/10ml), gelost in Acetonitril, versetzt bis ein pH-Wert von 3.5 erreicht ist. Der Ansatz wird
18 h bei Raumtemp. geriihrt und anschliefend durch tropfenweise Zugabe von N-Ethyl-
diisopropylamin unter stindiger Kontrolle des pH-Werts neutralisiert. Die Losungsmittel
werden i. Vak. evaporiert und der gelbe Riickstand (7.42 g) wird dreimal mit 50 ml Toluol
kodestilliert und durch Flashchromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge = 34.0

¢m, Durchmesser = 6.5 ¢m im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc¢ 2:1 — 3:5 — 2:5) gereinigt.
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Ausbeute: 2.55 ¢ (3.77 mmol, 89 %), Lit.: 63 9 bezogen auf 28; farbloser, amorpher
Feststoff, [«]5* = + 80.2 (¢ = 1.00, CHCls), Ry= 0.20 (‘Hex/EtOAc, 1:4).

300 MHZz-"H-NMR (CDCl3): [é/lppm] = 7.78 (d, 2H, *Juuus = *Jusus = 7.5 Hz, H4-Fmoc,
H5-Fmoc), 7.60 (d, 2H, SJHLHQ = 3JH35H—,- = 7.5 Hz, H1-Fmoc, H8-Fmoc), 7.55 — 7.46 (m, 2H,
H3-Fmoe¢, H6-Fmoc), 7.46 — 7.29 (m, 7H, H2-Fmoc, H7-Fmoc, Ha-Ph), 598 (d, 1H,
Intme = 8.9 Hz, NH-GaIN), 5.72 (d, 1H, */xusers = 8.0 Hz, NH-Ser), 5.54 (s, 1H, CH-Bzn),
492 (d, 1H, *Jyy o = 3.5 Hz, H1-GaIN), 4.54 — 4.31 (m, 4H, H2-GalN, Ser®, CH,-Fmoc),
428 — 4.20 (m, 2H, H9-Fmoc, Ser™), 4.19 (d, 1H, *Jigy iz = 3.1 Hz, H4-GalN), 4.04 — 3.92 (m,
2H, Hp-Ser?, H6,-GalN), 3.90 — 3.76 (m, 2H, H6,-GalN, H3-GalN), 3.66 (s, 1H, H5-GalN),
2.97 (s, 1H, OH-GalN), 2.01 (s, 3H, CHs-Ac), 1.49 (s, 9H, CHs-'Bu).

75.5 MHz->C-NMR [BB] (CDCL): [6/ppm] = 172.72, 169.48 (C=0-Ac¢, C=0-Thr), 156.11
(C=0-Fmoc), 143.85, 143.72 (Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.45 (C4a-Fmoc, CS5a-Fmoc),
137.53 (Cipso-Bzn), 129.30, 12837 (C,p-Ph), 127.97 (C3-Fmoc, C6-Fmoc), 127.24
(C2-Fmoc, C7-Fmoc), 126.44 (C,,.,-Ph), 125.13, 125.04 (C1-Fmoc, C8-Fmoc), 120.23
(C4-Fmoc, C5-Fmoc), 101.33 (CH-Bzn), 99.67 (C1-GalN), 83.29 (C-'Bu), 75.45 (C3-GalN),
69.28 (Ser”, C6-GalN), 68.11 (C4-GalN), 67.35 (CHx-Fmoc), 63.56 (C5-GalIN), 55.11 (Ser™),
50.35 (C2-GalN), 47.20 (C9-Fmoc), 28.17 (CHs-"Bu), 23.36 (CHs-Ac).

ESI-MS (Gerdt 2, positiv): m/z] = 1371.62 ([2M+Na]*, ber.: 1371.56).

C37H4oN2Oqp (674.74)

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-[ 2-acetamido-3-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-
galactopyranosyl)-4,6-0-benzyliden-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl |- L-serin-fert-

butylester (42)[155] t
(Fmoc—Ser[u—B—(B—Ac4Ga1)—4,6—an—Ga1NAc]—OfBu) AcO _OAc oO

AcQ - &‘
Eine Suspension aus 45 ml absol. Dichlormethan, 15 ml absol. A g AN
Nitromethan, 2.15g (3.19 mmol)  Fmoc-Thr(a-4,6-Bzn- FmocHN)\r(OtBu

GalNAc)-O'Bu (41) und 5.0 ¢ Molekularsieb (4 A) wird unter e

Argon 30min bei Raumtemp. geriihrt. Es werden 1.61 g (6.37 mmol, 2.00 Aquiv.)
Quecksilber(Il)-cyanid im Argongegenstrom hinzugegeben und der Ansatz weitere 30 min bei
0 °C geriihrt. AnschlieBend wird eine Losung von 3.93 g (9.56 mmol, 3.00 Aquiv.) a-Ac;Gal-
Br (8) in einer Mischung aus 9 ml absol. Dichlormethan und 3 ml absol. Nitromethan langsam
zugetropft und 1 h bei 0 °C gehalten. Danach wird die Suspension mit weiteren 1.61 g (6.37
mmol, 2.00 Aquiv.) Quecksilber(I)-cyanid versetzt, das Eisbad entfernt und der Ansatz
weitere 18 h unter Argon bei Raumtemp. geriihrt. Die Reaktionsmischung wird mit 200 ml
Dichlormethan verdiinnt, {iiber Hyﬂo® filtriert und mehrmals mit Dichlormethan

nachgewaschen. Das Filtrat wird dreimal mit 100 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-
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Losung und einmal mit 100 ml einer ges. Natriumiodid-Losung gewaschen, {iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. von den Losungsmitteln befreit. Das Rohprodukt
(5.17 g) wird durch Flashchromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge = 40.0
cm, Durchmesser = 6.50 ¢cm im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc 2:1 — 1:1 — 3:5) gereinigt
und ohne Charakterisierung in der nichsten Stufe eingesetzt.

Ausbeute: 2.63 ¢ (2.61 mmol, 82 %); farbloser, amorpher Feststoff, R;=0.75 (EtOAc),
Rr=0.30 (‘Hex/EtOAc, 1:2).

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-[ 2-acetamido-3-0-(2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-p-D-ga-
lactopyranosyl)-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl |-L-serin-ferf-butylester (43)[155]
(Fmoc-Ser[a-3-(B-Ac,Gal)-GalNA¢]-O'Bu) AcO 0P HOT
Eine Losung aus 2.63 g (2.62 mmol) Fmoc-Ser{a-3-(B-Ac,Gal)- " ACZ O%H{l
4,6-Bzn-GalNAc]-O'Bu (42) in 100 ml 80%iger Essigsiure wird FmocHN)ﬁ(OIB“
1 h bei 80 °C geriihrt. AnschlieBend wird die Reaktionsmischung 0

aufl Raumtemp. abgekiihlt, mit 100 ml Toluol verdiinnt und Essigsiure sowie Toluol
i. Hochvak. entfernt. Der Riickstand (2.45 g) wird dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert und
durch Flashchromatographie an Kieselgel (Siaulendimensionen: Linge = 30.0 cm,
Durchmesser = 3.5 ¢m im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc, 2:1 —1:1 — 1:4) gereinigt.

Ausbeute: 1.86 g (2.03 mmol, 78 %); farbloser, amorpher Feststoff, [cr]f')5 =43.4 (¢ =1.00,
CHCl3), Rr=0.17 (‘Hex/EtOAc, 1:4).

300 MHZ-"H-NMR (CDCl3): [/ppm] = 7.78 (d, 2H, *Jugy s = “Jusus = 7.4 Hz, H4-Fmoc,
H5-Fmoc), 7.60 (d, 211, *Juy 12 = “Jus 7 = 7.6 Hz, H1-Fmoc, H8-Fmoc), 7.42 (t, 21, *Jism =
T ms = Jusms = Jusr = 7.4 Hz, H3-Fmoc, H6-Fmoc), 7.33 (t, 2H, *Jao a1 = Juoms = Jr.m6
= *Juzns = 7.4 Hz, H2-Fmoc, H7-Fmoc), 5.81 (d, 1H, *Jyyue = 6.9 Hz, NH-GaIN), 5.66 (d,
1H, *Jnmsen=9.4 Hz, NH-Ser), 5.36 (d, 1H, *Jum =3.3 Hz, H4-Gal), 5.19 (dd, 1H,
Joms = 10.5 Hz, *hpm = 7.9 Hz, H2-Gal), 5.02 — 4.90 (m, 1H, H3-Gal' {4.95}), 4.81 (d,
1H, *Jig e = 3.0 Hz, H1-GaIN), 4.65 — 4.33 (m, 5H, H1-Gal', H2-GalN, Ser®, CH,-Fmoc),
423 (t, 1H, *Juo crarmoe = 6.6 Hz, H9-Fmoc), 4.18 — 4.01 (m, 4H, H4-GalN, H6,-GalN, SerP),
4.00 — 3.58 (m, 6H, H6,-GalN, H5-GalN, H5-Gal', H6,,-Gal', H3-GalN), 2.15, 2.06, 2.02,
1.98, 1.94 (5 x s, 15H, CHs-Ac), 1.49 (s, 9H, CH;-Bu).

75.5 MHz->C-NMR [BB] (CDCL): [élppm] = 170.55, 170.35, 170.29, 169.71, 169.49
(C=0-Ac, C=0-Ser), 156.05 (C=0-Fmoc), 143.81 (Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.48, 141.43
(C4a-Fmoc, C5a-Fmoc), 128.02 (C3-Fmoc, C6-Fmoc), 127.29, 127.25 (C2-Fmoc, C7-Fmoc),
125.08 (C1-Fmoce, C8-Fmoc), 120.28, 120.23 (C4-Fmoc, C5-Fmoc), 101.63 (C1-Gal'), 99.30
(C1-GalN), 83.30 (C-‘Bu), 78.21 (C3-GalN), 71.08, 70.73, 70.11, 69.54 (C3-Gal', C4-GalN,
C5-GaIN, C5-Gal), 69.23 (Ser?), 68.66 (C2-Gal), 67.11, 66.99 (CH,-Fmoe,C4-Gal), 62.93
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(C6-GalN), 61.50 (C6-Gal"), 55.16 (Ser™), 47.69 (C2-GaIN), 47.25 (C9-Fmoc), 28.15
(CHs-'Bu), 23.40 (Ac-NH), 20.82, 20.79, 20.72, 20.69 (4 x CHs-Ac).

ESI-MS (Gerdt 1, positiv): [m/z] = 939.21 ([M+Na]", ber.: 939.34).

C4aHssN2O19 (916.92)

5.6.2.3 Die Synthese von N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-0-[2-acet-
amido-4,6-0-benzyliden-2-desoxy-3-0-(6-0O-benzyl-B-D-galactopyrano-syl)-

a-D-galactopyranosyl]-L-serin-fert-butylester

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-| 2-acetamido-3-0-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-O-benzyl-p-
D-galactopyranosyl ))-4,6-0-benzyliden-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl |- L-serin-fert-

butylester (44)111 Ph
(Fmoc-Ser[a-3-(B-6-O-BnAciGal)-4,6-Bzn-GalN Ac]-O'Bu) AcO Ozn %ko\;%

AcO
Eine Suspension aus 60 ml absol. Dichlormethan, 20 ml absol. A Aty
Nitromethan, 2.45 g (3.63 mmol) Fmoc-Ser(a-4,6-Bzn-GalN Ac)- FmocHNjﬁ(OfB“

OBu (41) und 6.3 ¢ Molekularsieb (4 f%) wird unter Argon ©

30 min bei Raumtemp. geriihrt. Es werden 1.84 ¢ (7.26 mmol, 2.00 Aquiv.) Quecksilber(I)-
cyanid im Argongegenstrom hinzugegeben und der Ansatz weitere 30 min bei O °C geriihrt.
AnschlieBend wird eine Losung von 6.67 g (14.52 mmol, 4.00 Aquiv.) a-6-Bn-Acs;Gal-Br
(36) in einer Mischung aus 30 ml absol. Dichlormethan und 10 ml absol. Nitromethan
langsam zugetropit und 1 h bei 0 °C gehalten. Danach wird die Suspension mit weiteren
1.84 g (7.26 mmol, 2.00 Aquiv.) Quecksilber(II)-cyanid versetzt, das Eisbad entfernt und der
Ansatz weitere 18 h unter Argon bei Raumtemp. geriihrt. Die Aufarbeitung erfolgt analog zu
der von Verbindung (42). Das Rohprodukt (7.74 g) wird durch Flashchromatographie an
Kieselgel (Saulendimensionen: Liange = 40.0 cm, Durchmesser = 850 c¢cm im
Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc 2:1 — 1:1 — 3:5) gereinigt.

Ausbeute: 3.39¢g (3.22 mmol, 89 %), Lit.:"™ 91 %: farbloser, amorpher Feststoff,
[]3® =+ 533 (c=1.00, CHCL), Lit."™" [a]3?=+60.00 (¢=3.00, CHCl), Ry=0.26
(‘Hex/EtOAc, 1:2).

400 MIz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCL): [é/ppm] = 7.79 (d, 2H, *Juws = Jusus
= 7.5 Hz, H4-Fmoc, H5-Fmoc), 7.65 — 7.56 (m, 2H, H1-Fmoc¢, H8-Fmoc), 7.56 — 7.48 (m,
2H, HarPh), 7.42 (t, 2H, *Jispe = “Jmsms = Jusus = Jusw = 7.5 Hz, H3-Fmoe, H6-Fmoc),
7.39 — 7.19 (m, 10H, H2-Fmoe, H7-Fmoe, Ha-Ph), 5.77 — 5.67 (m, 2H, NH-Ser {5.74},
NH-GaIN {5.72, d, *Jxum = 8.6 Hz, }), 5.48 (s, 1H, CH-Bzn), 5.41 (d, 1H, *Juy 3 = 3.2 Hz,
H4-Gal'), 5.20 (dd, 1H, *Jipis = 10.4 Hz, “Jip = 7.9 Hz, H2-Gal'), 5.04 — 4.91 (m, 2H,









226 Experimenteller Teil

5.7 Synthesen von Trisaccharid-Aminosiauren-Konjugaten

5.7.1 Die Synthese des Trisaccharid-Threonin-Konjugats

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-| 2-acetamido-3-0-(2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-p-D-galac-
topyranosyl)-2-desoxy-6-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0O-acetyl-3,5-didesoxy-D-

glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat]-a-D-galactopyranosyl |-L-threonin-feri-

89

butylester (46)[ ] AcO OA:QAC COOBn
(Fmoc-Thr[o-3-(3-Acy Gal)-(0-AcsNeuNAcCOOBD-(2-6))-0- W\
GalNAc]-O'Bu) Acd LORC HO O

AcOé&«O 2

AcO ACHNO

2.15 g (2.31 mmol) Fmoc—Thr[a—B—(B—Aanl)—GalNAc]—OfBu (39), 390 ¢ e
(5.81 mmol, 2.51 Aquiv.) a-AcsNeuNAcCOOBn-Xan (22) (Gemisch aus dem o 1

Xanthogenat und dem Eliminierungsprodukt 23) und etwa 8 g Molekularsieb (4 A) werden in
einer Mischung aus 60 ml absol. Acetonitril und 30 ml absol. Dichlormethan suspendiert und
unter Argon 30 min bei Raumtemp. geriihrt. Anschliefend wird die Losung auf — 65 °C
abgekiihlt, unter Lichtausschluss werden 1.60 g (6.24 mmol, 2.7 Aquiv. bezogen auf 22)
trockenes Silbertrifluormethansulfonat hinzugegeben und die Mischung weitere 45 min bei —
65 °C geriihrt. Danach werden 3.60 ml (5.76 mmol, 2.49 Aquiv. bezogen auf (22)) einer
vorgekiihlten 1.6 M Methylsulfenylbromid-I.6sung in absol. 1,2-Dichlorethan innerhalb von
20 min zugetropft und es wird 5 h bei — 65 °C geriihrt. Danach werden weitere 0.25 g (0.97
mmol, 0.17 Aquiv. bezogen auf das Xanthogenat) Silbertrifluormethansulfonat und 0.50 ml
(0.8 mmol, 0.14 Aquiv bezogen auf das Xanthogenat) Methylsulfenylbromid-T.osung auf
einmal hinzugegeben und es wird bei — 65°C weitere 3 h geriihrt. Nach insgesamt 8 h wird
durch Zugabe von 1.91 ml N-Ethyldiisopropylamin neutralisiert, die Reaktionsmischung auf
Raumtemp. erwirmt, mit 50 ml Dichlormethan verdiinnt und iiber einer diinnen Schicht
Hyflo® filtriert. Der Filterkuchen wird fiinfmal mit 50 ml Dichlormethan nachgewaschen und
das Filtrat i. Vak. von den Losungsmitteln befreit. Der Riickstand (8.42 g) wird durch
Flashchromatographie an Kieselgel gereinigt (Sidulendimensionen: Linge = 35.0 cm,
Durchmesser = 6.0 ¢m im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc¢ 1:1 — 1.5 — EtOAc). Es werden
2.95 g (1.99 mmol, 86 %) an Rohprodukt erhalten. Zur Abtrennung des Elimierungsproduktes
und des B-Anomeres erfolgt eine Reinigung mittels praparativer RP-HPLC. R; = 24.05 min
(Geriit 1, Sdule: Luna-1, Gradient: Ana-3), R, = 57.35 min (Gerit 2, Sdule: Luna-1, Gradient:
Prap-3).
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N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-[ 2-acetamido-3-0-(2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-p-D-ga-
lactopyranosyl)-2-desoxy-6-0O-[benzyl-(S-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-
D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat |-a-D-galactopyranosyl]-L-threonin (47)
(Fmoc-Thr[ua-3-(B-AcsGal)-(a-AcsNeuNAcCOOB-(2-6))-a-GalNAc]-OH)

OA
:p c C00Bn

AcO Al
ACHN—Zap
152 ¢ (1.03 mmol) Fmoe-Thr[a-3-(B-Ac,Gal)-(a-AcyNeuNAc- :\:’\ﬁ\o
COOBn-(2-6))-a-GalNAc]-O'Bu (46) werden mit 2.0 ml Anisol und a0 XS oé&
AcHN,

AcO o

20 ml Trifluoressigsiure versetzt. Die Reaktionsmischung wird 1 h bei on
FrmocHN

Raumtemp. gerithrt und dann mit 50 ml Toluol verdiinnt. Die Losungs- 0
mittel werden i. Vak. evaporiert und der gelbe Riickstand (1.97 g) wird dreimal mit 50 ml
Toluol kodestilliert. Die Reinigung erfolgt mittels praparativer RP-HPLC. Ry = 55.22 min
(Gerit 2, Siule: Luna-1, Gradient: Prip-3).

Ausbeute: 1.43 g (1.00 mmol, 97 %); farbloser Feststoff. Lit.:'™ [a]3% =+ 26.7 (¢ =1.00,
CH.Cly).

400 MHz-'H-NMR  ['H-'H-COSY] (CDCL):  [&ppm] = 777 (d, 2H,
s = Jusns = 7.8 Hz, H4-Fmoc, H5-Fmoc), 7.63 (d, 2H, *Juime= Jusw =7.5 Hz,
H1-Fmoc, H8-Fmoc), 7.44 — 7.27 (m, 9H, H2-Fmoc, H3-Fmoc, H6-Fmoc, H7-Fmoc, Hy,-
Ph), 6.19 (d, 1H, *Jxgme = 9.5 Hz, NH-GalN), 5.78 (d, 1H, I 1he = 10.7 Hz, NH-Thr), 5.37
(me, 1H, *Jrums = 3.6 Hz, H4-Gal"), 5.34 — 5.29 (m, 2H, H8-Sia {5.34}, H7-Sia {5.31}), 5.27
—5.21 (m, 2H, NH-Sia {5.26}, CHax-Bn {5.23}), 5.17 — 5.12 (m, 1H, H2-Gal' {5.15}), 4.96
(dd, 1H, *Jigmp = 10.6 Hz, *Jis s = 3.4 Hz, H3-Gal'), 4.90 — 4.82 (m, 2H, H4-Sia {4.86},
H1-GalN {4.85, d, *Jy11 = 3.8 Hz}), 4.60 (d, 1H, *Ju1 2 = 7.9 Hz, H1-Gal"), 4.55 — 4.50 (m,
2H, CHy-Fmoc {4.52}), 4.42 — 4.34 (m, 31, H2-GaIN {4.39}, Thr" {4.38}, H9,-Sia {4.38, dd,
roans = 2.5 Hz, “poanoy = 12.3 Hz}), 4.34 — 4.27 (m, 2H, Thr® {4.33}, 119,-Sia {4.32, dd,
SJioans = 2.4 Hz, “Jroamoe = 12.3 Hz}), 4.25 (t, 11, *Juocme = 6.6 Hz, H9-Fmoc), 4.16 (dd,
1H, *Jueans = 5.8 Hz, *Jusanes = 10.7 Hz, H6,-Gal), 4.10 — 4.01 (m, 3H, H6,-Gal' {4.07},
H5-Sia {4.06}, H6-Sia {4.06}), 3.98 -3.78 (m, 4H, H5-GalN {3.96}, H6,-GalN {3.92},
H5-Gal' {3.91}, H4-GalN {3.89}), 3.66 (dd, 1H, *Jusm =11.0Hz, *Jusm =2.5Hz,
H3-GalN), 3.55 — 3.49 (m, 1H, He6,-GalN {3.53}), 2.63 (dd, 1H, 3JH35q,H4 =4.7 Hz,
ZJHg,ﬁq,Hm: 12.8 Hz, H3;4-Sia), 2.14, 2.12, 2.11, 2.11, 2.00 (5 x s, 27H, CH3-A¢), 1.95 (m,,
1H, H3.-Sia), 1.87 (s, 3H, CH3-Ac), 1.26 (d, 3H, 3JThmThr5 = 6.4 Hz, Thr').

100.6 MHz-"C-NMR [BB, HMQC] (CDCL): [§ppm] = 170.96, 170.78, 170.71, 170.49,
170.45, 170.40, 170.35, 170.28, 170.22, 169.98, 169.32 (C=0-Ac, C=0-Thr), 167.48
(C1-Sia), 157.02 (C=0-Fmoc), 143.99, 143.76 (Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.37 (C4a-Fmoc,
C5a-Fmoc), 134.99 (Cipe-Ph), 12893, 128.85, 128.55 (Comp-Ph). 127.95 (C3-Fmoc,
C6-Fmoc), 127.30, 127.28 (C2-Fmoc, C7-Fmoc), 125.12 (C1-Fmoc, C8-Fmoc), 120.28,
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C5-GalN), 68.54 Ser’, 68.00 (C4-GalN), 67.94 (CH,-Bn), 67.57 (C7-Sia), 67.21 (CH,-Fmoc),
66.86 (C4-Gal"), 63.33 (C6-GalN), 62.58 (C9-Sia), 60.91 (C6-Gal"), 55.01 (Ser™), 49.32 (C5-
Sia), 47.69 (C2-GalN), 47.24 (C9-Fmoc), 37.89 (C3-Sia), 28.14 (CH;-'Bu), 23.33 (NH-Ac),
21.19, 20.95, 20.95, 20.90, 20.80, 20.75, 20.70 (7 x CHs-Ac).

ESI-MS (Gerdt 2, positiv): [m/z] = 1488.49 ([M+Na]", ber.: 1488.52).

CroHg7N3031 (1466.44)

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-[ 2-acetamido-3-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-ga-
lactopyranosyl)-2-desoxy-6-0O-|benzyl-(S-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-
D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat |-a-D-galactopyranosyl|-L-serin (49)1°4
(Fmoc-Ser[a-3-(B-AcsGal)-(a-AcsNeuNAcCOOBR-(2-6))-a-GalNAc]-OH)

A
o ;bAc CGOBN

AcC.
M\
1.55 g (1.06 mmol) Fmoc-Ser[a-3-(B-AcyGal)-(a-AcyNeuNAc- AcO

AcQ OAC Ho
COOBn-(2-6))-0-GalNAc]-O'Bu) (48) werden mit 2.0 ml Anisol a2 oé%
und 20 ml Trifluoressigsiure versetzt. Die Reaktionsmischung < ACHNO)\N
wird 1 h bei Raumtemp. gerithrt und dann mit 50 ml Toluol FmosHi OOH
verdiinnt. Die Losungsmittel werden i. Vak. evaporiert und der gelbe Riickstand (1.94 g) wird
dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert. Die Reinigung erfolgt mittels priparativer RP-HPLC.
R = 54.68 min (Geriit 2, Sdule: Luna-1, Gradient: Priip-3).

Ausbeute: 1.34 g (0.95 mmol, 90 %); farbloser FeststofT, [c:r]‘%4 =+ 38.3 (¢ = 1.00, CH,Cl,),
Ry=0.30 (EtOA¢/EtOH/AcO1, 10:1:0.1).

400 MHz-'H-NMR [PH-'H-COSY] (CDCl3): [6/ppm] = 8.04 (d, 1H, *Jxuwo=8.7 Hz,
NH-GaIN), 7.81 — 7.70 (m, 2H, H4-Fmoc, H5-Fmoc), 7.67 — 7.57 (m, 2H, H1-Fmoc,
H8-Fmoc), 7.44 — 7.23 (m, 9H, H2-Fmoc, H3-Fmoc, H6-Fmoc, H7-Fmoc, H,,-Ph), 7.10 (d,
1H, *Jnmne = 8.2 Hz, NH-Ser), 5.39 (td, 1H, *Jusmoo = Jusw ~ 6.9 Hz, “Jugno. = 2.7 Hz,
H8-Sia), 5.34 (sp, 1H, NH-Sia), 5.32 —5.21 (m, 3H, H7-Sia {5.30 }, H4-Gal' {5.26}, CH,-Bn
{5.22}), 5.21 — 5.13 (m, 2H, H2-Gal' {5.17}, CHy-Bn {5.14}), 4.97 (d, 1H, *Ji 1m0 = 3.5 Hz,
H1-GalN), 491 (dd, 1H, *Jyz o = 10.4 Hz, *Jyg3 4 = 3.5 Hz, H3-Gal'), 4.81 (m,, 1H, H4-Sia),
4.76 — 4.72 (m,, 1H, Ser®{4.74}), 4.51 (m,, 1H, CHa,-Fmoc), 4.43 (m,, 1H, CHa,-Fmoc), 4.35
(dd, 1H, *Juoans=2.6 Hz, *Juoaror = 12.6 Hz, H9,-Sia), 4.26 (d, 1H, *Juim=8.5Hz,
H1-Gal’), 419 — 3.97 (m, 7H, H6,-Gal' {4.14}, H9-Fmoc {4.12}, Ser®® {4.10}, H5-Sia
{4.07}, H9,-Sia {4.07}, Ho-Sia {4.04}), 3.96 — 3.81 (m, 4H, H6,-GalN {3.93}, H2-GaIN
{3.90}, H4-GalN {3.86}, Hop,-Gal' {3.84}), 3.75 — 3.70 (m, 1H, H5-GaIN {3.72}), 3.63 (dd,
1H, *Jiz o = 10.1 Hz, *Jyz e = 2.9 Hz, H3-GalN), 3.56 — 3.38 (m, 2H, H6,-GaIN {3.47},
H5-Gal' {3.43)), 2.61 (dd, 1H, *Jissqm = 4.6 Hz, “Jrsuqmsax = 12.7 Hz, H34-Sia), 2.12, 2.10,



232 Experimenteller Teil

2.05, 2.03, 2.02, 2.01, 1.99, 1.97 (8 x s, 27H, CH;3-Ac), 1.94 (m,, 1H, H3,c-Sia), 1.88 (s, 3H,
CHa-Ac).

100.6 MHz-"C-NMR [BB, HMQC] (CDCL): [d/ppm] = 170.97, 170.78, 170.55, 170.45,
170.38, 170.23, 169.83 (C=0-Ac, C=0-Thr), 167.49 (C1-Sia), 156.14 (C=0-Fmoc), 143.34
(Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.34 (C4a-Fmoc, C5a-Fmoc), 134.99 (Cipe-Ph), 129.16, 128.92,
128.88 (Comp-Ph), 128.44, 12835 (C3-Fmoc, C6-Fmoc), 127.41, 12732 (C2-Fmoc,
C7-Fmoc), 12542, 125.48 (Cl1-Fmoe, C8-Fmoc), 120.17 (C4-Fmoc, C5-Fmoc), 102.21
(C1-Gal), 98.79 (C2-Sia), 97.70 (C1-GalN), 80.70 (C3-GalN), 72.88 (C6-Sia), 70.62
(C5-Gal"), 70.58 (C3-Gal'), 69.10 (C8-Sia), 68.85 (C5-GalN), 68.83 (C2-Gal'), 68.82
(C4-Sia), 67.69 (C4-GalN, C7-Sia), 67.57 (CH»-Bn), 67.31 (CHy-Fmoc), 66.77 (C4-Gal'),
66.66 (Ser’), 63.75 (C6-GalN), 62.55 (C9-Sia), 60.79 (Co-Gal'), 54.44 (Ser®, 52.34
(C2-GalN), 49.42 (C5-Sia), 47.23 (C9-Fmoc), 37.71 (C3-Sia), 23.18 (NH-Ac), 21.60, 21.22,
20.94, 20.92, 20.78, 20.71, 20.68 (7 x CHs-Ac).

ESI-MS (Gerdit 2, positiv): [m/z] = 1432.49 ((M+Na]", ber.: 1432.46).

CssH7oN303; (1410.33)

57.2.2 Die Synthese von N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-[2-acet-
amido-3-0-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-O-benzyl-B-D-galactopyranosyl)-2-des-oxy-
6-0-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-

D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat|-a-D-galactopyranosyl]-L-serin

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-[ 2-acetamido-3-0-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-O-benzyl- -
D-galacto-pyranosyl)-2-desoxy-6-0-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-di-
desoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat]-a-D-galactopyranosyl|-L-serin-
tert-butylester (50)[15 4

F moc—Ser[a—B—(B—6—O—BnAC3Ga1)—(a—Ac4NeuNAcCOOBn—(2—6))—a—Ga1NAc]—OtBu)

S o COOBN

1.78 g (1.85 mmol) Fmoc-Ser[a-3-(B-6-O-BnAcsGal)-GalNAc]- e aniro

OBu (@5, 347 ¢ (517 mmol, 28 AQuiv) .o om 1o O
a-AcsNeuNAcCOOBn-Xan (22) (Gemisch aus dem Xanthogenat — AcO ACZ 0%\30

undo dem Eliminierungsprodukt 23) und etwa 7 g Molekularsieb FmOCHN)\( oA
(4 A) werden in einer Mischung aus 40 ml absol. Acetonitril und 0

20 ml absol. Dichlormethan suspendiert und unter Argon 30 min bei Raumtemp. geriihrt.
AnschlieBend wird die Losung auf — 65 °C abgekiihlt, unter Lichtausschluss werden 1.33 g

(5.18 mmol, 2.80 Aquiv.) trockenes Silbertrifluormethansulfonat hinzugegeben und die
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5.7.2.3 Die Synthese von N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-[2-
acetamido-4,6-di-0O-acetyl-2-desoxy-3-0-(2,4-di-O-acetyl-6-0-benzyl-3-0-
[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-
galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat]-p-D-galactopyranosyl)-a-D-galacto-

pyranosyl]-L-serin

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-[ 2-acetamido-4,6-0-benzyliden-2-desoxy-3-0-(6-0-
benzyl-p-D-galactopyranosyl)-a-D-galactopyranosyl |-L-Serin-ferf-butylester (52)[155]

(Fmoc-Ser[a-3-(B-6-0O-BnGal)-4,6-Bzn-GalNAc]-O'Bu) t
Ho OBn o[
2.04 g (1.93 mmol) Fmoc-Ser[a-3-(B-6-O-BnAc;Gal)-4,6-Bzn-Gal- He o O&K—'ﬁ\
NAc]-O'Bu (44) werden in 200 ml Methanol geldst und unter " ACHNO)\’(UBU
FmocHN
Kontrolle des pH-Werts mit einer frisch hergestellten 1%igen 0

methanolischen Natriummethanolat-Losung tropfenweise versetzt. Die Losung wird 20 h bei
einem pH-Wert von 9.0 — 95 geriihrt, wobei durch stiindliche Zugabe weiterer
methanolischer Natriummethanolat-1.osung der pH-Wert nachreguliert wird. Anschlieffend
wird die Reaktionsmischung durch Zugabe konz. Essigsiure neutralisiert und die Essigsiure
und die Losungsmittel werden i. Vak. entfernt. Der Riickstand (1.91 g) wird mit 1.31 g
(3.87 mmol, 2.00 Aquiv.) Fluoren-9-ylmethyl-succinimidylcarbonat und 0.5 g (3.87 mmol,
2.00 Aquiv.) N-Ethyldiisopropylamin versetzt, in 100 ml Acetonitril/Dichlormethan (1:1)
gelost und 16 h bei Raumtemp. geriihrt. AnschlieBend werden die Losungsmittel i. Vak.
evaporiert und der Riickstand dreimal mit 50 ml Toluol Kkodestilliert und durch
Flashchromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge = 30.0 cm, Durchmesser =
5.0 ¢cm im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc, 1:1 — EtOAc/EtOH 25:1) gereinigt.

Ausbeute: 1.18 ¢ (1.27 mmol, 66 %); farbloser Feststoff, [cr]%g' =+ 86.0 (¢ = 1.00, CH;CN),
Lit.:! [@] = + 102.0 (¢ = 1.00, CIICLs), Ry= 0.39 (CIOAC/ELOMH, 9:1).

400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCL3): [o/ppm] = 7.76 (d, 2H, *Jusms = Jus.ms
= 7.6 Hz, H4-Fmoc, H5-Fmoc), 7.59 (d, 2H, *Jyy 1 = *Jusw = 7.5 Hz, H1-Fmoe, H8-Fmoc),
7.53 — 7.46 (m, 2H, Ha-Ph), 7.40 (t, 2H, T = Jwsm = Jusws = Jusw = 7.5 Hz,
H3-Fmoc, H6-Fmoc), 7.35 — 7.27 (m, 10H, H2-Fmoe, H7-Fmoec, Ha-Ph), 6.22 (d, 1H,
SInime = 7.6 Hz, NH-GalN), 5.95 (d, 1H, *Jnpsere = 7.1 Hz, NH-Ser), 5.42 (s, 1H, CH-Bzn),
492 (d, 1H, *Jym = 3.0 Hz, H1-GaIN), 4.62 (tp, 1H, *Jiong = Jmoms = 9.5 Hz, H2-GalN),
457 — 447 (m, 2H, CH.-Bn {454, d. “Jemmcum =11.8 Hz}, CHy-Bn {4.47, d,
“Jeum.crza = 11.8 Hz), 4.47 — 4.40 (m, 2H, CHp,-Fmoc {4.44}, Ser” {4.41}), 4.39 — 4.30 (m,
2H, CHy-Fmoc {4.34}, H4-GalN {4.29}), 426 — 4.18 (m, 2H, H1-Gal' {4.22}, H9-Fmoc
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{4.19}), 4.14 — 4.10 (m, 1H, H6,-GalIN {4.10}), 3.98 —3.90 (m, 1H, Ser™ {3.92}), 3.87 - 3.76
(m, 3H, Ser™ {3.80}, H3-GalN {3.77}, H6,-GaIN {3.77}), 3.76 — 3.63 (m, 3H, H4-Gal'
{3.71}, H64-Gal' {3.68}) 3.63 — 3.46 (m, 3H, H2-Gal' {3.57}, H5-GaIN {3.52}, H5-Gal'
{3.51}). 3.32 (m, 2H, OH2-Gal' {3.32}, H3-Gal' {3.30}), 1.95 (s, 3H, CHs-Ac), 1.47 (s, 9H,
CH;-Bu).

75.5 MHz->C-NMR [BB] (CDCL3): [é/ppm] = 173.20, 169.68 (C=0-Ac, C=0-Ser), 156.32
(C=0-Fmoc), 143.86 (Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.43, 141.41 (C4a-Fmoc, C5a-Fmoc),
13791, 137.80 (Cipo-Bzn, Cip,-Bn), 129.17, 128.58, 128.36, 128.33, 127.99 (C, . ,-Ph),
127.96 (C3-Fmoc, C6-Fmoc), 127.25 (C2-Fmoe, C7-Fmoc), 126.76 (C,np-Ph), 125.43
(C1-Fmoc, C8-Fmoc), 120.20 (C4-Fmoc, C5-Fmoc), 104.90 (C1-Gal'), 101.27 (CH-Bzn),
99.36 (C1-GalN), 83.07 (C-Bu), 76.32 (C3-GalN), 75.86 (C4-GalN), 73.74 (C5-Gal"), 73.59
(CH,-Bn), 73.29 (C3-Gal), 71.05 (C2-Gal"), 70.04 (Ser™), 69.21 (C6-Gal'), 69.16 (C4-Gal'),
68.93 (C6-GalN), 67.31 (CH,-Fmoc), 63.51 (C5-GalN), 54.94 (Ser®), 48.29 (C2-GalN), 47.21
(C9-Fmoc), 28.14 (CH3-'Bu), 23.33 (Ac-NH).

ESI-MS (Gerdt 2, positiv): [m/z] = 949.38 ([M+Na]", ber.: 949.37).

CsoHssN2O45 (927.00)

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-| 2-acetamido-4,6-0-benzyliden-2-desoxy-3-0-(6-0-
benzyl-3-0-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-ga-
lacto-non-2-ulopyranosyl }-onat]-p-D-galactop yranosyl))-a-D-galactop yranosyl]-L-serin-
tert-butylester (53)[154]

(Fmoc-Ser[a-AcsNeuNAcCOOBn-(2-3)-(B-6-O-BnGal)-4, 6—an—a—Ga1NAc]—OfBu)

COOBn

AcO HO -0Bn
1.27 ¢ (1.37 mmol) Fmoc-Ser[a-3-(B-6-O-BnGal)-4,6- \AM &\:ﬁ

AcHN

Bzn-GalNAc]-OBu (52), 2.87 g (427 mmol, 3.12 i HN)}rO'B“
Aquiv.) a-AcsNeuNAcCOOBn-Xan (22) (Gemisch aus )

dem Xanthogenat und dem Eliminierungsprodukt 23) und etwa 3 g Molekularsieb (4 A)
werden in einer Mischung aus 40 ml absol. Acetonitril und 20 ml absol. Dichlormethan
suspendiert und unter Argon 30 min bei Raumtemp. geriihrt. Anschlieffend wird die Losung
auf — 65 °C gekiihlt, unter Lichtausschluss werden 1.30 g (5.06 mmol, 3.70 Aquiv.) trockenes
Silbertrifluormethansulfonat hinzugegeben und die Mischung weitere 45 min bei — 65 °C
geriihrt. Danach werden 2.40 ml (3.84 mmol, 2.80 Aquiv.) einer vorgekiihlten 1.6 M
Methylsulfenylbromid-Lésung in absol. 1,2-Dichlorethan innerhalb von 20 min zugetropft. Es
wird 3 h bei — 65 °C geriithrt und anschlicRend werden weitere 0.30 ¢ (1.17 mmol,
0.85 Aquiv.) trockenes Silbertrifluormethansulfonat und 0.30 ml (0.48 mmol, 0.35 Aquiv.)
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(C4-GalN), 73.73 (CHzBn-Gal"), 73.45 (C5-Gal'), 73.09 (Cé6-Sia), 69.71 (C6-Gal'), 69.54
(SerP), 69.28 (C6-GalN), 68.61, 68.58, 68.52, 68.45 (C4-Sia, C8-Sia, C2-Gal', C4-Gal,
CH,Bn-Sia), 67.70 (C7-Sia), 67.48 (CH,-Fmoc), 63.60 (C5-GalN), 63.34 (C9-Sia), 55.23
(Ser®), 49.38 (C5-Sia), 48.53 (C2-GalN), 47.21 (C9-Fmoc), 37.50 (C3-Sia), 28.17 (CHz-'Bu),
23.31 (NH-Ac), 21.35, 21.12, 20.97, 20.86 (4 x CH3-Ac).
ESI-MS (Geriit 2, positiv): [m/z] = 1476.55 (IM+H]", ber.: 1476.58).

1498.65 ([M+Na]", ber.: 1498.56).
C76HgoN3027 (1476.52)

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-[2-acetamido-4,6-di-O-acetyl-2-desoxy-3-0-(2,4-di-
0O-acetyl-6-0-benzyl-3-0-|benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-
glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat]-p-D-galactopyranosyl)-a-D-galacto-
pyranosyl]-L-serin-feri-butylester (55)1154]

(Fmoc-Ser[a-AcsNeuNAcCOOB-(2-3)-(B-6-0-BnAc,Gal)-a-Ac;GalNAc]-O'Bu)

OAG COOBN opn acol’©
Eine Losung von 1.93 g (1.27 mmol) Fmoc-Ser[a- ACOM\?QJ%
AcNeuNAcCOOBN-(2-3)-(B-6-O-BnGal)-4,6-Bzn-a- e o ACHNO)WUBU
GalNAc]-O'Bu (53) in 80 ml 80%iger Essigsiure wird 1 h bei 75 °C Fmech Y
geriihrt. Anschliefend wird die Reaktionsmischung auf Raumtemp. abgekiihlt, mit 50 ml
Toluol verdiinnt und Essigsiure sowie Toluol werden i. Hochvak. entfernt. Der Riickstand
(1.82 g) wird dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert.
CeoHgsN3027 (1388.42)
Zu 1.82 ¢ (1.27 mmol) rohem Fmoc-Ser[a-AciNeuNAcCOOBn-(2-3)-(B-6-O-BnGal)-a-
GalNAc]-O'Bu (54) (Ry=0.16 (EtOAC/EtOH 10:1) werden 55 ml einer auf 0 °C gekiihlten
Mischung aus Acetanhydrid/Pyridin (20:35) gegeben, mit einer katalytischen Menge
4-Dimethylaminopyridin versetzt und 16 h bei Raumtemp. geriihrt. Danach werden die
fliichtigen Bestandteile i. Hochvak. entfernt und es wird dreimal mit 80 ml Toluol
kodestilliert. Der Riickstand (2.10 g) wird durch Flashchromatographie an Kieselgel
(Saulendimensionen: Linge = 38.0 e¢m, Durchmesser = 3.5 c¢cm) im Laufmittelgemisch
(‘Hex/EtOAc¢ 1:5 — EtOAc) gereinigt.
Ausbeute: 1.23 ¢ (0.79 mmol, 62 %): farbloser Feststoff, [a],zf’ =+ 45.4 (¢ =1.00, CHCl3),
Lit.:" [a]2% = + 42.0 (¢ = 1.00, CHCly), Ry = 0.56 (EtOA¢/EtOH 10:1).
400 MHz-'H-NMR ~ ['H-'H-COSY]  (CDCly):  f[é/ppm] = 7176 (d, 2H,
SJuams = Jusns = 7.6 Hz, H4-Fmoc, H5-Fmoc), 7.57 (d, 2H, >Juime= Jusw =7.5 Hz,
H1-Fmoc¢, H8-Fmoc), 7.46 — 7.20 (m, 16H, H2-Fmoc, H3-Fmoc¢, H6-Fmoc, H7-Fmoc,
HarPh), 6.26 (d, 1H, *Jxunz = 7.3 Hz, NH-GaIN), 5.92 (d, 1H, *Jxm1he = 8.5 Hz, NH-Ser),
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N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-| 2-acetamido-4,6-di-O-acetyl-2-desoxy-3-0-(2,4-di-
0-acetyl-6-0-benzyl-3-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-gly-
cero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat]-p-D-galactopyranosyl)-a-D-galactopyran-
osyl|-L-serin (56)[154]
(Fmoc-Ser[a-AcsNeuNAcCOOBn-(2-3)-(B-6-0O-BnAc,Gal)-a-Ac,GalNAc]-OH)

Ac COOBN g , ~OAC
Zu 123 ¢ (0.79 mmol) Fmoc-Ser[a-AcsNeuNAc- A°°:C:N’J\%Q}\A§f§éj§\;%
COOBn-(2-3)-(B-6-0O-BnAc:Gal)-a-Ac,GalNAc]-O'Bu (55) " e ACHNO)\“’OH
werden 20 ml einer Mischung aus Dichlormethan/Trifluoressigsiure und e o!
Wasser (20:40:0.8 ml) gegeben. Die Reaktionsmischung wird 2 h bei Raumtemp. geriihrt und
dann mit 50 ml Toluol verdiinnt. Die Losungsmittel werden i. Vak. evaporiert und der gelbe
Riickstand wird dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert. Die Reinigung des Riickstands
(1.34 ¢) erfolgt durch Flashchromatographie an Kieselgel (Siulendimensionen: Linge =
30.0 cm, Durchmesser = 2.6 ¢m im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc¢ 1:5 — EtOAc —
EtOA¢/EtOH 10:1).
Ausbeute: 1.06 ¢ (0.71 mmol, 90 %); farbloser FeststofT, [cr:]‘%4 =+ 29.9 (c = 1.00, McOH),
Lit.:! [@]3 = + 55.0 (¢ = 1.50, CHCls), Ry = 0.20 (EIOA/EIOL, 2:1).
400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCL): [o/ppm] = 7.76 (d, 2H, *Jusms = Jusms
= 7.6 Hz, H4-Fmoc, H5-Fmoc), 7.57 (d, 2H, *Juym = *Jusw = 7.5 Hz, H1-Fmoc, H8-Fmoc),
7.46 — 7.20 (m, 16H, H2-Fmoc, H3-Fmoe, H6-Fmoc, H7-Fmoc, Ha-Ph), 6.26 (d, 1H,
hume =73 Hz, NH-GalN), 592 (d, 1H, *Jygme=38.5Hz, NH-Ser), 558 (td, 1H,
STusoe = Juswr = 8.3 Hz, *Jugnes = 2.6 Hz, H8-Sia), 5.48 — 5.39 (m, 2H, H4-GaIN {5.45},
CH,.Bn-Sia {5.42, d, *Jempacuze = 12.0 Hz}), 5.25 (dd, 1H, *Jy7 us = 8.2 Hz, *Jiy g = 2.7 Hz,
H7-Sia), 5.11 (d, 1H, *Jusus = 3.4 Hz, H4-Gal"), 5.08 (d, 1H, *Jeuab.croa = 12.0 Hz, CHa,Bn-
Sia), 5.05 — 4.98 (m, 2H, H1-GalN {5.05}, H2-Gal' {5.02}), 4.95 (m,, 1H, NH-Sia), 4.84
(ddd, 1H, *Juypsax = 12.0 Hz, *Jryps = 10.0 Hz, *Jygpsq = 4.6 Hz, H4-Sia), 4.62 (d, 1H,
SJavm = 7.9 Hz, H1-Gal), 4.57 — 4.48 (m, 2H, CH,,Bn-Gal' {4.54}, H3-Gal' {4.52}), 4.48 —
4.39 (m, 41, H2-GaIN {4.45}, H9,-Sia {4.45}, Ser® {4.44}, CH,,Bn-Gal' {4.43}), 4.39 — 4.28
(m, 2H, CHy-Fmoc {4.34}), 4.26 — 4.15 (m, 2H, H9-Fmoc {4.22}, H6,-GalN {4.20}), 4.12 —
3.98 (m, 3H, H5-GalN {4.09}, H5-Sia {4.06}, H3-GalN {4.03}), 3.97 — 3.76 (m, 5H, Hg-
GalN {3.94}, Ser™ {3.90}, H9,-Sia {3.87}, Ser™ {3.86}, H5-Gal' {3.82}), 3.56 — 3.47 (m,
2H, H6,-Gal' {3.54, dd, *Jusans=6.2Hz, “Jugoue =9.6Hz}, H6-Sia {3.51, dd,
Juens = 10.7 Hz, *Jygwr = 2.6 Hz)), 3.41 (dd, 1H, *Jugous=6.7 Hz, *Juepea = 9.6 Hz,
Ho6,-Gal'), 2.62 (dd, 1H, 3JH35q)H4 =4.7 Hz, QJHgﬁq,Hgax =12.7 Hz, H3;-Sia), 2.31, 2.11, 2.10,
2.08, 2.05, 2.04, 2.01, 198, 196, 1.82 (10xs, 30H, CHs-Ac), 1.66 (1, 1H,

i = Jiaqmax = 12.4 Hz, H3,:-Sia).
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9-Azido-4,7-dioxa-nonansiure-fert-butylester (60)**"

(N3-Dispa-'Bu) Na(,\o}\io,m

27.00 g (115.24 mmol) HO-Dispa-Bu (57) werden in 40 ml absol. Dichlormethan 2gelt')st und
mit 28.30 g (279.67 mmol, 2.42 Aquiv.) Triethylamin versetzt. Unter Eiskiihlung werden
27.30 g (238.32 mmol, 2.07 Aquiv.) Mesylchlorid zugetropft. Es wird 8 h bei Raumtemp.
cerithrt, das gebildete Triethylaminhydrochlorid iiber Hyflo® abfiltriert und der Filterkuchen
mit 200 m1 Dichlormethan nachgewaschen. Das Filtrat wird zweimal mit 50 ml Eiswasser und
einmal mit 50 ml einer ges. Natriumchlorid-L.osung gewaschen, iiber Magnesiumsulfat
getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel befreit.

Ci2H2406S (296.38)

Der Riickstand (59) wird in 68 ml N,N-Dimethylformamid aufgenommen, mit 46.50 g
(71527 mmol, 6.21 Aquiv.) Natriumazid versetzt und 15 h bei 60 °C geriihrt. Das
N,N-Dimethylformamid wird i. Hochvak. entfernt und der Riickstand wird in 200 ml Wasser
gelost. Die wiissrige Phase wird viermal mit 150 ml Diethylether extrahiert, die vercinigten
organischen Phasen werden iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das [&sungsmittel i. Vak.
evaporiert. Der Riickstand (26.34 g) wird durch Flashchromatographie an Kieselgel
(Sdulendimensionen: Linge = 30.0 cm, Durchmesser = 12.0 ¢cm im Laufmittelgemisch
(‘Hex/EtOAc 3:1) gereinigt.

Ausbeute: 22.11 g (85.27 mmol, 74 %); farbloses, hochviskoses 01, Rr=0.45 (“Hex/EtOAc,
2:1).

300 MHz-"H-NMR (CDCly): [6/ppm] = 3.72 (t, 2H, *Jus o = 6.5 Hz, H3), 3.69 — 3.59 (m,
6H, (OCH,)3), 3.38 (t, 2H, *Jyous = 5.1 Hz, H9), 2.51 (t, 2H, *Jip1s = 6.5 Hz, H2), 1.45 (s,
9H, CHi-Bu).

75.5 MHZ-*C-NMR (CDCL): [6/ppm] = 171.04 (C1), 80.68 (C-Bu), 70.76, 70.57, 70.17
(C5, C6, C8), 67.11 (C3), 41.50 (C9), 36.41 (C2), 28.23 (CHs-'Bu).

ESI-MS (positiv): fm/z] = 282.07 ([IM+Na]", ber.: 282.14).

C11H21N304 (259.30)

9-Amino-4,7-dioxa-nonansaure-ferf-butylester (61) p
(ILN-Dispa-Bu) HQN(/\ONUBU
Eine Suspension von 19.25 g einer Ni-Al-Legierung in 600 ml Wasser wird unter starkem
Riihren mit ca. 31 ¢ Natriumhydroxid versetzt, bis bei weiterer Zugabe keine Gasentwicklung
mehr auftritt. Nach zehnminiitigem Stehen bei Raumtemp. wird die Mischung 30 min auf

70 °C erwiarmt. Die iiberstchende Losung wird abdekantiert, das Raney-Nickel mit Wasser
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neutral gewaschen und im Anschluss mehrmals mit Isopropanol gespiilt. Zum aktivierten
Katalysator werden 22.00 g (84.84 mmol) Nz-Dispa-Bu (60), gelost in 260 ml Isopropanol,
gegeben. Die Reaktionsmischung wird mehrmals evakuiert, mit Argon beliftet und
schlieflich mit Wasserstoff iiberschichtet. Die L.osung wird 18 h unter Wasserstoffatmosphére
cerithrt. Das Raney-Nickel wird iiber Hyflo® abfiltriert und das Tiltrat i. Vak. vom
Losungsmittel befreit. Der Riickstand (17.70 g) wird durch Flashchromatographie an
Kieselgel (Sidulendimensionen: Linge = 30.0 cm, Durchmesser = 9.0 cm im
Laufmittelgemisch Methanol/Diethylether 1:1) gereinigt.

Ausbeute: 1486 ¢ (63.69 mmol, 75 %); farbloses, hochviskoses Ol, Ry=0.15
(Methanol/Diethylether 1:1).

300 MHZz-"H-NMR (CDCl3): {6/ppm] = 3.72 (t, 2H, *Jus o = 6.5 Hz, H3), 3.61 (s, 4H, H3,
H6), 3.49 (t, 2H, *Jusue = 5.1 Hz, H8), 2.86 (t, 2H, *Juous = 5.1 Hz, H9), 2.51 (t, 2H,
STz s = 6.5 Hz, H2), 1.61 (s, 2H, NH,), 1.61 (s, 9H, CH;-"Bu).

75.5 MHz-"C-NMR (CDCl;): [6/ppm] = 171.07 (C1), 80.70 (C-Bu), 73.54 (C8), 70.50,
70.39 (C5, C6), 67.05 (C3), 41.92 (C9), 36.41 (C2), 28.23 (CH;-Bu).

ESI-MS (positiv): [m/z7] = 234.12 ((M+H]", ber.: 234.17).

C11HxNO4 (233.30)

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-9-amido-4,7-dioxa-nonansiure-ferf-butylester (62)

(FmocNH-Dispa-‘Bu) N {/\ }\)?\

0 , O'Bu
Zu einer Losung von 14.00 g (60.01 mmol) H,N-Dispa-Bu (61) in 300 ml einer Mischung
aus Aceton und Wasser (1:1) werden 5.04 ¢ (60.01 mmol, Aquiv.) Natriumhydrogencarbonat
gegeben. Die Reaktionsmischung wird mit 20.65 ¢ (61.20 mmol, 1.02 Aquiv.) Fluoren-9-
ylmethyl-succinimidyl-carbonat versetzt und 36 h geriihrt. Anschliefend wird die Losung mit
halbkonz. Salzsiure auf pH = 6 angesiuert, wobei sich das Produkt als Ol abscheidet. Das
Aceton wird i. Vak. evaporiert und das Produkt viermal mit jeweils 100 ml Dichlormethan
extrahiert. Die organische Phase wird mit 200 ml 1 N Salzsiure und 200 ml Wasser
gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Der
Riickstand (28.66 g) wird durch Flashchromatographie an Kieselgel (Saulendimensionen:
Linge = 30.0 cm, Durchmesser = 12.0 ¢cm im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc¢ 2:1) gereinigt.
Ausbeute: 24.33 ¢ (53.40 mmol, 89 %); gelbliches, hochviskoses Ol, Rf = 0.24 (“Hex/EtOAc,
21y
300 MHz-"H-NMR (CDCI3): [é/ppm] = 7.76 (d, 2H, *Juum = Jisps = 7.5 Hz, H4-Fmoc,
H5-Fmoc), 7.61 (d, 2H, *Jiy = Jusy = 7.4 Hz, H1-Fmoc, H8-Fmoc), 7.40 (t, 2H, *Jyps 1 =
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s = Jusns = Jus = 7.4 Hz, H3-Fmoce, H6-Fmoc), 7.31 t, 2H, *Jiom1 = Tom = Jwms
= *Jipus = 7.4 Hz, H2-Fmoc, H7-Fmoc), 5.41 (t, 1H, *Jygme = 5.3 Hz, NH), 4.39 (d, 2H,
*Jemame = 7.0 Hz, CHx-Fmoc), 4.23 (t, 1H, *Juocua = 7.1 Hz, H9-Fmoc), 3.72 (t, 2H, *Juz mp =
6.4 Hz, H3), 3.66 — 3.51 (m, 6H, H5, H6, H8), 3.40 (q. 2H, *Juons = Juonu = 3.3 Hz, H9),
2.51 (t, 2H, *Jip s = 6.4 Hz, H2), 1.44 (s, 9H, CH;-"Bu).

75.5 MHz-C-NMR (CDCL3y): [dlppm] = 171.06 (Cl), 156.67 (C=O-Fmoc), 144.16
(Cla-Fmoe, C8a-Fmoc), 141.44 (C4a-Fmoc, C5a-Fmoc), 127.78 (C3-Fmoc, C6-Fmoc),
127.16 (C2-Fmoc, C7-Fmoc), 125.25 (C1-Fmoc, C8-Fmoc), 120.08 (C4-Fmoe, C5-Fmoc),
80.76 (C-Bu), 70.46, 70.22 (C5, C6, C8), 67.03 (CH,-Fmoc), 66.81 (C3), 47.40 (H9-Fmoc),
41.08 (C9), 36.35 (C2), 28.23 (CH;-'Bu).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 478.21 (IM+Nal", ber.: 478.22).

CosH33NO; (455.54)

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-9-amido-4,7-dioxa-nonansiure (63)

(8]
(FmocNH-Dispa-CO,H) FmocHN(/\ O}\)L o

8.00 ¢ (24.42 mmol) FmocNH-Spa-Bu (62) werden 2 h in einer Mischung aus 90 ml
Trifluoressigsidure und 9 ml Wasser geriihrt. AnschlieBend wird mit 100 ml Toluol verdiinnt
und i. Vak. eingeengt. Der erhaltene Riickstand wird dreimal mit Toluol kodestilliert und das
Rohprodukt (7.10 g) wird mittels Flashchromatographie an Kieselgel (Saulendimensionen:
Linge = 25.0 ¢m, Durchmesser = 6.0 ¢m im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc 1:1 — 1.5 —
(0:o0 +0.1 % TFA) gereinigt. Zum Entfernen von Trifluoressigsiureresten wird der Riickstand
anschlieBend mehrmals mit Toluol kodestilliert.

Ausbeute: 6.66 g (16.86 mmol, 95 %); gelbliches, hochviskoses Ol, Ry=0. (“‘Hex/EtOAg, 1:5
+ 0.1 % TFA).

300 MHz-"H-NMR (CDCl3): [o/ppm] = 1.74 (d, 2H, *Jyu s = “Jusus = 7.2 Hz, H4-Fmoc,
H5-Fmoc), 7.59 (d, 2H, *Jigy 1o = *Jus iy = 7.5 Hz, H1-Fmoc, H8-Fmoc), 7.43 (t, 2H, *Jiz 1 =
Tz = Jus ps = Jusnr = 7.4 Hz, H3-Fmoc, H6-Fmoc), 7.29 (t, 2H, o1 = Juoms = Jao s
= *Jums = 7.5 Hz, H2-Fmoc, H7-Fmoc), 5.38 (sp, 1H, NH), 4.41 (d, 2H, *Jemome = 6.9 Hz,
CH,-Fmoc), 4.20 (t, 1H, *Jugcnp = 7.1 Hz, H9-Fmoc), 3.75 (t, 2H, *Jis 10 = 6.2 Hz, H3), 3.66
—3.49 (m, 6H, H5, H6, HS), 3.45 — 3.29 (m, 2H, H9), 2.59 (t, 2H, *Ju 1 = 6.2 Hz, H2).

75.5 MHz-"C-NMR (CDCL3): [dlppm] = 17525 (Cl), 156.76 (C=O-Fmoc), 144.12
(Cla-Fmoe, C8a-Fmoc), 141.45 (C4a-Fmoc, CS5a-Fmoc), 127.81 (C3-Fmoc, C6-Fmoc),
127.20 (C2-Fmoc, C7-Fmoc), 125.24 (C1-Fmoc, C8-Fmoc), 120.10 (C4-Fmoe, C5-Fmoc),
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70.51, 70.22, 70.15 (C5, C6, C8), 66.83 (CH,-Fmoc), 66.46 (C3), 47.35 (CH-Fmoc), 41.03
(C9), 34.81 (C2).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 837.28 (2M+K]", ber.: 837.30).

CasHasNOs (399.44)

5.8.2 Synthese von N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-12-amido-

4,7,10-trioxadodecansaure

12-Hydroxy-4,7,10-trioxadodecansiure-ferf-butylester (65)[331] o
(HO-Trispa-"Bu) HO{-AO}B\/"\@BU
Zu einer Losung von 66.74 g (444.43 mmol, 2.85 Aquiv.) Triethylenglycol (64) in 250 ml
absol. Tetrahydrofuran werden unter Argon 102 mg (4.44 mmol, 0.03 Aquiv.) Natrium
gegeben. Nach vollstindigem Umsatz des Natriums werden 20.00 g (156.04 mmol)
Acrylsiure-tert-butylester zugegeben und es wird 18 h bei Raumtemp. geriihrt. Durch Zugabe
von 3.8 ml 1 N Salzsiiure wird neutralisiert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Der
Riickstand wird in 170 ml ges. Natriumchlorid-Losung aufgenommen und dreimal mit 120 ml
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit 70 ml ges.
Natriumchlorid-L.osung gewaschen und iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Filtration
wird das Losungsmittel i. Vak. evaporiert und das Rohprodukt (36.07 g) ohne weitere
Reinigung in der nichsten Stufe umgesetzt.

Ausbeute: 36.07 g (129.59 mmol, 83 %); farbloses, hochviskoses 01, Ry=0.43 (EtOAc).

300 MHz-"H-NMR (CDCl3): [6/ppm| =3.67 —3.49 (m, 14H, (OCH,)y), 2.95 (ss, 1H, OH)
2.44 (t, 2H, *Jipms = 6.6 Hz, H2), 1.37 (s, 9H, CHs-"Bu).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 301.17 ((M+Na]', ber.: 301.16).

C13H2505 (278.34)

12-Azido-4,7,10-trioxa-dodecansiure-fert-butylester (67)[157]

8]
(N5-Trispa-"Bu) Ny (/\O}\,ILO,BU
3

35.53 g (127.65 mmol) HO-Trispa-'Bu (65) werden in 60 ml absol. Dichlormethan geldst und
mit 31.35 g (309.81 mmol, 2.43 Aquiv.) Triethylamin versetzt. Unter Eiskiihlung werden
30.27 g (264.24 mmol, 2.07 Aquiv.) Mesylchlorid zugetropft und es wird 14 h bei Raumtemp.
gerithrt. AnschlieBend wird das gebildete Triethylaminhydrochlorid iiber Hyﬂ0® abfiltriert
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und der Filterkuchen mit 200 ml Dichlormethan gewaschen. Das Filtrat wird zweimal mit
50 ml Eiswasser und einmal mit 50 ml einer ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen, iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel befreit.

C14H205S (340.43)

Der Riickstand (66) wird in 100 ml N,N-Dimethylformamid aufgenommen, mit 51.53 ¢
(786.45 mmol) Natriumazid versetzt und 15 h bei 60 °C geriihrt. Das N,N-Dimethylformamid
wird 1. Hochvak. entfernt und der Riickstand in 200 ml Wasser geldst. Die wissrige Phase
wird viermal mit 150 ml Diethylether extrahiert, die vereinigten organischen Phasen iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. evaporiert. Der Riickstand
(33.46 g) wird durch Flashchromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge = 30.0
cm, Durchmesser = 12.0 cm im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc 3:1) gereinigt.

Ausbeute: 29.36 ¢ (96.79 mmol, 76 %); farbloses, hochviskoses Ol, Rr=0.41 (‘Hex/EtOAc,
2:1k

300 MHz-"H-NMR (CDCl;): [é/ppm] = 3.83 — 3.50 (m, 12H, (OCHye), 3.38 (1, 2H,
T = 5.1 Hz, H12), 2.49 (t, 2H, *Jipo 13 = 6.6 Hz, H2), 1.43 (s, 9H, CHs-'Bu).

ESI-MS (positiv): [m/7] = 326.08 ((M+Na]", ber.: 326.17).

C13H,5N505 (303.35)

12-Amino-4,7,10-trioxa-dodecansiure-ferf-butylester (68)[157] 5
(HoN-Trispa-"Bu) HzN\(/\o}\/‘LofBu

Eine Suspension von 22 g einer Ni-Al-Legierung in 600 ml Wasser wird unter starkem
Riithren mit ca. 35 ¢ Natriumhydroxid versetzt, bis bei weiterer Zugabe keine Gasentwicklung
mehr auftritt. Nach zehnminiitigem Stehen bei Raumtemp. wird die Mischung 30 min auf
70 °C erwiarmt. Die tiberstehende Losung wird abdekantiert, das Raney-Nickel mit Wasser
neutral gewaschen und im Anschluss mehrmals mit Isopropanol gespiilt. Zum aktivierten
Katalysator werden 29.36 g (96.79 mmol) Ns-Trispa-Bu (67), gelost in 350 ml Isopropanol,
gegeben. Die Reaktionsmischung wird mehrmals evakuiert, mit Argon beliiftet und
schliefflich mit Wasserstoff iiberschichtet. Die L.osung wird 18 h unter Wasserstoffatmosphére
cerithrt. Das Raney-Nickel wird iiber Hyflo® abfiltriert und das Filtrat i. Vak. vom
Losungsmittel befreit. Der Riickstand (24.70 ¢) wird durch Flashchromatographie an
Kieselgel (Siaulendimensionen: Linge = 30.0 cm, Durchmesser = 9.0 cm im

Laufmittelgemisch Methanol/Diethylether 1:1) gereinigt.
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Ausbeute: 19.60 ¢ (70.70 mmol, 73 %); farbloses, hochviskoses Ol, R;=0.29
(Methanol/Diethylether 1:1).

300 MHz-"H-NMR (CDCl3): [8/ppm] = 3.68 (t, 2H, *Juzwp = 6.5 Hz, H3) 3.65 — 3.56 (m,
10H, (OCHz)s), 3.47 (t, 2H, *Juzmn = 4.9 Hz, H12), 2.83 (t, 2H, *Japzm2 = 5.0 Hz, NHa),
2.47 (t, 2H, *Jip s = 6.5 Hz, H2), 1.41 (s, 9H, CH;-"Bu).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 278.16 (IM+H]", ber.: 278.16).

CisHyNOs (277.36)

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-12-amino-4,7,10-trioxadodecansiure-feri-butylester

151] 0
(69)f
FmocNH 0 0'Bu
3

(FmocNH-Trispa-'Bu)

Zu einer Losung von 7.06 g (25.45 mmol) H,N-Trispa-"Bu (68) in 240 ml einer Mischung aus
Aceton und Wasser (1:1) werden 2.13 g (25.45 mmol) Natriumhydrogencarbonat gegeben.
Die Reaktionsmischung wird mit 8.74 g (25.96 mmol, 1.02 Aquiv.) Fluoren-9-ylmethyl-
succinimidylcarbonat versetzt und 36 h geriihrt. Anschlieffend wird mit halbkonz. Salzsiure
auf pH = 6 angesiuert, wobei sich das Produkt als Ol abscheidet. Das Aceton wird i. Vak.
evaporiert und das Produkt viermal mit jeweils 100 ml Dichlormethan extrahiert. Die
organische Phase wird mit 200 ml 1 N Salzsdure und 200 ml Wasser gewaschen, iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Lodsungsmittel befreit. Der Riickstand (12.85 g)
wird durch Flashchromatographie an Kieselgel (Siulendimensionen: Linge = 30.0 c¢m,
Durchmesser = 8.0 cm im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc 2:1) gereinigt.

Ausbeute: 12.34 ¢ (24.69 mmol, 97 %); gelbliches, hochviskoses Ol, R=022 (‘Hex/EtOAc,
2:1).

300 MHz-"H-NMR (CDCL;): [8/ppm] = 7.76 (d, 2H, s = Jusms = 7.5 Hz, H4-Fmoc,
H5-Fmoc), 7.61 (d, 2H, *Juym = “Jusi = 7.3 Hz, H1-Fmoce, H8-Fmoc), 7.40 (t, 21, *Jusm =
s = Juss = Jusam = 7.4 Hz, H3-Fmoe, H6-Fmoc), 7.31 (t, 2H, *Jio w1 = “Tiom = T
= *Jipus = 7.1 Hz, H2-Fmoc, H7-Fmoc), 5.44 (t, 1H, *Jygmo = 5.1 Hz, NH), 4.40 (d, 2H,
*Jemame = 6.9 Hz, CHx-Fmoc), 4.22 (t, 1H, *Jyo cuo = 6.9 Hz, H9-Fmoc), 3.69 (t, 2H, *Juz mp =
6.5 Hz, H3), 3.66 — 3.52 (m, 10H, (OCH,)s), 3.40 (¢, 2H, *Juion11 = Jmane = 5.1 Hz, H12),
2.49 (t, 2H, *Jupus = 6.5 Hz, H2), 1.43 (s, 9H, CH;-"Bu).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 522.15 (IM+Na]", ber.: 522.25).

CasH37NO7 (499.60)
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N(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-12-amido-4,7,10-trioxadodecansiure (70)[15 1

(FmocNH-Trispa-CO,H) 0
FmocNH o OH

12.20 g (24.42 mmol) FmocNH-Trispa-"Bu (69) werden 2 h in einer Mischung aus 90 ml
Trifluoressigsdure und 9 ml Wasser geriihrt. AnschlieBend wird die Reaktionslosung mit
100 ml Toluol verdiinnt und i. Vak. eingeengt. Der erhaltene Riickstand wird dreimal mit
Toluol kodestilliert und das Rohprodukt (10.90 g) wird mittels Flashchromatographie an
Kieselgel (Siulendimensionen: Lidnge = 25.0 ¢m, Durchmesser = 11.0 ¢m im
Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc 1:1 — 1:5 — 0:00 +0.1 % TFA) gereinigt.

Ausbeute: 10.40 g (23.44 mmol, 96 %}); gelbliches, hochviskoses Ol Rr=0. ("Hex/EtOAc, 1:5
+ 0.1 % TFA). Zum Entfernen von Trifluoressigsiurespuren wird der Riickstand anschlieBend
mehrmals mit Toluol kodestilliert.

300 MHz-"H-NMR (CDCL3): [s/ppm] = 7.74 (d, 2H, *huw = *Jusus = 7.4 Hz, H4-Fmoc,
H5-Fmoc), 7.59 (d, 21, *Jim = “Jusr = 7.5 Hz, H1-Fmoc, H8-Fmoc), 7.39 (¢, 2, iz =
s = s s = s = 7.4 Hz, H3-Fmoc, H6-Fmoc), 7.31 (¢, 2H, i = Joms = i
= *Jurus = 7.1 Hz, H2-Fmoe, H7-Fmoc), 5.42 (t, 1H, *Jyum = 5.1 Hz, NH), 4.41 (4, 2H,
3Jenane = 6.9 Hz, CHx-Fmoc), 4.20 (t, 1H, *Juocuz = 6.6 Hz, H9-Fmoc), 3.71 (t, 2H, *Jyz o =
6.1 Hz, H3), 3.66 — 3.50 (m, 10H, (OCH,)s), 3.40 (q, 2H, *Juion11 = Jmanu = 5.1 Hz, H12),
2.48 (t, 21, *Jpi = 6.0 Hz, H2).

ESI-MS (positiv): fm/z] = 466.12 ([M+Na]", ber.: 466.18).

CyHygNO; (443.49)

5.9 Die Synthesen von Immunstimulanzien und

Adjuvanzien

5.9.1Die Synthese des Mitogens N-Palmitoyl-S-[2,3-bis-
(palmitoyloxy)-(R,S)-propyl]-(R)-cystein (Pam;Cys)

L-Cystin-di-fert-butylester (7’2)[195 ]

o) NH,
(CyS-OIBll)Q OJH_.“\\S,S\\‘.‘-H(()*\‘
G

NH,

Zu 45.00 g 70%iger Perchlorsiure werden 15.00 g (62.40 mmol) L-Cystin (71) unter
Eiskiihlung gelost. Es werden 350 ml (301.00 g, 2.59 mol, 41.53 Aquiv.) Essigsiure-zert-
butylester hinzugegeben und die Mischung bei Raumtemp. geriihrt. Nach ca. 1 h bildet sich

cine homogene Losung. Diese wird 48 h geriihrt, wobei ein farbloser Niederschlag ausfillt.
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Die Mischung wird anschlieBend auf — 4 °C abgekiihlt und 24 h bei dieser Temperatur
geriihrt. Der Feststoff wird abfiltriert und mit kaltem Diethylether gewaschen. Das Perchlorat
wird in wenig Wasser aufgeschlimmt wund vorsichtigc mit einer gesittigten
Natriumhydrogencarbonat-1.osung versetzt, bis ein pH-Wert von 8 erreicht ist. AnschlieBBend
wird dreimal mit 200 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden mit 150 ml gesittigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, iiber Magnesiumsulfat
getrocknet und die Losungsmittel i. Vak. evaporiert. Das Rohprodukt, ein farbloses
hochviskoses Ol, wird ohne weitere Reinigung im niichsten Schritt eingesetzt.

Ausbeute: 16.94 ¢ (48.06 mmol, 77 %); farbloses. hochviskoses 01, [or],zj"L =—8.5 (¢ =2.00,
MeOH).

400 MHz-"H-NMR (DMSO-d,): [6/ppm] = 3.48 (t, 2H, 3JHmHBab =6.4 Hz, 2 x H), 2.96 (dd,
2H, *Jupana=6.0Hz, “Jupoupy =13.1Hz, 2x H™), 2.88 (dd, 2H, *Jupome=06.8 Hz,
ZJHBb,HBE =13.1 Hz, 2 x H™), 2.27 — 2.05 (m, 4H, 2 x NH,), 1.41 (s, 18H, 2 x CH;-'Bu).
ESI-MS (positiv): [m/7] = 353.16 ((M+H]", ber.: 353.16).

C4HosN-04S; (352.51)

N,N’-Bis-(fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-L-cystin-di-fert-butylester (73)"°"%

3 0] NHFmoc
(Fmoc-Cys-O'Bu), ~|—o J.H\ S’S\““'H'I’O%

NHFmoc 0

15.00 g (42.60 mmol) L-Cystin-di-tert-butylester (72) und 35.90 g (106.42 mmol, 2.50
Aquiv.) Fluoren-9-ylmethyl-succinimidylcarbonat werden in 170 ml absol. Tetrahydrofuran
gelost. AnschlieBend werden 10.76 ml (9.90 g, 97.87 mmol, 2.30 Aquiv.) N-Methylmorpholin
in 10 ml absol. Tetrahydrofuran langsam hinzugetropft und der Ansatz wird 15 h bei
Raumtemp. geriihrt. Die Losungsmittel werden i. Vak. evaporiert und der Riickstand in 200
ml Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wird zweimal mit 150 ml einer 5%igen
Zitronensiure-Losung gewaschen und iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Entfernen der
Losungsmittel i. Vak. wird der Riickstand aus Dichlormethan/Methanol (1:4) umkristallisiert.
Das Produkt wird abfiltriert, mit einer kalten Mischung aus tert-Butanol/Isopropanol (1:1)
gewaschen und i. Hochvak. getrocknet.

Ausbeute: 28.92 ¢ (36.29 mmol, 85 %); farbloser, kristalliner Feststoff, [c:r]f')4 = 1.2
(c = 1.00, CHCly), Lit:"" [¢]23 = — 6.4 (¢ = 0.56, CHCl3), Ry = 0.63 (‘Hex/EtOAc, 1:1).

300 MHz-"H-NMR (CDCI3): [é/ppm] = 7.74 (d, 4H, *Juy s = *Jusps = 7.5 Hz, H4-Fmoc,
H5-Fmoc), 7.58 (d, 41, *Ji 12 = Jusw = 7.3 Hz, H1-Fmoe, H8-Fmoc), 7.38 (t, 411, *Jusm =
i = Jus s = s = 7.5 He, H3-Fmoe, H6-Fmoc), 7.30 (t, 411, i = Vi = i
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= *Juwrus = 7.5 Hz, H2-Fmoc, H7-Fmoc), 5.74 (d, 2H, *Jxun. = 7.8 Hz, NH), 4.58 (q, 2H,
arp = Jaana = 5.9 Hz, 2 x HY, 4.36 (d, 4H, “Jemim mmee = 7.4 Hz, 2 x CHy-Fmoc), 4.21
(d, 2H, *Juormoccuz = 7.4 Hz, 2 x CH-Fmoc), 3.30 — 3.08 (m, 4H, 2 x HP), 1.48 (s, 18H,
CHs-Bu).

75.5 MHz-"*C-NMR [BB] (CDCL): [d/ppm] = 169.47 (C=0), 155.84 (C=0-Fmoc), 143.96,
143.92 (Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.42 (C4a-Fmoc, C5a-Fmoc), 127.84 (C3-Fmoc,
Co6-Fmoc), 127.20 (C2-Fmoc, C7-Fmoc), 125.30 (C1-Fmoc, C8-Fmoc), 120.10 (C4-Fmoc,
C5-Fmoc), 83.28 (C-Bu), 67.37 (CHx-Fmoc), 54.29 (C%), 47.24 (CH-Fmoc), 42.04 (Ch,
28.14 (CH;-'Bu).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 819.16 ((M+Na]", ber.: 819.27).

Ca4H4sN20sS5 (796.99)

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-S-| 2,3-dihydroxy-(R,S)-propyl]-(R)-cystein-tert-
butylester (74)!"*” 5
(Fmoc-Cyst-S-(dihydroxyprop)-O‘Bu) 4|7OJ\»“'\S/’H.,_|/\ i

NHFmoc OH

Eine Suspension aus 20.00 g (25.09 mmol) (Fmoc-Cys-O'Bu); (73) und 9.85 ¢ (151.63 mmol,
6.04 Aquiv.) Zinkstaub in 220 ml entgastem Dichlormethan wird unter Riihren mit 83 ml
ciner Losung aus Methanol, konz. Salzsdure und konz. Schwefelsdure (100:7:1) versetzt.
Nach 25 min Riihren bei Raumtemp. werden 9.29 g (125.40 mmol, 5.00 Aquiv.) (+)-Glycidol
zugegeben, es wird auf 40 °C erwirmt und 5 h gerithrt. Danach wird die Reaktionsmischung i.
Vak. auf die Hilfte ihres Volumens eingeengt und mit 30 ml einer 5%igen
Kaliumhydrogensulfat-Losung versetzt. Die Mischung wird 20 h bei — 4 °C aufbewahrt und
dann tiber Hyﬂo® filtriert. Das Filtrat wird dreimal mit 100 ml Dichlormethan extrahiert, die
organischen Phasen zweimal mit 20 ml einer ges. Natriumchlorid-L.osung gewaschen, iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Das so erhaltene Ol wird
i. Hochvak. getrocknet und ohne weitere Reinigung umgesetzt.

Ausbeute: 23.30 g (49.20 mmol, 95 %); farbloses 01, Rr=10.35 (‘Hex/EtOAc, 1:3).

300 MHz-"H-NMR (CDCI3): [8/ppm] = 7.74 (4, 2H, *Juuws = “Jusus = 7.3 Hz, H4-Fmoc,
H5-Fmoc), 7.59 (d, 2H, *Ju1m2 = “Jusr = 7.4 Hz, H1-Fmoce, H8-Fmoc), 7.38 (t, 2H, *Jus o =
S = Jusns = Juswr = 7.4 Hz, H3-Fmoc, H6-Fmoc), 7.29 (t, 2H, *Jrom = Viom = Jur.ms
= *Jirus = 7.7 Hz, H2-Fmoc, H7-Fmoc), 5.94 — 5.80 (m, 1H, */xune = 8.7 Hz, NH), 4.54 —
4.33 (m, 3H, Cys®, CHy-Fmoc), 4.21 (t, 1H, *Jt9 Frec.c2 = 6.9 Hz, H9-Fmoc), 3.83 — 3.70 (m,
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1H, CH-Glyceryl), 3.60 — 3.45 (m, 2H, CH,-Glyceryl), 3.07 — 2.84 (m, 2H, Cys"), 2.83 — 2.68
(m, 1H, SCH,-Glyceryl), 2.68 — 2.53 (m, 1H, SCHy-Glyceryl), 1.47 (s, 9H, CH?,-IBU).

75.5 MHz-C-NMR [BB] (CDCL): [d/ppm] = 156.31 (C=0-Fmoc), 143.86 (Cla-Fmoc,
(C8a-Fmoc), 141.46 (C4a-Fmoc, C5a-Fmoc), 127.90 (C3-Fmoc, C6-Fmoc), 127.24 (C2-Fmoc,
C7-Fmoc), 125.25 (C1-Fmoc, C8-Fmoc), 120.16 (C4-Fmoc, C5-Fmoc), 83.37 (C-"Bu), 70.64,
70.44 (Glyceryl-CH)", 67.37 (CH,-Fmoc), 65.40, 65.16 (Glyceryl-CHy)', 54.63 (C%), 47.26
(CH-Fmoc), 36.98, 36.85 (C")", 36.04, 35.91 (-SCH>-)", 28.15 (CHs-'Bu).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 496.15 ([M+Na]", ber.: 496.18).

CasHzNOgS (473.58)

Durch das Vorliegen zweier Diastereomere tritt teilweise Signalverdopplung () auf.

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(R,S)-propyl]-(R)-cystein-
tert-butylester (75)!"*% 0
(Fmoc-Cyst-(pam),-O'Bu) ‘I‘OJH“‘“\S/L“]/\OPam

NHFmee  OPam

Eine Losung von 10.00 g (21.12 mmol) Fmoc-Cyst-S-(dihydroxyprop)-O'Bu (74), 17.33 ¢
(67.58 mmol, 3.20 Aquiv.) Palmitinsdure, 13.12 ml (10.66 g, 84.47 mmol, 4.00 Aquiv.)
N,N'-Diisopropylcarbodiimid und 1.29 g (10.56 mmol, 0.50 Aquiv.) 4-Dimethylaminopyridin
in 250 ml absol. Tetrahydrofuran wird 5 h bei Raumtemp. unter Argon geriihrt. Anschliefend
wird die Reaktionsmischung mit 11.90 ml Essigsiure versetzt und vom Lodsungsmittel i. Vak.
befreit. Der Riickstand wird aus Methanol/Dichlormethan (20:1) umkristallisiert.

Ausbeute: 19.06 g (20.05 mmol, 95 %); farbloser Feststoff, Ry = 0.31 (‘Hex/EtOAc, 1:1).

300 MHz-"H-NMR (CDCL3): [é/ppm] = 7.76 (d, 2H, *huw = Jusms = 7.5 Hz, H4-Fmoc,
H5-Fmoc), 7.62 (d, 2H, *Jii 1 = Jusw = 7.5 Hz, H1-Fmoc, H8-Fmoc), 7.40 (t, 2H, *Jipm =
s = Jusps = Jusnr = 7.4 Hz, H3-Fmoc, H6-Fmoc), 7.31 (¢, 2H, Jaomi = Juoms = Jao s
= Jyrms = 7.4 Hz, H2-Fmoc, H7-Fmoe), 5.77 — 5.59 (m, 1H, NH), 5.20 — 5.12 (m, 1H,
CH-Glyceryl), 4.59 — 4.46 (m, 1H, Cys"), 4.42 — 4.09 (m, 5H, CH,-Fmoc, H9-Fmoc,
OCH,-Glyceryl), 3.15 — 293 (m, 2H, Cysﬁ), 277 (d, 2H, 3JSCH2,CH,G1ycery1 =6.6 Hz,
SCHy-Glyeeryl), 2.39 — 2.17 (m, 4H, 2 x CH3-Pam), 1.77 — 1.56 (m, 4H, 2 x CHg—Pam), 1.47
(s, 9H, CH3-Bu), 1.25 (s, 48 H, 2 x (CH,)2-Pam), 0.88 (t, 6H, *Jisms = 6.5 Hz, 2 x
CHs-Pam).

75.5 MHz-*C-NMR [BB] (CDCL): [é/ppm] = 173.47, 173.18, 173.15 (3 x C=0), 155.86
(C=0-Fmoc), 143.97 (Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.43 (C4a-Fmoc¢, C5a-Fmoc), 127.86
(C3-Fmoc, C6-Fmoc), 127.22 (C2-Fmoc, C7-Fmoc), 125.32 (C1-Fmoc, C8-Fmoc), 120.12
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(C4-Fmoe, C5-Fmoc), 83.16 (C-Bu), 70.37 (CH-Glyceryl), 67.38 (CIH-Fmoc), 63.59
(CHa-Glyceryl), 54.46 (Cys®), 47.27 (CH-Fmoc), 35.52 (Cys"), 34.41, 34.22 (C2-Pam), 33.37
(SCHa>-Glyceryl), 32.07 (2 x C14-Pam), 29.85, 29.81, 29.64, 29.60, 29.55, 29.51, 29.48,
29.44, 29.40, 29.27 (2 x C4 — C13-Pam), 28.13 (CHs-'Bu), 25.03 (2 x C3-Pam), 22.84 (2 x
C15-Pam), 14.26 (2 x C16-Pam).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 972.66 ((M+Na]", ber.: 972.64).

Cs;HgiNOgS (950.40)

N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(R,S)-propyl]-(R)-cystein-fert-butylester (76)!
O
f
(Pam3Cys-O'Bu) 0PN P

NHPam  OPam

1000 ¢ (1052 mmol) Fmoc-Cyst-(pam),-O'Bu  (75) werden in 90 ml
N.N-Dimethylformamid/Piperidin (1:1) 2 h bei Raumtemp. geriihrt. Die Ldsungsmittel
werden 1. Vak. entfernt, und der Riickstand wird dreimal mit Toluol kodestilliert. Das
deblockierte Amin wird in 130 ml Dichlormethan/N,N-Dimethylformamid (5:2) geltdst und
mit 540 g (21.04 mmol, 2.00 Aquiv.) Palmitinsiure, 2.66 g (21.04 mmol, 2.00 Aquiv.)
HOBt x H,O und 2.84 g (21.04 mmol, 2.00 Aquiv.) N,N-Diisopropylcarbodiimid versetzt. Es
wird 20 h bei Raumtemp. geriihrt. Der Ansatz wird mit 100 ml Dichlormethan verdiinnt und
jeweils dreimal mit 100 ml Wasser, ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und wieder mit
Wasser gewaschen. Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel wird i. Vak. evaporiert. Das Rohprodukt wird durch Umkristallisation aus
Chloroform/Methanol (1:5) bei 0 °C gereinigt.

Ausbeute: 8.85 g (9.16 mmol, 87 %); farbloser Feststoff, R, =0.57 (‘Hex/EtOAc, 3:1).

300 MHz-"H-NMR (CDCL): [d/ppm] = 631 (d, 1H, 3o = 7.3 Hz, NH)y5.17 — 5.06 (m,
1H, CH-Glyceryl), 4.73 — 4.64 (m, 1H, Cys™), 4.35 — 4.25 (m, 1H, OCH,,-Glyceryl), 4.12 —
4,06 (dd, 1H, *Jocuacn = 6.2 Hz, *Jocumn, ocuz = 12.0 Hz, OCHy,-Glyceryl), 3.05 — 2.96 (m,
2H, Cysh), 2.71 (d, 2H, SJSCHQ,CH,GWC@M =6.5 Hz), 2.34 — 2.23 (m, 6H, 3 x CH3-Pam), 1.66 —
1.50 (m, 6H, 3 x CHE-Pam), 1.45 (s, 9H, CH;-Bu), 1.23 (sp, 72 H, 3 x (CH,);,-Pam), 0.85 (,
OH, *Jii61m1s = 6.6 Hz, 3 x CHs-Pam).

75.5 MHz-*C-NMR [BB] (CDCL): [é/ppm] = 173.37, 172.28, 173.05 (3 x C=0), 169.77
(CONH), 83.06 (C-'Bu), 70.34 (CH-Glyceryl), 63.59 (CH,-Glyceryl), 52.36 (Cys"), 35.25
(CysP), 34.41, 34.22 (C2-Pam), 33.37 (SCHo-Glyceryl), 31.87 (3 x C14-Pam), 29.75, 29.81,
29.64, 29.60, 29.55, 29.51, 29.48, 29.44, 20.40, 29.27 (3 x C4 — C13-Pam), 28.03 (CH;-Bu),
25.03 (3 x C3-Pam), 22.84 (3 x C15-Pam), 14.26 (3 x C16-Pam).
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ESI-MS (positiv): fm/z] = 989.77 (IM+Na]", ber.: 989.80).
CssHi1/NO4S (966.57)

N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(R,S)-propyl]-(R)-cystein (77)!'*
O

(Pam;Cys-OH) HOJH...“\SA]/\OPW

NHPam  QPam

8.80 g (9.10 mmol) Pamg,Cys—OfBu (76) werden in 40 ml Dichlormethan gelst und mit 2.8 ml
Anisol sowie 70 ml Trifluoressigsiure versetzt. Die Losung wird 90 min bei Raumtemp.
geriihrt. Die Reaktionsmischung wird mit 100 ml Toluol verdiinnt, i. Vak. eingeengt und
anschlieBend dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert. Der Riickstand wird in 80 ml siedendem
Petrolether/Chloroform (16:1) aufgenommen, heif} abfiltriert und bei — 20 °C auskristallisiert.
Der erhaltene Riickstand (7.74 g, 8.50 mmol, 93 %) wird durch Flashchromatographie an
Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge = 35.0 c¢m, Durchmesser = 55 c¢m im
Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc/AcOH 200:40:1) gereinigt.

Ausbeute: 7.20 g (7.91 mmol, 87 %); farbloser Feststoff, [cr],%5 =+ 10.2 (¢ =1.00, CHCly),
Ry=0.57 (EtOAc/AcOH, 100:1).

300 MHz-"H-NMR (CDCLy): [é/ppm] = 6.50 (d, 1H, Sntne = 7.1 Hz, NH), 5.19 — 5.08 (m,
1H, CH-Glyceryl), 4.84 — 4.70 (m, 1H, Cys®), 4.37 — 4.27 (m, 1H, OCHa,-Glyceryl), 4.16 —
4.04 (m, 1H, OCHu-Glyceryl), 3.19 — 3.01 (m, 2H, CysP), 2.72 (d, 2H, *Jscmcn
Glyeeryl = 6.2 Hz, SCH,-Glyceryl), 2.37 — 2.22 (m, 6H, 2 x CH3-Pam), 1.69 — 1.51 (m, 6H, 3 x
CHg—Pam), 1.23 (sp, 72 H, 3 x (CH2)12-Pam), 0.85 (t,, 9H, 3T mis = 6.3 Hz, 3 x CHa-Pam).
75.5 MHz-"C-NMR [BB] (CDCL): {é/ppm] = 173.65, 173.58, 173.48 (3 x C=0), 172.27
(CONH), 70.17 (CH-Glyceryl), 63.59 (CHx>-Glyceryl), 52.06 (Cys®, 36.25 (CysP), 36.2
(C2-Pam, NHCO), 34.27, 34.16 (2 x C2-Pam), 33.77 (SCH>-Glyceryl), 31.87 (3 x C14-Pam),
29.75, 29.81, 29.64, 29.60, 29.55, 29.51, 29.48, 29.44, 29.40, 29.27 (3 x C4 — C13-Pam),
25.51 (C3-Pam), 24.93 (2 x C3-Pam), 22.74 (3 x C15-Pam), 14.06 (3 x C16-Pam).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 910.75 ((M+H]", ber.: 910.75).

CsaHi0sNO,S (910.46)
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5.9.2 Die Synthese vom Monophosphorlipid A (AS595) und seinem

Derivat

5.9.2.1 Die Synthesen der Fettsiuren

5.9.2.1.1 Die Synthese zur (R)-3-Benzyloxytetradecansiure

3-Oxotetradecansiuremethylester (81)1°% 432

0 0
MWOME
Eine Losung von 140.00 g Meldrumsiure (78) (971.35 mmol, 1.00 Aquiv.) in 500 ml

Dichlormethan wird mit 157 ml (1.95 mol, 2.01 Aquiv.) Pyridin versetzt und auf 0 °C
gekiihlt. AnschlieBend werden 250 ml (230.50 g, 1.05 mol, 1.08 Aquiv.) Laurinsiurechlorid
(79) in 250 ml Dichlormethan iiber 3 h langsam hinzugetropft. Die Losung wird 2 h bei 0 °C
und 16 h bei Raumtemp. geriihrt. Uberschiissiges Pyridin wird mit 2 N Salzsiure entfernt, die
organische Phase mit Wasser neutral gewaschen, iitber Magnesiumsulfat getrocknet und
anschliefiend i. Vak. von den Losungsmitteln befreit. Der Riickstand wird in 550 ml Methanol
4 h unter Riickfluss erhitzt, wobei Kohlendioxid austritt. Der iiberschiissige Alkohol wird i.
Vak. evaporiert und der Riickstand durch eine sehr kurze Destillationsapparatur ohne
Kiihlung bei 134 °C i. Hochvak. bei 0.2 mbar destilliert.

Ausbeute: 187.16 g (730.01 mmol, 75 %), Lit.:"** 81 %; farbloser, amorpher Feststoff, Sdp.
132 °C/0.2 Torr.

400 MHz-"H-NMR (CDCL): [d/ppm] =3.71 (s, 3H, OMe), 3.43 (s, 2H, H2), 2.51 (t, 2H, H4,
s =73 Hz), 1.62 — 1.50 (m, 2H, H5), 1.23 (m., 16H, (CHys), 0.86 (, 3H, H14,
s = 6.7 Ha).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 279.19 (IM+Na]', ber.: 279.19).

C15H2505 (256.38)

. 237,433
(R)-3-Hydroxytetradecansiduremethylester (84)! ] OH O
A~ e

In einem Schlenk-Kolben unter Argon werden 35.0 mg (0.0012 Aquiv.) [RuCly(PhIH)], (82)
und 101.0 mg (0.0028 eq.) (R)-(+)-BINAP in 5 ml entgastem Dimethylformamid geldst und
20 min auf 110 °C erhitzt.

In einem zweiten Gefih legt man unter Argon 15.00 g (58.50 mmol) des B-Ketoesters 81 in
90 ml entgastem Methanol vor und gibt die abgekiihlte Katalysator-Losung 83 dazu. Die
vereinigten Losungen werden in einen Autoklaven iiberfithrt und mit wenig Methanol

nachgespiilt. Der Autoklav wird mehrmals mit Wasserstoff geflutet und es wird 18 h bei
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90 °C und 7 bar hydriert. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemp. wird die Reaktionsldsung unter
reduziertem Druck eingeengt und der rohe B-Hydroxyester durch Flashchromatographie an
Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge = 30.0 cm, Durchmesser = 11.0 cm im
Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc, 10:1) gereinigt.

Ausbeute: 14.36 g (55.60 mmol, 95 %), Lit."***:: 96 %; klare, farblose Fliissigkeit, R;=0.27
(Hex/EtOAc, 5:1), [a]2® =—12.5 (¢ =1.00, CHCLy), Lit.:™* [2]3® = — 13.9 (¢ =1.00,
CHCly).

400 MHz-"H-NMR (CDCL3): [o/ppm] = 3.97 (m, 1H, H3), 3.68 (s, 3H, OMe), 2.90 (br, 1H,
OM), 2.49 (dd, 1H, *Jizams = 3.1 Hz, “Jiann = 16.4 Hz, H2,), 2.38 (dd, 1, *Juap s = 9.0 Hz,
*Jrop 12 = 16.4 Hz, H2y), 1.53 — 1.18 (m, 20H, (CHa)1o), 0.85 (t, 3H, *Jiams = 6.7 Hz, H14).
ESI-MS (positiv): [m/7] = 242.28 ((M-OH+H]", ber.: 242.22).

C15H3005 (258.40)

(R)-3-Trimethylsilyloxytetradecansduremethylester (85)24- 24 MesSIO O
/\/\/’\/\/\/k)’L

OMe
7Zu einer Losung aus 150 ml getrocknetem Tetrahydrofuran und 10.00 g (38.70 mmol)

(R)-3-Hydroxytetradecansiuremethylester (84) werden 11.84 ml (8.64 g, 85.40 mmol,
2.20 Aquiv.) Triethylamin und 8.39 g (77.23 mmol, 1.99 Aquiv.) Chlorotrimethylsilan
gegeben. Die Losung wird 17 h bei Raumtemp. geriihrt. AnschlieBend wird mit 200 ml
eiskaltem  Dichlormethan  verdiinnt und mit 15 ml  Kkalter  gesittigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung versetzt. Die organische Phase wird zweimal mit 75 ml
kaltem Wasser gewaschen. Die gesammelten wissrigen Phasen werden zweimal mit Ether
(100 ml) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen iiber Magnesiumsulfat getrocknet und
i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Es werden 12.70 g des rohen Trimethylsilylethers 85
erhalten. Dieser ist ausreichend rein fiir die Umsetzung in der nichsten Stufe.

Ausbeute: 12.49 g (37.80 mmol, 98 %), Lit.”®: 99 %; kKlare, farblose Flissigkeit, R,=0.81
(‘Hex/EtOAc, 5:1).

400 MHz-"H-NMR (CDCI3): é/jppm] = 4.10 (m, 1H, H3), 3.67 (s, 3H, OMe), 2.44 (d, 1H,
ams = 1.2 Hz, H2,), 2.43 (sp. 1H, H2), 1.50 — 1.19 (m, 20H, (CHz),0), 0.87 (t, 3H,
3 Teams = 6.8 Hz, H14), 0.10 (s, 9H, SiMes).

ESI-MS (positiv): fm/z] = 992.84 ([3M+H]", ber.: 992.74).

(C15H3505S1 (330.58)
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(R)-3-Benzyloxytetradecansiuremethylester (86)/**" —

OMe
Zu einer Losung aus 12.49 g (37.80 mmol) rohem Trimethylsilylether 85, 4.70 ml (4.94 g,

46.50 mmol, 1.20 Aquiv.) Benzaldehyd in 200 ml trockenem Dichlormethan werden 0.70 ml
(0.86 g, 3.87 mmol, 0.10 Aquiv.) Trimethylsilyltriflat zugegeben und 1 h bei 0 °C geriihrt.
AnschlieBend werden 5.70 ml (4.10 g, 35.60 mmol, 0.92 Aquiv.) Triethylsilan hinzugegeben
und es wird auf Raumtemp. erwirmt. Nach 14 h wird die Losung mit 150 ml Diethylether
verdiinnt, mit 200 ml ges. Natriumhydrogencarbonat-I.osung und mit 100 ml Wasser
gewaschen. Im Anschluss wird die organische Phase tiber Magnesiumsulfat getrocknet und i.
Vak. aufkonzentriert. Das erhaltene Rohprodukt ist ausreichend rein fiir die néichsten Stufe.
Rohausbeute: 13.49 g (quant.); klare, farblose Fliissigkeit, Rr= 0.75 ("Hex/EtOAc, 5:1).
ESI-MS (positiv): [m/z] = 371.25 ((M+Na]", ber.: 371.51).

Ci13H330581 (348.52)

s [244]
(R)-3-Benzyloxytetradecansiure (87) —

OH
Zu einer Losung von 13.49 ¢ (38.70 mmol) rohem Benzylether 86 in 200 ml Tetrahydrofuran

wird eine wissrige 1 N Lithiumhydroxid-Lésung (200 ml, 0.20 mol) gegeben und 30 min bei
80 °C und anschlieBBend 6 h bei 50 °C geriihrt. Danach wird mit 1 N Salzsaure neutralisiert
und zweimal mit 250 ml Ether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. evaporiert. Das erhaltene
Rohprodukt (16.17 g) wird durch Flashchromatographie an Kieselgel (Siulendimensionen:
Linge = 35.0 cm, Durchmesser = 11.0 ¢cm im Laufmittelgemisch “Hex/EtOA¢ 20:1 — 1.5 —
1:5 + 0.1 % AcOH) gereinigt.

Ausbeute: 10.44 ¢ (31.20 mmol, 81 % ausgehend von 84), Lit.: (433181 Y%: farbloser Feststoff,
[]2® = — 7.2 (¢ = 1.00, CHCly), Lit.: "™ [2]2° = - 5.0 (¢ = 1.20, CHCl5).

400 MHz-"H-NMR (CDCl3): o/ppm] = 7.38 — 7.26 (m, 5H, Ha-Ph), 4.57 (s, 2H, CH-Bzn),
3.87 (qp 1, Juspow = Tz = 6.1 Hz, H3), 2.64 (dd, 11, *Jaaps = 6.9 Hz, Jazapon =
15.5 Hz, H2,), 2.56 (dd, 1H, *Jip 1 = 5.2 Hz, Jgop g = 15.5 Hz, H2p), 1.72 — 1.50 (m, 2H,
H4), 1.53 — 1.18 (m, 18H, (CH,)o), 0.88 (t, 3H, *Jiyy4 113 = 6.1 Hz, H14).

100.6 MHz-"C-NMR [BB] (CDCL): [d/ppm] = 175.57 (C1), 137.86 (Cipo-Ph), 128.39,
127.83, 127.77 (Comp-Ph), 75.68 (C3), 71.51 (CH-Bzn), 39.19 (C2), 33.98 (C4), 31.88 (C12),
29.60, 29.53, 29.51, 29.31 (C6 — C11), 25.05 (C5), 22.66 (C13), 14.10 (C14).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 357.27 (IM+Na]", ber.: 357.24).

C21H3405 (334.49)
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5.9.2.1.2 Die Synthese zur (R)-3-Dodecanoyloxytetradecansiure

(R)-3-Hydroxytetradecansiure (88)1*" .

A~ Aoy
Zu 5.00 g (19.35 mmol) (R)-3-Hydroxytetradecansiuremethylester (84) wird bei Raumtemp.

80 ml einer Mischung aus Tetrahydrofuran/Wasser (1:1) und 1.39 g (58.10 mmol, 3.00
Aquiv.) Lithiumhydroxid gegeben, wobei sich die Reaktionsmischung leicht erwirmt. Diese
wird 1 h bei 80 °C und danach 4 h bei 50 °C geriihrt. Nach Abkiihlen auf Raumtemp. wird mit
konz. Salzsiure langsam und vorsichtig ein pH-Wert von 2 eingestellt, danach wird die
wiissrige Losung dreimal mit 100 ml Dichlormethan extrahiert und die organische Phase iiber
Magnesiumsulfat getrocknet. Die Losungsmittel werden i. Vak. evaporiert und nach
Kodestillation mit Dichlormethan und Trocknung des Riickstands i. Hochvak. wird das
erhaltene Rohprodukt ohne weitere Reinigung in der nichsten Reaktion eingesetzt.

Ausbeute: 4.33 g (17.71 mmol, 92 %) Lit.*": 69 %; farbloser Feststoff, [¢]3® = — 15.3
(¢ = 1.00, CHCls), Lit..": [a]3° = - 16.2 (¢ = 1.00, CHCL»).

400 MHz-"H-NMR (CDCl3): [d/ppm] = 4.03 (td, 1H, iz = s ~ 8.2 Hz, *Juzmo ~
3.5 Hz, H3), 2.58 (dd, 1H, *Jipams = 3.1 Hz, *Fipamoy = 16.6 Hz, H2,), 2.47 (dd, 1H, *Jipp 1 =
8.9 Hz, “Jymb.1za = 16.6 Hz, H2p), 1.60 — 1.38 (m, 2H, H4), 1.38 — 1.17 (m, 18H, (CHa)s), 0.87
(t, 3H, *Juya s = 6.9 Hz, H14).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 757.65 ([3M+Li+I0]", ber.: 757.64).

C14Hps05 (244.37)

(R)-3-Hydroxytetradecansiurebenzylester (89)1***! OH O
/\/\/\/\/\)\)Logn

Zu einer Losung von 4.40 g (18.01 mmol) (R)-3-Hydroxytetradecansiure (88) in 80 ml
Ethylacetat werden 9.41 g (55.02 mmol, 3.00 Aquiv.) Benzylbromid, 5.31 g (52.50 mmol,
2.92 Aquiv.) Triethylamin und 3.32 g (8.99 mmol, 0.50 Aquiv.) Tetrabutylammoniumjodid
7zugegeben und die Mischung 18 h bei Raumptemp. geriihrt. Danach werden i. Vak. die
Losungsmittel evaporiert, der Riickstand wird in 300 ml Ether aufgenommen, zweimal mit
100 ml gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung und zweimal mit 100 ml Wasser neutral
gewaschen. Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und i. Vak.
vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wird ohne weitere Reinigung und
Charakterisierung in der néichsten Stufe eingesetzt.

Rohausbeute: 6.02 g (18.00 mmol, quant.); gelber, kristalliner Feststoff, R;=0.29
(‘Hex/EtOAc, 8:1).

C21H3405 (334.49)
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o
(R)-3-Dodecanoyloxy-tetradecansiurebenzylester (90)**" /WW\)LO o
PN NN

12.00 ¢ (35.88 mmol) des rohen Alkohols 89 werden bei 0 °C in 10.3 ml (10.09 g,
127.56 mmol, 3.56 Aquiv) Pyridin und 218 ml Dichlormethan mit 10.99 g (50.24 mmol, 1.40
Aquiv.) Dodecanoylchlorid 18 h bei Raumtemp geriihrt. Dann wird mit 200 ml
Dichlormethan verdiinnt und eine Mischung aus 150 ml Eiswasser und gesittigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung zugegeben. Die organische Phase wird abgetrennt und mit
100 ml 1 N wiissriger Salzsdure sowie mit 100 ml gesittigter Salzldsung gewaschen, iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. von Losungsmitteln befreit. Das Rohprodukt wird
anschliefend durch Flashchromatographie an Kieselgel (Sidulendimensionen: ILinge =
25.0 ¢cm, Durchmesser = 8.0 ¢cm im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc, 20:1) gereinigt.
Ausbeute: 18.50 g (35.80 mmol, quant., leicht verunreinigt mit Dodecansiure), Lit.: [244]
96 %; farbloser Feststoff, R,= 0.37 (‘Hex/EtOAc, 20:1), [a:]%”‘ =+ 1.3 (¢ = 1.00, CHCl3), Lit.:
410122 = +1.8 (¢ = 5.20, CHCL).

400 MHz-"H-NMR (CDCL;): [o/ppm] = 7.39 — 7.29 (m, 5H, Ha-Ph), 5.24 (tt, 1H, *Jiz o ~
7.3 Hz, *Jiz ma = 5.4 Hz, H3), 5.10 (s, 2H, CH-Bzn), 2.63 (dd, 1H, *Jipms= 7.4 Hz, *Jippauiop, =
15.3 Hz, H2,). 2.59 (dd, 1H, *Jumus = 5.6 Hz, *Jumma = 15.3 Hz, H2,), 2.20 (td, 2H,
STy = 7.5 Hz, *Tisamey = 3.6 Hz), 1.64 — 1.50 (m, 4H, H4 + H17), 1.34 — 1.16 (sp, 34H,
(CHaz)17), 0.88 (m,, 6H, H14 + H26).

C33Hs40,4 (516.80)

(R)-3-(Dodecanoyloxy)tetradecanszure (91)"**! va\jb
0

A A A~AA G
Zu 360 ml einer Mischung aus Ethylacetat/Ethanol (1:1) werden 18.00 ¢ (34.80 mmol) des

Benzylesters 90 und 600 mg Palladium (10 %) auf Aktivkohle gegeben. Durch mehrmaliges
Evakuieren und Fluten mit Argon wird griindlich entgast. Der Ansatz wird 18 h bei
Raumtemp. unter 3 bar Wasserstoffatmosphire gerithrt. Danach wird die
Wasserstoffatmosphire gegen eine Argonatmosphire ausgetauscht und die Mischung iiber
eine Kartusche mit C18-Siulenmaterial filtriert. Man spiilt die kleine Sdule mehrmals mit
reinem Ethylacetat und befreit das Filtrat i. Vak. von den Losungsmitteln. Der Riickstand
wird einige Male mit Toluol kodestilliert und iiber Flashchromatographie an Kieselgel
(Saulendimensionen: Linge = 25.0 cm, Durchmesser = 8.0 c¢m im Laufmittelgemisch
“Hex/EtOAc, 8:1) gereinigt.

Ausbeute: 12.44 g (29.20 mmol, 84 %), Lit. ®* 86 %; farbloser Feststoff, R;=0.34
CHex/EtOAc, 3:1), [@]3* = — 0.7 (¢ = 1.00, CHCly), Lit.: ¥ [a]2 = — 1.03 (¢ = 1.17,
CHCly).
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400 MHz-"H-NMR (CDCL): [d/ppm] = 5.20 (i, 1H, *Jiz 100 = 7.2 Hz, *Ji3. 4 = 6.9 Hz, H3),
2.61 (dd, 1H, *Jroams = 7.3 Hz, Jipame = 15.9 Hz, H2,), 2.58 (dd, 1H, *Jipym = 5.6 Hz,
2 Jeop p2a = 15.9 Hz, H2y), 2.27 (¢, 2H, *Juis.m7 = 7.5 Hz, H16), 1.66 — 1.53 (m, 4H, H4 + H17),
1.33 — 1.20 (spr, 34H, (CHo)17), 0.86 (m, 6H, H14 + H26).
100.6 MHz-"C-NMR [BB] (CDCL): [d/ppm] = 176.84 (C1), 173.76 (C15), 70.41 (C3), 39.34
(C2), 34.94 (C16), 34.42 (C4), 32.38 (C12 + C24), 30.09, 30.06, 30.01, 29.95, 29.92, 29.82,
29.75, 29.73, 29.60, 29.58 (C6 — C11 + C18 — C23), 25.57, 25.47 (C5 + C17), 23.15 (C13 +
(25), 14.59 (C14 + C26).
ESI-MS (positiv): [m/z] = 449.36 ([M+Na]", ber.: 449.36).

465.34 (IM+K]*, ber.: 465.33).

875.73 ([2M+Na]", ber.: 875.73).
CasHs004 (426.67)

5.9.2.2 Die Synthesen der Monosaccharide

5.9.2.2.1 Die Synthese des Glucosamindonors

2-Desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-a,p-D-glucopyranose (93)1*" 243]

OH
(a,B-GlecNTroc-OH) - o
HO OH
TrocHN

Unter intensivem Riihren werden 100.00 g (463.76 mmol) a-D-Glucosamin-Hydrochlorid
(92) in 700 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung geldst und innerhalb von 30 min
tropfenweise mit 118.00 g (556.97 mmol, 1.20 Aquiv.) Chlorameisensiure-2.,2.2-
trichlorethylester (2,2,2-Trichlorethoxycarbonylchlorid) versetzt. Es werden weitere 200 ml
einer ges. Natriumhydrogencarbonat-1.osung hinzugegeben und das Reaktionsgemisch 3.5 h
bei Raumtemp. geriihrt. Der ausgefallene Feststoff wird abfiltriert und mit Wasser gewaschen.
Das Filtrat wird mit 1 M Salzsidure neutralisiert, i. Vak. eingeengt und der ausgefallene
Feststoff wird erneut abfiltriert. Dieser Vorgang wird ein weiteres Mal wiederholt. Die
vereinigten Riickstinde werden i. Hochvak. bei 45 °C getrocknet und ohne Reinigung und
Charakterisierung in nachfolgenden Stufen eingesetzt.

Ausbeute: 135.12 ¢ (381.08 mmol, 82 %), Lit.: "1 85 %; farbloser Feststoff, Rf = 0.50 bzw.
0.39 (EtOAC/EtOH, 10:1).

CoH14CIsNO7 (354.57)
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1.3,4,6-Tetra-0-acetyl-2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-ga,p-D-gluco-
pyranose (94)/1*" 4] OAc
(a,B-Acz;GleNTroc-OAc) A%%Oéo

TrocHN

Zu einer Losung von 100.00 g (282.03 mmol) a,p-GlcNTroc-OH (93) in 500 ml Pyridin

OAc

werden 250 ml Essigsdureanhydrid bei 0 °C langsam hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch
wird bei Raumtemp. 17 h geriihrt und anschlieBend werden {iberschiissiges
Essigsdurcanhydrid sowie Pyridin i. Hochvak. entfernt. Der Riickstand wird fiinfmal mit
100 ml Toluol kodestilliert und die Reinheit durch Diinnschichtchromatographie bestimmt.
Das entstandene Anomerengemisch (mittels NMR-Spektroskopie bestimmt a:p = 6:4) ist
ausreichend rein fiir die Umsetzung in der nichsten Stufe. Sollte dies nicht der Fall sein, so
wird das Rohprodukt durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: ‘Hex/EtOAc,
2:1) gereinigt.
Rohausbeute: 147.00 g (quant.), Lit.:®*1 92 ¢, bezogen auf a-D-Glucosamin-Hydrochlorid;
farbloser, amorpher Feststoff, Ry=0.65 (‘Hex/EtOAc, 2:3), Rr=0.40 (‘Hex/EtOAc, 1:1),
R,=0.20 ("Hex/EtOAc, 2:1).
400 MHz-"H-NMR (CDCl3): [o/ppm] = 6.18 (d, 1H, *Ju1m = 3.7 Hz, H1-GleN®), 5.71 (d,
1H, *Jy1 iz = 8.6 Hz, HI-GIeNP), 5.34 (d, 1H, *Jxppmo = 9.3 Hz, NH), 5.24 (t,, 1H, Jus o ~
s ~ 10.2 Hz, H3-GIeN), 5.15 (t, 1H, *Jugis ~ Juans ~ 9.7 Hz, H4-GIeN), 4.78 (d, 11,
*Jemacun = 12.1 Hz, CHy,-Troc), 4.57 (d, 1H, *Femob cma = 12.1 Hz, CHy,-Troc), 4.22 (dd,
1H, *Jusans=4.1 Hz, *Jusamer = 12.3 Hz, H6,-GleN), 4.18 (dd, 1H, *Juspus =3.3 Hz,
“Tusb.uea = 12.3 Hz, H6,-GIcN), 4.10 — 4.01 (m, 1H, H2-GleN), 401 — 395 (m, 1H,
H5-GIeN), 2.15, 2.04, 2.00, 1.99 (4 x s, 12H, CH3-Ac).
100.6 MHz-C-NMR [BB] (CDCL;): [6/ppm] = 171.59, 171.06, 169.58, 169.08 (C=0-Ac),
154.50 (C=0-Troc), 95.64 (CCl3), 90.79 (C1-GlecN), 74.98 (CH,-Troc), 70.73, 70.07, 67.95
(C3-/C5-/C4-GleN), 61.87 (Co-GleN), 53.53 (C2-GleN), 21.23, 21.08, 21.04, 2095 4 x
CHs-Ac).
ESI-MS (positiv): [m/7] = 543.98 ((M+Na]", ber.: 544.02)

1067.01 ([2M+Na]", ber.: 1067.04).
C17H,2CIsNOq, (522.72)

3,4,6-Tri-0O-acetyl-2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-a,p-D-glucopyranose

© 5)[245, 247] OAc
A%Oo 7 OH
(o, B-Ac;GleNTroc-OH) S TrocN

Zu einer Losung von 15.33 ml (13.80 g, 229.62 mmol, 1.20 Aquiv.) Ethylendiamin in 300 ml
Tetrahydrofuran werden langsam 15.32 ml (16.08 g, 267.78 mmol, 1.40 Aquiv.) Essigsiure
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bei 0 °C zugetropit, wobei sich sofort ein farbloser Niederschlag bildet. Anschliefend werden
100.00 ¢ (191.31 mmol) rohes a,p-AczGlcNTroc-OAc (94) in ca. 300 ml Tetrahydrofuran
zugegeben und 24 h bei Raumtemp. geriihrt. Nach Zugabe von 200 ml Wasser wird dreimal
mit 150 ml Dichlormethan extrahiert, die organische Phase mit 200 ml 2 N Salzsiure, ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung und Wasser gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet
und das Losungsmittel i. Vak. evaporiert. Durch Diinnschichtchromatographie wird die
Reinheit des erhaltenen Produkts iiberpriift. Sollte Reinigung notwendig sein, erfolgt sie durch
Flashchromatographie an Kieselgel im Laufmittelgemisch “Hex/EE, 3:2.
Ausbeute: 85.33 ¢ (177.52 mmol, 93 %, 76 % bezogen auf a-D-Glucosamin-Hydrochlorid);
farbloser, amorpher Feststoff, Ry= 0.53 (‘Hex/EtOAc, 2:3), Rr=0.18 (‘Hex/EtOAc, 3:2).
ESI-MS (positiv): [m/7] = 502.03 ((M+Na]", ber.: 502.01).

083.10 ([2M+Na]", ber.: 983.02).

C15H20C13NO;p (480.68)
tert-Butyldiphenylsilyl-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-
OA
p-D-glucopyranosid (96)11 i oc
ACQ&,OTBDPS
(B-AcsGleNTroc-OTBDPS) Fraekihl

Eine Losung aus 40.00g (83.22 mmol) rohem a,B-Ac;GleNTroc-OH (95) in 250 ml
N N-Dimethylformamid werden mit 8.50 g (124.85 mmol, 1.50 Aquiv.) Imidazol, 0.11 ¢
(0.91 mmol, 0.01 Aquiv.) 4-Dimethylaminopyridin und 34.30 g (124.79 mmol, 1.50 Aquiv.)
tert-Butyldiphenylsilylchlorid versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 5 d bei Raumtemp.
geriihrt, wobei nach 1 d weitere 0.07 g (0.58 mmol, 0.007 Aquiv.) 4-Dimethylaminopyridin
zur Vervollstindigung der Reaktion zugegeben werden. AnschlieRend wird das Losungsmittel
i. Hochvak. evaporiert und der Riickstand zweimal mit 100 ml Toluol kodestilliert. Das
schwerlosliche Rohprodukt wird in Methanol aufgenommen, auf Kieselgel aufgezogen und
durch Flashchromatographie an Kieselgel (Sidulendimensionen: Lédnge = 42.0 c¢m,
Durchmesser = 12.0 cm im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc, 4:1) gereinigt.

Ausbeute: 51.71 g (71.90 mmol, 86 %); farbloser, amorpher Feststoff, [0:],,_2)"‘L =+ 8.2 (c =1.00,
CHCLs), Ry= 0.64 ("Hex/EtOAc, 2:3), Ry= 0.38 ("Hex/EtOAc, 2:1), Rr=0.62 (Tol/EtOH, 5:1).
400 MHz-"H-NMR ['H-"H-COSY| (CDClL;): [o/ppm] =7.72 — 7.61 (m, 4H, Ha-Ph), 7.47 —
7.41 (m, 2H, Ha-Ph), 7.40 — 7.33 (m, 4H, Ha-Ph), 5.07 — 4.93 (m, 2H, H4-GlcN {5.04, t,,
s~ s~ 9.4 Hz), H3-GIN {497, t,, Jmm~ mm~9.4Hz}), 484 (d, 1H,
e = 9.7 Hz, NH-GIeN), 4.76 (d, 1H, *Jemacmn = 12.0 Hz, CHa,-Troc), 4.57 — 4.51 (m,
2H, CHy-Troc {4.54, d, *Jepn.ciza = 12.0 Hz), H1-GIeN {4.52, d, *Ji o = 8.1 Hz}), 4.09
(dd, 1H, *Jueans = 5.5 Hz, “Jreans = 12.1 Hz, H6,-GIcN), 3.98 — 3.85 (m, 2H, H6,-GlcN
(395, dd, “Jugpps=2.4Hz, “Jugome=12.1Hz}, H2-GleN {3.88}), 3.36 (ddd, 1H,
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st = 9.7 Hz, “Juspea = 5.5 Hz, “Jusues = 2.4 Hz, H5-GIeN), 1.99, 1.99, 1.97 (3 x s, 9H,
CHs-Ac), 1.07 (s, 9H, CH3-'Bu).
100.6 MHZz-*C-NMR [BB, HMQC] (CDCL): {6/ppm] = 170.80, 170.58, 169.39 (C=0-Ac),
154.00 (C=0-Troc), 135.95, 135.76 (Comp-Ph), 132.60, 132.49 (Cypso-Ph), 130.11, 129.99,
127.72, 127.51 (C,ny-Ph), 96.03 (CI-GIcN), 95.24 (CCly), 74.61 (CH,-Troc), 72.33
(C3-GleN), 71.61 (C5-GleN), 68.71 (C4-GleN), 62.18 (C6-GleN), 57.88 (C2-GleN), 26.68
(CHs-Bu), 20.63, 20.59, 19.11 (CHs-Ac).
ESI-MS (positiv): [m/z] = 742.14 ((M+Na]", ber.: 742.12).

1459.29 ([2M+Na]", ber.: 1459.25).
C31H3sC1aNO10S1 (719.08)

tert-Butyldiphenylsilyl-2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-D-gluco-

pyranosid (97)1*! . on;
(B-GleNTroc-OTBDPS) e v

Eine Losung aus 800 ml Methanol und 51.50 g (71.70 mmol) 3-Ac3GlcNTroc-OTBDPS (96)
wird tropfenweise mit einer frisch hergestellten Natrivmmethanolat-Losung versetzt, bis ein
pH-Wert von 9.0 erreicht ist, wobei durch weitere Zugabe methanolischer
Natriummethanolat-1.6sung der pH-Wert nachreguliert wird. Man rithrt die Reaktionslosung
14 h und neutralisiert sie anschlieflend durch vorsichtige Zugabe von konz. Essigsiure. Die
Losung wird i. Vak. von den Losungsmitteln befreit und der Riickstand i. Hochvak.
getrocknet und ohne Reinigung sowie Charakterisierung weiter umgesetzt.

Rohausbeute: 42.0 g (71.7 mmol, quant.); farbloser, amorpher Feststoff, Rr= 0.34 (Tol/EtOH,
e )

ESI-MS (positiv): [m/7] = 633.39 ((M+H+MeCN]", ber.: 633.14).

CasH32CIsNO4Si (592.97)

tert-Butyldiphenylsilyl-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-
p-D-glucopyranosid (98)1H*1] F’h’\‘égis S
(B-4,6-Bzn-GlcNTroc-OTBDPS) TrocHN

42.00 ¢ (70.80 mmol) rohes B-GlcNTroc-OTBDPS (97) werden in 800 ml Acetonitril bei
40°C gelost und mit 23.70g (155.73 mmol, 2.20 Aquiv.) Benzaldehyddimethylacetal
versetzt. Die Mischung wird mit 4-Toluolsulfonsiure-Monohydrat, geldst in Acetonitril,
versetzt bis ein pH-Wert zwischen 4.0 —3.5 erreicht ist. Die Mischung wird 3 h bei 40 °C
gerithrt und durch Zugabe von N-Ethyldiisopropylamin neutralisiert. Anschlieflend werden

die Losungsmittel i. Vak. evaporiert, der Riickstand (61.64 g) dreimal mit 50 ml Toluol
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kodestilliert und durch Flashchromatographie an Kieselgel gereinigt (Siulendimensionen:
Linge = 44.0 ¢cm, Durchmesser = 12.0 ¢m im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc 6:1).
Ausbeute: 34.35 ¢ (54.40 mmol, 71 % bezogen auf 96); farbloser, amorpher Feststoff,
[a]3* =222 (c=1.00, CHCLy), Lit."": [a]3* = — 23.0 (¢ = 1.00, CHCly). R;=0.51
(Tol/EtOH, 5:1), Ry= 0.37 (Hex/EtOAc, 3:1), Ry=0.15 (‘Hex/EtOAc, 5:1).
400 MHz-"H-NMR ['H-"H-COSY] (CDCl;): [6/ppm] = 7.70 — 7.61 (m, 4H, Ha-Ph), 7.46 —
7.34 (m, 8H, Ha-Ph), 7.33 — 7.27 (m, 3H, Ha-Ph), 5.49 (s, 1H, CH-Bzn), 4.94 (d, 1H,
i = 7.0 Hz, NH-GIeN), 4.68 (d, 1H, *Jemacnn = 11.9 Hz, CHy,-Troc), 4.60 (d, 1H,
*Jemmcnza = 11.9 Hz, CHap-Troc), 4.58 (d, 1H, *Juim = 7.3 Hz, H1-GIeN), 4.09 (dd, 1H,
*Jrsans = 5.0 Hz, *Juganer = 10.5 Hz, 16,-GIeN), 3.74 — 3.64 (m, 3, H6,-GleN {3.72},
H2-GleN {3.70}, H3-GleN {3.57}), 3.54 (m,, 1H, H4-GlcN), 3.12 (td, 1H, *Jus s, = 5.0 Hz,
3 Jus.ase = 9.7 Hz, H5-GIeN), 1.06 (s, 9H, CH3-'Bu).
100.6 MHz-"C-NMR [BB, HMQC] (CDCL3): [olppm] = 154.69 (C=0-Troc), 136.69
(Cipso-Bzn), 135.94, 135.84 (C,,,,-Ph), 132.81, 132.55 (Cips-Ph), 130.13, 130.01, 129.33,
128.36, 127.75, 127.54, 126.33 (C,np-Ph), 101.88 (CH-Bzn), 96.27 (C1-GleN), 95.17 (CCls),
81.38 (C4-GlcN), 74.90 (CH,-Troc), 71.63 (C3-GleN), 68.40 (C6-GleN), 66.01 (C5-GleN),
60.41 (C2-GleN), 26.77 (CH;-Bu).
ESI-MS (positiv): [m/z] = 702.19 (IM+Na]”, ber.: 702.12).

1383.39 ([2M+Na]", ber.: 1383.25).
(C3,H36C13NO4Si (681.08)

tert-Butyldiphenylsilyl-3-O-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl)-4,6-0-benzyliden-2-desoxy-
2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-D-glucopyranosid (99) Ph/%g OTEDPS

(B-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-4,6-Bzn-GleNTroc-OTBDPS) ng TrocHN
CyqHzs

Zu ciner Losung aus 11.80 g (17.33 mmol) B-4,6-Bzn-GlcNTroc-OTBDPS (98), 6.95 ¢
(20.79 mmol, 1.20 Aquiv.) Carbonsiure 87 sowie 254.0 mg 4-Pyrrolidinpyridin (2.08 mmol,
0.12 Aquiv.) in 400 ml trockenem Dichlormethan werden 3.99 ¢ (20.79 mmol, 1.20 Aquiv.)
EDC-Hydrochlorid zugegeben und bei Raumtemp. 15 h geriihrt. Nach Zugabe von 100 ml
Dichlormethan wird zweimal mit jeweils 50 ml Natriumhydrogencarbonat-I1.osung, zweimal
mit 50 ml Wasser gewaschen und die organische Phase iiber Magnesiumsulfat getrocknet.
Nach dem Filtrieren wird das Losungsmittel i. Vak. evaporiert und das Rohprodukt (18.91 g)
durch Flashchromatographie an Kieselgel (Sidulendimensionen: Lidnge = 30.0 c¢m,
Durchmesser = 12.0 ¢cm im Laufmittelgemisch ‘“Hex/EtOAc, 20:1 — 15:1) gereinigt.
Ausbeute: 15.46 g (15.50 mmol, 89 %); farbloser, gummiartiger Feststoff, [ar]3® =—10.3
(¢ =1.00, CHClz), Rr= 0.61 ("Hex/EtOAc, 5:1), Ry= 0.38 (‘Hex/EtOAc, 10:1).
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400 MHz-"H-NMR ['H-"H-COSY] (CDCL): [é/ppm] = 7.73 — 7.68 (m, 2H, Hx-Ph), 7.66 —
7.62 (m, 2H, Ha,-Ph), 7.49 — 7.43 (m, 2H, Ha-Ph), 7.42 — 7.33 (m, 6H, H,Ph), 7.30 — 7.21
(m, 8H, Ha-Ph), 5.42 (s, 1H, CH-Bzn), 5.13 (dd, 1H, *Juz 2 = *Jus.ms = 10.0 Hz, H3-GleN),
4.87 (d, 1H, *Jnumz = 9.7 Hz, NH-GIeN), 4.65 (d, 1H, *Jemzacun = 11.9 Hz, CHa,-Troc), 4.61
(d, 1H, *Jgim2 = 8.0 Hz, H1-GleN), 4.56 (d, 1H, “Jepb.cnz = 11.9 Hz, CHyp-Troc), 4.50 (d,
1H, *Jemacrn = 11.6 Hz, CHy,-Bn), 4.40 (d, 1H, Yempcme = 11.6 Hz, CHa,-Bn), 4.09 (dd,
1H, “Jueans=5.0Hz, “Jugue = 10.5 Hz, H6,-GleN), 3.88 (td, 1H, *Jiowu=9.7 Hz,
o m S e ~ S@HEH2-GleN), 3.78 (4, 1H, *fi o ® i = 6.1 Hz, H3), 3.74 —3.65
(m, 2H, H6,-GleN {3.70}, H4-GleN {3.69}), 3.18 (td, 1H, *Jus.usas = 9.7 Hz, *Jus.a = 5.0 Hz,
H5-GLeN), 2.65 (dd, 1H, *Jipams = 6.2 Hz, *Jipam = 15.2 Hz, H2,), 2.46 (dd, 1H, *Jiop i =
5.8 Hz, *Juop s = 15.2 Hz, H2y), 1.54 — 1.42 (m, 2H, H4), 1.34 - 1.12 (m, 18H, (CH,)y), 1.08
(s, 9H, CHs-Bu), 0.89 (t, 3, *Juia s ~ 6.8 Hz, H14).
100.6 MHz-"C-NMR [BB, HMQC] (CDCls): [é/ppm] = 171.67 (C1), 154.24 (C=0-Troc),
138.53, 136.89, 136.08, 135.96 (4 x Cipe-Ph), 132.82, 132.52, 130.28, 130.18, 129.18,
128.42, 128.29, 128.22, 127.82, 127.68, 127.64, 126.20 (Co m-Ph), 101.52 (CH-Bnz), 97.01
(C1-GleN), 95.33 (CCly), 78.80 (C4-GleN), 75.53 (C3), 74.80 (CH,-Troc), 71.46 (C3-GleN),
71.23 (CH,-Bn), 68.51 (C6-GleN), 66.50 (C5-GleN), 58.89 (C2-GleN), 39.54 (C2), 34.50
(C4), 32.07 (C12), 29.81, 29.79, 29.76, 29.74, 29.68, 29.50 (C6 — C11), 26.86 (CIs-Bu),
25.34 (C5), 22.84 (C13), 19.24 (C-Bu), 14.29 (C14).
ESI-MS (positiv): [m/z] = 1018.36 ((M+Na]", ber.: 1018.36).

2016.70 ([2M+Na]", ber.: 2016.74).
HR-ESI-MS (positiv): [m/7] = 1018.3636 ((M+Na]", ber.: 1018.3627).
Cs3HgsClaNOGSi (997.55)

tert-Butyldiphenylsilyl-3-O-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-2-

OBn

(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamine)-p-D-glucopyranosid (100)

Hes OTBDPS

(B-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-6-Bn-GlcNTroc-OTBDPS) oj TrocHN
BnO

CyqHos
Eine Suspension aus 12.40 g (12.43 mmol) B-3-((K)-3-(BnO)Tetradecanoyl)-4,6-Bzn-
GlecNTroc-OTBDPS (99) und etwa 4 g Molekularsieb (4 A) in 200 ml absol. Dichlormethan
werden unter Argon 1 h bei Raumtemp. geriihrt. Nach Abkiihlen auf — 78 °C werden 4.24 ml
(3.09 g, 26.6 mmol, 2.14 Aquiv.) Triethylsilan und dann tropfenweise eine vorgekiihlte
Mischung aus 1.65 ml (2.8 g, 18.65 mmol, 1.50 Aquiv.) Trifluormethansulfonsiure in 15 ml
absol. Dichlormethan innerhalb von 15 min hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wird unter
Argon 4.5 h bei — 78 °C geriihrt, wobei zur Vervollstindigung der Umsetzung nach 2 h noch

einmal 1.50 Aquiv. Trifluormethansulfonsiure in 15 ml absol. Dichlormethan zugetropft






EXPERIMENTELLER TEIL 267

tert-Butyldiphenylsilyl-4-(diphenylphosphoryl)-3-0-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl )-6-O-
benzyl-2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-D-glucopyranosid (101)

(B-4-((PhO),PO)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-6-Bn-GlcNTroc-OTBDPS)
OBn

Zu eciner Losung aus 14.83 o (14.84 mmol) (B-3-((R)-3-(BnO)- (P"O’f’ OoncHE OTBDPS
Tetradecanoyl)-6-Bn-GleNTroc-OTBDPS (100), 1.65 g (11.13 mmol, E‘”OjcﬂH23

0.75 Aquiv.) 4-Pyrrolidinpyridin, 18.39 ml (14.38 g, 111.27 mmol, 7.50 Aquiv.) N,N-Diiso-
propylethylamin in 210 ml absol. Dichlormethan werden bei 0 °C 11.96 g (44.50 mmol,
3.00 Aquiv.) Diphenylchlorophosphat zugetropft und es wird auf Raumtemp. erwirmt. Die
Losung wird insgesamt 14 h geriihrt. Nach Zugabe von 200 ml Dichlormethan wird dreimal
mit jeweils 50 ml 5%iger Zitronensiure-Losung, zweimal mit 50 ml Wasser gewaschen und
die organische Phase iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Filtration wird das
Losungsmittel i. Vak. evaporiert und das Rohprodukt (32.02 ¢) durch Flashchromatographie
an Kieselgel (Sidulendimensionen: Linge = 30.0 cm, Durchmesser = 12.0 cm im
Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc, 20:1 — 10:1) gereinigt.

Ausbeute: 17.01 ¢ (13.81 mmol, 93 %); farbloser, gummiartiger Feststoff, [a]3® =—6.2
(¢ = 1.00, CHCl3), Rr= 0.52 ("Hex/EtOAc, 5:1).

400 MHz-"H-NMR ['H-"H-COSY] (CDCL): [d/ppm] = 7.72 — 7.68 (m, 2H, Ha-Ph), 7.63 —
7.59 (m, 2H, Ha-Ph), 7.43 — 7.37 (m, 2H, Ha,Ph), 7.33 — 7.20 (m, 16H, Ha,-Ph), 7.19 — 7.08
(m, 8H, Har-Ph), 5.27 (dd, 1H, *Jus g = 10.8 Hz, “Jiz s = 9.0 Hz, H3-GleN), 4.87 (d, 1H,
e = 9.0 Hz, NH-G1eN), 4.80 (dd, 1H, *Jigs 15 = *Jiu s = 9.0 Hz, H4-GleN), 4.70 (d, 1H,
*Jurme = 8.0 Hz, H1-GleN), 4.57 (d, 1H, *Jemacua = 11.9 Hz, CHy,-Troc), 4.45 (d, 1H,
“Jemm.cnz = 11.9 Hz, CHy-Troc), 4.41 — 4.21 (m, 4H, 2 x CH,-Bn), 3.69 (p, 1H, *Jii 1w ~
Jsm = 6.0 Hz, H3), 3.61 (ddd, 1H, *Jip gz = 10.8 Hz, *Jipng= 9.0 Hz, *Jio i = 8.0 Hz,
H2-GIeN), 3.44 (dd, 1H, *Jusams = 4.5 Hz, Jusanes = 11.0 Hz, H6,-GIeN), 3.37 (dd, 1H,
Jueons = 1.9 Hz,  *Jugameo = 11.0Hz, H6,-GIeN), 330 (ddd, 1H, “Jusms=9.0Hz,
3 Jus.mea = 4.5 Hz, *Jis e = 1.9 Hz, H5-GleN), 2.43 (d, 2H, *Jipw1s = 6.0 Hz, H2,,), 1.52 —
1.37 (m, 2H, H4), 1.34 — 1.16 (m, 18H, (CHa)), 1.06 (s, 9H, CH3-"Bu), 0.88 (t, 3H, *Jri 113 =
6.8 Hz, H14).

100.6 MHz-“C-NMR [BB, HMQC] (CDCl3): [6/ppm] = 171.38 (C1), 153.80 (C=0-Troc),
150.47, 150.29, 138.52, 138.11, 136.00, 135.87 (6 x Cipo-Ph), 132.85, 132.40, 129.99,
129.83, 129.78, 128.36, 128.24, 127.60, 127.53, 127.43, 125.52, 125.49, 120.20, 120.15,
120.11 (Cymp-Ph), 95.69 (C1-GlcN), 95.14 (CClz), 7530 (C3), 74.64 (C4-GlcN), 74.57
(CHy-Troc), 73.88 (C5-GleN), 73.43 (CHaes-Bn), 72.23 (C3-GleN), 70.71 (CH2-Bn), 67.81
(C6-GIeN), 58.53 (C2-GlcN), 38.61 (C2), 34.20 (C4), 31.95 (C12), 29.68, 29.64, 29.61,
29.38, 26.92 (C6 — C11), 26.74 (CHs-'Bu), 25.32 (C5), 22.72 (C13), 19.14 (C-'Bu), 14.16
(C14).
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ESI-MS (positiv): [m/z] = 1254.44 ((M+Nal', ber.: 1254.40).

2484.86 ([2M+Na]", ber.: 2484.82).
HR-ESI-MS (positiv): {m/z] = 1252.4084 ([M+Na]", ber.: 1252.4072).
Cs3HesCl3NOgS1 (1231.74)

4-(Diphenylphosphoryl)-3-0-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-2-

OB
(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-a-D-glucopyranose (102) . § On
2
(a-4-((PhO):PO)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-6-Bn-GlcNTroc-OH) 0§ ook L,
BnO
CyaHzs

Eine Losung aus 10.17 g (8.26 mmol) B-4-((PhO),PO)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-6-Bn-
GlcNTroc-OTBDPS (101), 1.56 ml (1.64 g, 27.20 mmol, 3.30 Aquiv.) Eisessig in 200 ml
trockenem Tetrahydrofuran wird bei 0 °C 15 min vorgekiihlt. Anschlicfend werden 10.73 ml
(10.73 mmol, 1.30 Aquiv.) einer 1.0 M Losung von Tetra-z-butylammoniumfluorid in
Tetrahydrofuran innerhalb von 15 min hinzugetropft. Der Ansatz wird 1 h bei 0 °C geriihrt.
AnschlieBend wird die Temperatur innerhalb von 1 h auf 15 °C gebracht und diese bis zum
vollstindigen Umsatz (2.5 — 7 h) zwischen 15 — 17 °C gehalten. Im Anschluss wird mit
400 ml Dichlormethan verdiinnt und die Losung nacheinander mit 50 ml einer 5%igen
Zitronensiure-Losung, Natriumhydrogencarbonat-Losung und einer ges. Natriumchlorid-
Losung gewaschen. Die vereinigten wissrigen Phasen werden dreimal mit 25 ml
Dichlormethan extrahiert, die vereinigten organischen Phasen {iiber Magnesiumsulfat
getrocknet und die .osungsmittel i. Vak. evaporiert. Das Rohprodukt (12.13 g) wird durch
Flashchromatographie an Kieselgel (Sidulendimensionen: Linge = 35.0 ¢m, Durchmesser =
6.5 ¢cm im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc, 7:1 — 5:1) gereinigt.

Ausbeute: 6.32 g (6.36 mmol, 77 %); farbloses, hochviskoses Ol, [cr],%5 =+ 25.5 (¢ =1.00,
CHCl3), Rr=0.26 (‘Tlex/EtOAc, 3:1).

400 MHz-"H-NMR ['H-XH-COSY] (CDCL3): [d/ppm] = 7.36 — 7.08 (m, 20H, H,,-Ph), 5.50
(dd, 1H, *Jusmo =10.6Hz, *Jusm=9.2Hz, H3-GleN), 535 (d, 1H, *Jnum=9.6 Hz,
NH-GIcN), 525 (, 1H, “Juime='Jwoun=37Hz, HI-GleN), 473 (dd, 2H,
s Jwans = 9.2 Hz, H4-GLeN), 4.71 (d, 1H, *Jepscr = 12.7 Hz, CH,,-Troc), 4.41 —
4.30 (m, 4H, CHx-Troc {4.39}, CHy-Bn {4.34}), 4.26 — 4.17 (m, 2H, CH>-Bn {4.24},
H5-Gle {4.22}), 3.97 (td, 1H, *Jipz = 10.6 Hz, *J mona = 10.2 Hz, *Jipm = 3.7 Hz, H2-Gle),
3.92 (dd, 1H, “Jomm = 1.5 Hz, *Jonm = 4.0 Hz, OH-GIeN), 3.69 (p, 1H, *Jism = Tz =
6.1 Hz, H3), 3.54 (d, 2H, *Jusw.us = 3.9 Hz, H6,4-GleN), 2.54 (dd, 1H, *Jupans = 5.6 Hz,
*Jrzamon = 16.2 Hz, H2,), 2.38 (dd, 1H, *Jiop s = 6.6 Hz, “Jiop iza = 16.2 Hz, H2,), 1.48 — 1.37
(m, 2H, H4), 1.33 — 1.10 (m, 18H, (CH,)), 0.88 (t, 3H, *Jyy4 1113 = 6.8 Hz, H14).
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100.6 MHz-"C-NMR [BB, HMQC] (CDCl3): [é/ppm] = 172.07 (C1), 154.25 (C=0-Troc),
150.58, 150.33, 138.68, 137.55 (4 x Ci-Ph), 130.03, 129.97, 128.51, 128.35, 128.07,
127.98, 127.77, 127.53, 125.78, 120.43, 120.39, 120.30 (C,mp-Ph), 95.37 (CClz), 91.57
(C1-GleN), 75.25 (C3), 74.99 (CHy-Troc), 74.71 (C4-GleN), 73.71 (CHacs-Bn), 70.85
(CH,-Bn), 70.78 (C3-GlcN), 69.36 (C5-GleN), 68.57 (Co6-GlcN), 54.66 (C2-GlcN), 38.93
(C2), 34.61 (C4), 32.07 (C12), 29.81, 29.79, 29.77, 29.74, 29.50 (C6 — C11), 25.37 (C5),
22.84 (C13), 14.28 (C14).
ESI-MS (positiv): [m/z] = 101435 ((M+Na]", ber.: 1014.29).

2007.70 ([2M+Na]", ber.: 2007.59).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1014.2914 ([M+Na]", ber.: 1014.2895).
CyoHg CIsNOP (993.34)

4-(Diphenylphosphat)-3-0-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl)-6-0-benzyl-2-desoxy-2-(2,2,2-
trichlorethoxycarbonylamino)-a-D-glucopyranosylbromid (104, 105)

(PhO),PO
(0]

(a-4-((PhO):PO)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl )-6-Bn-GlcNTroc-Br) ¢ LN 0 QEn
p o’éox (PhO)QIFI’OO’éOE
TracHNg, o} TrocHNZ,

. . B Bi
Allgemeine Vorschrift " g O s

Einc entgaste und mit Argon geflutete Losung von 3.00 g (3.02 mmol) ajgld—((PhO)gPO)j?Soi
((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-6-Bn-GleNTroc-OH (102) und 5.01 g (15.10 mmol, 5.00 Aquiv.)
Tetrabrommethan in 60 ml trockenem Dichlormethan werden bei — 45 °C 15 min vorgekiihlt.
Es werden 1.48 g (9.06 mmol, 3.00 Aquiv.) Tris(dimethylamino)phosphin hinzugegeben und
weitere 20 min bei dieser Temperatur geriihrt. Anschlieffend wird die Kiihlung entfernt und
das Gemisch innerhalb 1 h auf Raumtemp. gebracht. Nach insgesamt 2 h (DC-Kontrolle) wird
diec Mischung mit 200 ml Dichlormethan verdiinnt und zweimal mit 50 ml Eiswasser
gewaschen. Die organischen Phasen werden iiber Magnesiumsulfat getrocknet und die
Losungsmittel i. Vak. bei Raumtemp. entfernt. Das Rohprodukt (9.50 g) wird durch
Flashchromatographie an Kieselgel (Siulendimensionen: Linge = 25.0 cm, Durchmesser =
3.5 ¢cm im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc/EtzN, 10:1 + 0.1 %) gereinigt.

Ausbeute: 2.37 g (2.24 mmol, 74 %); farbloses, hochviskoses 0l, [cr]‘%5 =+75.3 (¢=1.00,
CHCly), Rr=0.56 (‘Hex/EtOAc, 3:1), Ry= 0.41 ("Hex/EtOAc, 5:1).

400 MHz-"H-NMR ["H-"H-COSY] (CDCL): {é/ppm] = 7.36 — 7.14 (m, 2011, I14-Ph), 6.58
(d, 1H, *Jmim=3.6Hz, HI-GleN), 558 (dd, 1H, *Jimzm=10.8Hz, *Juzm=9.2 Hz,
H3-GleN), 5.45 (d, 1H, *Jxgm = 8.7 Hz, NH-GIeN), 5.07 (q, 1H, *Jgsm ™ Juns ~ 9.3 Hz,
H4-GleN), 4.73 (d, 1H, *Jepmcun = 12.0 Hz, CHa,-Troc), 4.46 — 4.31 (m, 4H, CH,-Bn
{4.43}, CHop-Troc {439}, CH2-Bn {4.34}), 431 — 4.21 (m, 2H, CH,-Bn {4.24}, H5-Gl¢c
{4.23}), 4.06 (ddd, 1H, *Jygp 03 = 10.8 Hz, *7 o nu = 8.7 Hz, *Jipo iy = 3.6 Hz, H2-Gle), 3.71
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(p, 1H, S = s = 6.1 Hz, H3), 3.61 (tp, 2H, Juenns = 3.0 Hz, H6,4-GleN), 2.53 (dd,
1H, *Hi5. 12 = 58 Hz, a1 = 16.0 Hz, H2), 2.41 (dd, 1H, *Jump 13 = 6.3 Hz, 2o 1a =
16.0 Hz, H2p), 1.48 — 1.37 (m, 2H, H4), 1.38 — 1.07 (m, 18H, (CH2)o), 0.90 (t, 3H, *Ju1a.m3 =
6.8 Hz, H14).
100.6 MHz-“C-NMR [BB, HMQC] (CDCl3): [6/ppm] = 172.29 (C1), 153.84 (C=0-Troc),
150.31, 150.15, 138.42, 137.46 (4 x Cipe-Ph), 129.94, 129.87, 128.34, 128.23, 127.71,
127.58, 127.42, 125.71, 120.24, 120.19, 120.14, 120.10 (Com-Ph), 94.98 (CCl3), 91.10
(C1-GleN), 75.05 (C3), 74.61 (CHyTroc), 74.35 (C5-GlcN), 73.48 (CHacs-Bn), 72.78
(C4-GleN), 70.81 (C3-GleN), 70.65 (CH>-Bn), 66.72 (C6-GIeN), 55.88 (C2-GleN), 38.71
(C2), 34.33 (C4), 31.91 (C12), 29.66, 29.62, 29.57, 29.35, 26.90 (C6 — C11), 25.16 (C5),
22.69 (C13), 14.14 (C14).
ESI-MS (positiv): [m/z] = 1034.34 (IM+Na]", ber.: 1034.25).

2046.69 ([2M+Na]', ber.: 2046.52).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1032.2546 ([IM+Na]", ber.: 1032.2556).
C49HsoCLINOP (1011.79)
ESI-MS (positiv): [m/z] = 107824 ((M+Na[", ber.: 1078.20).

2134.47 ([2M+Nal", ber.: 2134.42).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1076.2058 ([M+Na]*, ber.: 1076.2051).
C4oHgoBrClNOy P (1056.24)

5.9.2.2.2 Die Synthese des Glucosaminakzeptors

tert-Butyldiphenylsilyl-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-amino-p-D-glucopyranosid (106)

(B-Ac3GleNH,-OTBDPS) OAc
: AGO= éo} LOTBDPS
Eine Losung von 25.00 g (34.80 mmol) B-Ac;GleNTroc-OTBDPS (96) HoN

in 150 ml Essigsdure wird mit etwa 12.00 g (183.54 mmol) Zinkstaub versetzt, welches zuvor
durch Aufschlimmen in 2 M Salzsiure aktiviert, mit Wasser sowie Ethanol gewaschen und
mit Diethylether getrocknet wurde. Die Reaktionsmischung wird 24 h bei Raumtemp. geriihrt,
iiber Hyflo® filtriert und mit Essigsiure nachwaschen. Das Filtrat wird i. Hochvak. vom
Losungsmittel befreit und der Riickstand dreimal mit Toluol kodestilliert. Der Riickstand wird
in 500 ml FEthylacetat aufgenommen und zweimal mit 200 ml einer ges.
Natriumhydrogencarbonat-1.osung und zweimal mit 100 ml einer ges. Natriumchlorid-L.ésung
gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und vom Losungsmittel i. Vak. befreit. Der
Riickstand (20.23 g) wird durch Flashchromatographie an Kieselgel (Siulendimensionen:
Linge = 20.0 ¢cm, Durchmesser = 11.0 ¢cm im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc, 2:1 — 1:1)

gereinigt.
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Ausbeute: 16.26 g (29.9 mmol, 86 %); farbloser, amorpher FeststofT, [c:r]lz)5 =+ 1.7 (¢ = 1.00,
CHCls), Rr=0.28 (‘Hex/EtOAc, 1:1).

400 MHz-"H-NMR {'H-"H-COSY] (CDCL): [é/ppm] = 7.72 — 7.65 (m, 4H, Hx-Ph), 7.46 —
733 (m, 6H, Hy-Ph), 4.96 (dd, 1H, *Jiyy s = 9.9 Hz, *Jigy iz = 9.2 Hz, H4-GleN), 4.85 (dd,
1H, *Jus o = 102 Hz, *Jusu = 9.2 Hz, H3-GleN), 4.39 (d, 1H, *Jy1m = 7.8 Hz, H1-GIcN),
406 (dd, 1H, “Jugans=57Hz, “Jugamer=12.0Hz, H6,-GleN), 390 (dd, 1H,
repms = 2.4 Hz, *Tusp.msa = 12.0 Hz, H6,-GIeN), 3.37 (ddd, 1H, *Jysp = 9.9 Hz, *Juspsa =
5.7Hz, *Jusue =24 Hz, H5-GleN), 2.99 (dd, 1H, *Jipm =102 Hz, *Jupm =7.8 Hz,
H2-GleN), 2.05, 1.96, 1.96 (3 x s, 9H, CHs-Ac), 1.10 (s, 9H, CHs-Bu).

100.6 MHz-"C-NMR [BB, HMQC] (CDCL3): [d/ppm] = 170.85, 170.69, 169.88 (C=0-Ac),
136.00, 135.84 (Cipso-Ph), 133.02, 132.89, 130.16, 129.99, 127.84, 127.55 (C,,-Ph), 98.92
(C1-GleN), 75.08 (C3-GleN), 71.70 (C5-GleN), 69.26 (C4-GleN), 62.53 (C6-GleN), 58.00
(C2-GleN), 27.03 (CHs-Bu), 20.94, 20.77, 20.74 (CHs-Ac), 19.32 (C-'Bu).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 566.27 (IM+K]*, ber.: 566.20).

CasH37NO5S1 (527.68)

tert-Butyldiphenylsilyl-2-desoxy-2-amino-p-D-glucopyranosid (107) Qk
Ho’é&,OTBDPS

(B-GlcNH,-OTBDPS) ko

HzN

Zu einer Losung von 10.06 g (20.34 mmol) B-Ac3GleNH,-OTBDPS (106) in 110 ml
Methanol wird unter Kontrolle des pH-Wertes (Neutralit®) frisch hergestellte 1%ige
methanolische Natriummethanolat-1.osung zugetropft, bis ein pH-Wert von 9.5 erreicht ist,
und 24 h bei Raumtemp. geriihrt. Der pH-Wert wird durch regelmifige Zugabe weiterer
Natriummethanolat-Lésung nachreguliert. Anschliefend wird die Reaktionsmischung durch
Zugabe von Essigsdure neutralisiert und i. Vak. von den Losungsmitteln befreit. Nach
Trocknung 1. Hochvak. wird das Rohprodukt ohne Reinigung und vollstindige
Charakterisierung weiter umgesetzt.

Ausbeute: 8.49 g (max. 20.34 mmol); farbloser Feststoff, Ry= 0.20 (EtOA¢/EtOH, 10:1).
ESI-MS (positiv): [m/z] = 418.19 ((M+H]", ber.: 418.20).

835.40 ([2M+H]", ber.: 835.40).
C2H31NOsSi (417.57)
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tert-Butyldiphenylsilyl-2-desoxy-2-(fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)- p-D-gluco-
pyranosid (108) oH
(B-GleNHEmoc-OTBDPS) "o 0TEoeS
In einer Mischung aus 90 ml Acetonitril und 90 ml Dichlormethan werden 8.49 g
(20.33 mmol) B-GleNH,-OTBDPS (107) und 8.23 g (24.40 mmol, 1.20 Aquiv.) Fluoren-
9-ylmethyl-succinimidylcarbonat unter Rithren tropfenweise mit 3.15 g (24.40 mmol, 1.20
Aquiv.) N-Ethyldiisopropylamin versetzt. Der Ansatz wird 24 h bei Raumtemp. geriihrt und
anschlieffend mit Essigséiure auf einen pH-Wert von 4.0 angesiuert. Die L.osungmittel werden
i. Vak. evaporiert und das Rohprodukt (20.10 g) wird durch Flashchromatographie an
Kieselgel gereinigt (Sdulendimensionen: Linge = 27.0 ¢m, Durchmesser = 8.0 cm im
Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc, 1:1 — 0:0).

Ausbeute: 9.56 g (14.94 mmol, 74 % ausgehend von (90)); farbloser Feststoff, [a]3° = + 3.6
(¢ = 1.00, CHCls), Rr=0.70 (EtOA¢/EtOH, 10:1).

400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCL): [é/ppm] = 7.72 (dd, 2H, *Juum = Jusus =
7.6 Hz, * iy 10 = *Jys.m = 3.2 Hz, H4-Fmoc, H5-Fmoc), 7.67 (dd, 2H, H,,-Ph), 7.60 (dd, 2H,
Har-Ph), 7.50 (dd, 2H, *Juim = Juswr = 11.9 Hz, *Jmms = “Jusms = 7.5 Hz, H1-Fmoc,
H8-Fmoc), 7.39 — 7.17 (m, 10H, H3-Fmoc, H6-Fmoc, H2-Fmoc, H7-Fmoc, H,,-Ph), 5.30 (d,
1H, *Jxum = 8.4 Hz, NH-GIcN), 4.50 (d, 1H, *Jim = 7.8 Hz, H1-GlcN), 4.35 (dd, 2H,
Jemme =69 Hz, Jopacis =105 Hz, CHy-Fmoc), 4.27 (dd, 2H, *Japmw =69 Hz,
*Jemzacna = 10.5 Hz, CHap-Fmoc), 4.12 — 4.02 (m, 1H, H9-Fmoc), 3.60 — 3.43 (m, 4H,
H6,-GlcN {3.54}, H6,-GlcN {3.51}, H2-GlcN {3.52}, H4-GleN {3.47}), 3.34 (t,, 1H,
s = Jaam = 9.6 Hz, H3-GleN), 2.98 — 2.86 (m, 1H, H5-GleN {2.92}), 2.75 — 2.22 (sp,
3H, 3 x OH), 1.02 (s, 9H, CHz-'Bu).

100.6 MHz-"C-NMR [BB, HMQC] (CDCly): [d/ppm] = 157.39 (C=0-Fmoc), 143.96,
143.90 (Cla-Fmoe, C8a-Fmoc), 141.35, 141.32 (C4a-Fmoc, C5a-Fmoc), 135.90, 135.85
(Comp-Ph), 133.43, 132.87 (Cipso-Ph), 130.12, 130.02 (Comp-Ph), 127.84, 127.79 (C3-Fmoc,
C6-Fmoc), 127.61, 127.21 (C2-Fmoe, C7-Fmoc), 125.23, 125.20 (C1-Fmoc, C8-Fmoc),
120.03 (C4-Fmoce, C5-Fmoc), 96.40 (C1-GleN), 75.38 (C5-GleN), 74.72 (C3-GleN), 70.70
(C4-GleN), 67.21 (CHy-Fmoc), 61.88 (Co6-GIcN), 60.56 (C2-GleN), 47.11 (CH-Fmoc), 26.88
(CH;-Bu), 18.99 (C-Bu).

ESI-MS (positiv): [m/z7] = 1301.56 ([2M+Na]", ber.: 1301.52).

C3H41NO5S1 (639.81)
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tert-Butyldiphenylsilyl-4,6-0-benzyliden-2-desoxy-2-(fluoren-9-ylmethoxycarbonyl-
amino)-p-D-glucopyranosid (109) P

5 0
(B-4.6-Bzn-GleNHFmoc-OTBDPS) H&’OTB”’S

FmocHN

9.00 g (14.07 mmol) p-GlcNHFmoc-OTBDPS (108) werden in 100 ml Acetonitril bei 40 °C
gelost und mit 6.96 ¢ (45.70 mmol, 3.25 Aquiv.) Benzaldehyddimethylacetal versetzt. Es wird
4-Toluolsulfonsiure-Monohydrat in Acetonitril hinzugetropft bis ein pH-Wert von 3.5
erreicht ist und anschlieBend die Mischung wird iiber Nacht bei Raumtemp. geriihrt. Die
Reaktionslosung wird durch Zugabe von N-Ethyldiisopropylamin neutralisiert und i. Vak.
vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand (11.50 g) wird durch Flashchromatographie an
Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge = 25.0 cm, Durchmesser = 6.0 cm) im
Laufmittelgemisch (‘Hex/EtOAc, 7:1 — 3:1) gereinigt.
Ausbeute: 9.11 g (12.52 mmol, 89 %); farbloser Feststoff, [a]f')o =—18.8 (¢ = 1.00, CHCly),
Rr=0.34 ("Hex/EtOAc, 3:1).
400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCL): [d/ppm] = 7.78 (d, 2H, *Jyym = Tusme =
7.6 Hz, H4-Fmoc, H5-Fmoc), 7.70 — 7.65 (m, 2H, Ha,-Ph), 7.65 — 7.61 (m, 2H, Ha-Ph), 7.56
(d, 2H, ?’JHLHQ = 3’J'H&H;r = 7.0 Hz, H1-Fmoc, H8-Fmoc¢), 7.48 — 7.27 (m, 15H, H3-Fmoc,
H6-Fmoc, H2-Fmoc, H7-Fmoc, Ha,-Ph), 5.45 (s, 1H, CH-Bnz), 4.71 (d, 1H, 3JNH,H2 =7.6 Hz,
NH-GIcN), 453 (d, 1H, *Jiyymp=6.1 Hz, H1-GleN), 4.42 (d, 2H, *Jemme =64 Hz,
CHx>-Fmoc), 4.18 (t, 1H, *Juocur = 6.4 Hz, H9-Fmoc), 4.07 (dd, 1H, *Juguus=4.9 Hz,
*Jusanep = 10.5 Hz, H6,-GleN), 3.72 — 3.56 (m, 3H, H3-GlIcN {3.68}, H6,-GIeN {3.66),
H2-GlcN {3.63}), 3.55 — 3.42 (m, 1H, H4-GIcN {3.50}), 3.26 — 3.00 (m, 1H, H5-GIcN
{3.14}), 1.67 (s, 1H, OH-GIcN), 1.06 (s, 9H, CH;-'Bu).
100.6 MHz-"C-NMR [BB, HMQC] (CDCl3): [d/ppm] = 156.74 (C=0-Fmoc), 144.00,
143.89 (Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.45, 141.42 (C4a-Fmoe, C5a-Fmoc), 137.22 (Cipo-Ph),
136.02, 135.95 (Co mp-Ph), 133.03, 132.76 (Cipso-Ph), 130.18, 130.04, 129.33, 128.39, 127.86,
127.82, 127.62, 127.25, 126.46 (Co mp-Ph, C2-Fmoc, C3-Fmoc, C6-Fmoc, C7-Fmoc), 125.12
(C1-Fmoc, C8-Fmoc), 120.14 (C4-Fmoc, C5-Fmoc), 101.93 (CH-Bnz), 96.53 (C1-GIcN),
81.53 (C4-GIcN), 71.75 (C3-GleN), 68.54 (Co-GleN), 67.00 (CHz-Fmoc), 66.13 (C5-GleN),
60.54 (C2-GleN), 47.28 (CH-Fmoc), 26.92 (CHs-"Bu), 19.24 (C-'Bu).
ESI-MS (positiv): [m/z] = 750.36 ((M+Na]", ber.: 750.29).

2206.03 ([3M+Nal", ber.: 2205.88).
HR-ESI-MS (positiv): fm/z] = 750.2869 ([M+Nal®, ber.: 750.2863).
CaaHasNO5S1 (727.92)
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tert-Butyldiphenylsilyl-3-O-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl)-4,6-0-benzyliden-2-desoxy-
2-(fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-p-D-glucopyranosid (110)

Ph—"X-0

(B-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-4,6-Bzn-GlcNHFmoc-OTBDPS) O%o ZHFOTBDPS
moc

BnO
CMHQB
Eine Losung aus 5.88 g (8.07 mmol) B-4.6-Bzn-GlcNFmoc-OTBDPS (109), 2.70 g

(8.07 mmol, 1.00 Aquiv.) Carbonsiure 87, 148 mg 4-Pyrrolidinpyridin (1.21 mmol,
0.15 Aquiv.) in 70 ml trockenem Dichlormethan wird mit 1.86 g (9.69 mmol, 1.20 Aquiv.)
EDC-Hydrochlorid versetzt und 18 h bei Raumtemp. geriihrt. Nach Zugabe von 100 ml
Dichlormethan wird zweimal mit jeweils 50 ml Natriumhydrogencarbonat-Losung, zweimal
mit 50 ml Wasser gewaschen und die organische Phase wird tiber Magnesiumsulfat
getrocknet. Nach Filtration wird das Losungsmittel i. Vak. evaporiert und das Rohprodukt
(10.40 ¢) durch Flashchromatographie an Kieselgel (Siulendimensionen: Linge = 28.0 cm,
Durchmesser = 8.0 em im Laufmittelgemisch PE/EtOAc, 15:1 — 10:1) gereinigt.

Ausbeute: 6.28 ¢ (6.01 mmol, 75 %): farbloser, gummiartiger Feststoff, [a]3®=-9.2
(c = 1.00, CHCly), Ry = 0.73 ("Hex/EtOAc, 3:1), Ry = 0.43 (‘Hex/EtOAc, 6:1).

400 MHZz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCL): [dlppm] = 777 (, 2H, *Jyym = Tuspe =
7.3 Hz, H4-Fmoc, H5-Fmoc), 7.72 — 7.67 (m, 2H, Ha,-Ph), 7.66 — 7.61 (m, 2H, Ha,-Ph), 7.58
— 7.52 (m, 2H, H1-Fmoc, H8-Fmoc¢), 7.48 — 7.14 (m, 20H, H3-Fmoc, H6-Fmoc, H2-Fmoc,
H7-Fmoc, HarPh), 5.43 (s, 1H, CH-Bnz), 5.16 (1, 1H, T = Jmsms = 10.0 Hz, H3-GIeN),
477 d, 1H, *Jxgm = 9.6 Hz, NH-GIcN), 4.63 (d, 1H, *Jiy; 1 = 7.9 Hz, H1-GleN), 4.48 (d,
1H, *Jemzacuz = 11.6 Hz, CHa,-Bn), 4.37 (d, 1H, *Jepa cuza = 11.6 Hz, CHa,-Bn), 4.30 (dd,
1H, *Jomamo = 7.8 Hz, “Jema cios = 10.4 Hz, CHy,-Fmoc), 4.24 (dd, 1H, *Jegoy o = 7.0 Hz,
*Jenmb.crza = 10.4 Hz, CHyp-Fmoc), 4.15 — 4.04 (m, 2H, CH-Fmoc {4.12}, H6,-GleN {4.10}),
3.92 (td, 1H, *Jipmi = “Jipaa = 10.0 Hz, *Jip i = 7.9 Hz, H2-GIeN), 3.81 — 3.66 (m, 3H, H3
{3.76}, H6,-GlIcN {3.74}, H4-GleN {3.69}), 3.18 (td, 1H, *Jusui = 9.7 Hz, *Jususa = 5.0 Hz,
H5-GIeN), 2.64 (dd, 1H, *Juo,us = 6.4 Hz, *Jrpano = 15.1 Hz, H2,), 2.44 (dd, 1H, *Jyp i =
5.8 Hz, *Jiop s = 15.1 Hz, H2y), 1.54 — 1.34 (m, 2H, H4), 1.34 — 1.08 (m, 18H, (CHa)s), 1.06
(s, 9H, CHs-Bu), 0.89 (t, 3H, *Jiyy4 s = 7.0 Hz, H14).

100.6 MHz-"C-NMR [BB, HMQC] (CDCL): [é/ppm] = 171.84 (C1), 155.96 (C=0-Fmoc),
144.06, 143.86 (Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.37 (C4a-Fmoc, C5a-Fmoc), 138.57, 136.96
(Cipso-Ph), 136.05, 135.97 (Comp-Ph), 132.93, 132.55 (Cipso-Ph), 130.21, 130.09, 129.16,
128.38, 128.29, 127.85, 127.81, 127.77, 127.63, 127.59, 127.21, 126.22 (Cygp-Ph, C2-Fmoc,
C3-Fmoc, C6-Fmoc, C7-Fmoc), 125.34, 125.27 (C1-Fmoc, C8-Fmoc), 120.09 (C4-Fmoc,
C5-Fmoc), 101.51 (CH-Bnz), 97.31 (C1-GlcN), 78.87 (C4-GlcN), 75.66 (C3), 71.65
(C3-GleN), 71.33 (CH,-Bn), 68.57 (C6-GleN), 67.34 (CHy-Fmoc), 66.49 (C5-GleN), 58.69
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(C2-GleN), 47.16 (CH-Fmoc), 39.75 (C2), 34.54 (C4), 32.07 (C12), 29.78, 29.71, 29.66,
29.49 (C6 — C11), 26.84 (CHs-"Bu), 25.25 (C5), 22.83 (C13), 19.24 (C-'Bu), 14.28 (C14).
ESI-MS (positiv): [m/z7] = 1066.59 ([M+Na]", ber.: 1066.53).

HR-ESI-MS (positiv): {m/z] = 1066.5249 ([M+Na]", ber.: 1066.5265).

CssH77NOgS1 (1044.39)

tert-Butyldiphenylsilyl-3-O-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl)-4,6-0O-benzyliden-2-desoxy-

2-amino-p-D-glucopyranosid (111) Ph/%%%&,maops
0] NH
(B-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-4,6-Bzn-GlcNH,-OTBDPS) Bnojé3 ’ i

523 g (5.01 mmol) B-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-4,6-Bzn-GlcNFmoc-OTBDPS (110)
werden in einer Mischung aus 30 ml N N-Dimethylformamid und 30 ml Morpholin gelost.
Die Losung wird 1 h bei Raumtemp. geriihrt, anschlieBend wird mit 200 ml Ether verdiinnt
und dreimal mit jeweils 50 ml Wasser gewaschen. Die organische Phase wird iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. evaporiert. Der Riickstand (6.08
¢) wird durch Flashchromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge = 25.0 cm,
Durchmesser = 2.5 em im Laufmittelgemisch PE/EtOAc, 10:1 — 7:1 — 5:1) gereinigt.
Ausbeute: 3.30 g (4.01 mmol, 80 %); farbloses, hochviskoses Ol, [oc]}_z)6 =-19.6 (¢ =1.00,
CHCl), Ry=0.35 ("Hex/Aceton, 10:1), R = 0.5 ("Hex/EtOAc, 3:1)

400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCL): [8/ppm] = 7.71 — 7.59 (m, 4H, H,,-Ph), 7.47 —
7.37 (m, 2H, Ha-Ph), 7.39 — 7.29 (m, 6H, Ha-Ph), 7.29 — 7.18 (m, 8H, Ha,-Ph), 5.36 (s, 1H,
CH-Bnz), 498 (t,, 1H, *Jim = Jmm = 9.7 Hz, H3-GleN), 449 (d, 1H, *Jemycmn =
11.5 Hz, CHj,-Bn), 4.47 — 4.39 (m, 2H, H1-GlcN {4.47}, CH»,-Bn {4.44}), 4.02 (dd, 1H,
*Jisans = 5.0 Hz, *Fyg, pep = 10.4 Hz, H6,-GIcN), 3.81 (pp, 1H, iz = Jiz = 6.1 Hz, H3),
3.67 — 3.54 (m, 2H, H6,-GleN {3.66}, H4-GIeN {3.63}), 3.15 (td, 1H, *Jusm = 9.8 Hz,
3 Jus usab = 5.0 Hz, H5-GLeN), 2.91 (dd, 1H, *Jio s = 9.7 Hz, *Jrppy = 7.6 Hz, H2-GleN), 2.64
(dd, 1H, *Jipam = 6.1 Hz, *Jraroe = 14.7 Hz, H2,), 2.55 (dd, 1H, *Jiop 13 = 5.8 Hz, “Jipop 102 =
14.7 Hz, H2p), 1.62 — 1.42 (m, 2H, H4), 1.39 — 1.11 (m, 18H, (CH,)s), 1.08 (s, 9H, CH;-Bu),
0.87 (t, 3H, *Jyu s = 6.9 Hz, H14).

100.6 MHz-"C-NMR [BB, HMQC] (CDCl3): [é/ppm] = 171.28 (C1), 138.58, 137.14
(Cipso-Ph), 135.99, 135.89 (C,mp-Ph), 133.13, 132.83 (Cipse-Ph), 130.18, 130.03, 129.07,
128.39, 128.25, 128.05, 127.85, 127.82, 127.68, 127.63, 127.59, 126.22 (C, n-Ph), 101.51
(CH-Bnz), 99.89 (C1-GlcN), 79.23 (C4-GlcN), 75.96 (C3), 73.82 (C3-GlcN), 71.26
(CH»-Bn), 68.65 (Co-GlcN), 66.62 (C5-GleN), 59.28 (C2-GleN), 39.76 (C2), 34.42 (C4),
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32.06 (C12), 29.80, 29.78, 29.73, 29.68, 29.49 (C6 — C11), 27.07 (CHs-'Bu), 25.36 (C5),
22.83 (C13), 19.33 (C-"Bu), 14.27 (C14).
ESI-MS (positiv): [m/7] = 844.54 ((M+Na]", ber.: 844.46).
1667.06 ([2M+Na]", ber.: 1666.93).
2488.61 ([3M+Nal]", ber.: 2488.40).
HR-ESI-MS (positiv): fm/z] = 822.4753 ((M+H]", ber.: 822.4765).
CsoHezNO5S1 (822.15)

tert-Butyldiphenylsilyl-3-O-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl)-4,6-0-benzyliden-2-desoxy-
Ph="%:0
2-((R)-3-benzyloxytetradecanoylamino)- p-D-glucopyranosid (114) O(&%/OTBDPS
0 NH
11HzD

(B-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-4,6-Bzn-GlcNH-((R)-3-(BnO)-tetra- BnO
decanoyl)-OTBDPS) R

Eine Losung aus 1.46 ¢ (4.37 mmol, 1.1 Aquiv.) Carbonsiure 87 wird in 20 ml absol.
N,N-Dimethylformamid gelost und in einer Mischung aus 1.73 g (4.46 mmol, 1.15 Aquiv.)
HBTU, 644 mg (4.76 mmol, 1.2 Aquiv.) HOBt und 1.03 g (7.94 mmol, 2.00 Aquiv.)
N-Ethyldi-isopropylamin 15 min geriihrt. Anschlieffend wird der aktivierte Carbonsiureester
zu 3.26 g (3.97 mmol) B-3-((R)-3-(BnO)-tetradecanoyl)-4,6-Bzn-GlcNH,-OTBDPS (111),
geldst in 10 ml N, N-Dimethylformamid, gegeben und mit 10 ml N N-Dimethylformamid
nachgespiilt. Die Losung wird 19 h bei Raumtemp. geriihrt. Danach werden die Losungsmittel
zunidchst i. Vak.,, dann i. Hochvak. entfernt. Der Riickstand (8.44 ¢) wird durch
Flashchromatographie an Kieselgel (Saulendimensionen: Liange = 45.0 ¢cm, Durchmesser =
4.5 ¢m im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc, 15:1) gereinigt.

Ausbeute: 3.89 g (3.41 mmol, 86 %); farbloses Wachs, [0:],,_2)3 =-22.6 (¢ = 1.00, CHCl;),
R,=0.55 ("Hex/EtOAc, 5:1), R,= 0.20 (‘Hex/EtOAc, 12:1), Ry= 0.15 ("Hex/EtOAc, 15:1).
400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCL3): [8/ppm] = 7.67 — 7.57 (m, 4H, H,,-Ph), 7.44 —
7.37 (m, 2H, Har-Ph), 7.37 — 7.29 (m, 6H, Ha-Ph), 7.29 — 7.14 (m, 13H, Ha-Ph), 6.18 (d, 1H,
*Inamz = 9.7 Hz, NH-GIeN), 5.34 (s, 1H, CH-Bnz), 4.99 (tp, 1H, *Jas o = Jas e = 9.9 Hz,
H3-GleN), 4.46 (d, 1H, “Jepmcms = 6.2 Hz, CH.,-Bn), 4.43 (d, 1H, R Jeomon el = 6.2 H,
CH%,-Bn), 4.39 (d, 1H, SJaiwa = 7.9 Hz, H1-GIeN), 4.33 (d, 1H, “Jemscnn = 10.1 Hz,
CHL,-Bn), 430 (d, 1H, *Jempacn = 10.1 Hz, CHA.-Bn), 421 (ddd, 1H, *Jipms = 9.9 Hz,
o =9.7 Hz, *hpm = 7.9 Hz, H2-GleN), 4.02 (dd, 1H, *Jusans = 5.0 Hz, iganes =
10.5 Hz, H6,-GIeN), 3.74 (pp, 1H, *Jizmn = Tz = 6.2 Hz, HY), 3.68 — 3.55 (HY {3.68},
H6,-GIeN  {3.64}, H4-GIeN {3.62)), 3.04 (td, 1H, *Jusmu=9.7Hz, *Jusus, = 5.0 Hz,
H5-GleN), 2.62 (dd, 1H, *Jioams = 6.5 Hz, 2 s = 15.0 Hz, Hb,), 2.40 — 2.30 (m, 2H, H),
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2H, Yemmacuz = 5.1 Hz, CHY,-Bn), 4.43 (d, 1H, *Jyp = 8.0 Iz, H1-GleN), 4.38 (d, 111,
?Jetmb.crza = 11.7 Hz, CHS,-Bn), 4.09 (ddd, 1H, *Juaus = 10.7 Hz, *Juanu = 9.6 Hz, *Juom =
8.0 Hz, H2-GIcN), 3.84 (dq, 1H, *Jigs s = 7.9 Hz, *i g = s = 5.2 Hz, HY), 3.71 (p,,
1H, im0 = s = Tmsms = 5.8 Hz, HY), 3.59 — 3.48 (m, 1H, H6,-GleN {3.54}), 3.46 —
337 (m, 2H, H6,-GlcN {3.43}, H4-GlcN {3.42}), 2.96 (ddd, 1H, *Jusm =9.3 Hz,
*Jusmsa = 5.5 Hz, *Jusuey = 3.5 Hz, H5-GIeN), 2.79 (sp, 1H, OH4-GleN), 2.57 (dd, 1H,
Tuzams = 7.9 Hz, “Jrganoy = 14.5 Hz, Hb,), 2.45 (dd, 1H, *Juopus = 4.9 Hz, “Juob iz = 14.5 Hz,
Hbp). 2.41 — 2.29 (m, 2H, HY, {239}, HY, {2.35)), 1.63 — 1.45 (m, 4H, HY, {1.62}, H},
{1.56}, HY, {1.52}, HY, {1.48)), 1.36 — 1.17 (m, 36H, 2 x (CH,)), 1.04 (s, 9H, CHs-Bu),
0.88 (t, 6H, *Jyumis = 6.8 Hz, H14%, H14h).

100.6 MHz-"C-NMR [BB, HMQC] (CDCly): [é/ppm] = 172.54 (C1Y, 171.11 (C1™), 138.21,
137.88 (Cipso-Ph), 135.82, 135.77 (Comp-Ph), 133.72, 132.19 (Cipso-Ph), 130.11, 130.05,
128.68, 128.55, 128.12, 127.99, 127.91, 127.88, 127.83, 127.63 (Comp-Ph). 96.73 (C1-GlcN),
76.34 (C3-GleN), 76.24 (C3M), 76.00 (C3Y, 75.17 (C5-GleN), 71.07 (CHY-Bn), 70.89
(CH3-Bn), 69.83 (C4-GleN), 62.50 (C6-GleN), 54.97 (C2-GleN), 41.07 (C2™M), 39.79 (C2Y,
34,00 (C4"), 33.73 (C4"M), 32.08 (C12), 29.85, 29.81, 29.80, 29.76, 29.52 (C6 — C11), 26.87
(CH:-Bu), 25.46, 25.22 (C5, C5M), 22.85 (C13), 19.15 (C-Bu), 14.29 (C14).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 1072.73 ((IM+Na]", ber.: 1072.67).

HR-ESI-MS (positiv): [m/7] = 1072.6689 (IM+Na]", ber.: 1072.6674).

CysHosNOGSi (1050.53)

5.9.2.2.3 Die Synthese des Glucosaminspacerakzeptors

3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylaminoe)-a-D-glucopyranosyl-
bromid (116)"* OAc
e
(u-Ac;GleNTroc-Br) TrocHN.
Eine Losung von 26.00 g (49.70 mmol) a,B-AcsGleNTroc-OAc (94) in 500 ml Dichlormethan
wird auf 0 °C gekiihlt und unter Riihren tropfenweise mit 40 ml Bromwasserstoff (33 % in
Eisessig) versetzt und 1 h geriihrt. AnschlieBend wird die Kiihlung entfernt und es wird eine
weitere Stunde bei Raumtemp. geriihrt. Der Ansatz wird mit 150 ml Dichlormethan verdiinnt
und zweimal mit 100 ml Eiswasser sowie Natriumhydrogencarbonat-1.6sung gewaschen. Die
organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet, die L.osungsmittel i. Vak. evaporiert

und das Rohprodukt (28.10 g) durch Flashchromatographie an Kieselgel (Siulendimensionen:
Linge = 18.0 cm, Durchmesser = 8.0 ¢m im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc, 4:1) gereinigt.
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Ausbeute: 22.30 ¢ (41.02 mmol, 82 %); farbloses, hochviskoses Ol, R,=10.59 (‘Hex/EtOAc,
3:1), Ry= 0.38 ("Hex/EtOAc, 4:1).

300 MHz-"H-NMR (CDCL3): [d/ppm] = 6.52 (d, 1H, *Jyzy 1o = 3.7 Hz, H1-GleN), 5.42 — 5.28
(m, 2H, NH-GlcN {5.38}, H3-GlcN {5.28}), 5.23 (t,, 1H. s ~ Jmms = 9.7 Hz,
H4-G1eN), 4.81 (d, 1H, *Jemacuz = 12.0 Hz, CH,,-Troc), 4.65 (d, 1H, *Jepob oz = 12.0 Hz,
CHap-Troc), 4.32 (dd, 1H, *Jugans = 4.0 Hz, “Jugamsy = 12.4 Hz, H6,-GIcN), 4.26 (m, 1H,
H6,-GleN), 4.19 — 4.03 (m, 2H, H2-GleN {4.13}, H5-GlIeN {4.10}), 2.10, 2.05, 2.03 (3s, 9H,
CHs-Ac).

C15H1gBrClsNOg (543.58)

[3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino}-p-D-glucopyranosyl |-
12-hydroxy-4,7,10-trioxadodecansiure-ferf-butylester (117)

OAc
o
(B-AczGleNTroc-O-Trispa-"Bu) A%%é&o{/\o}\/”\otau
TrocHN 3
Eine Losung von 6.39 g (22.24 mmol, 1.00 Aquiv.) OH-Trispa-'Bu (65) in einer Mischung

aus 50 ml absol. Dichlormethan und 50 ml absol. Toluol wird mit 12 g gepulvertem
Molekularsieb (4 A) unter Argon 1 h bei Raumtemp. geriihrt. Danach werden 7.59 g (27.50
mmol, 1.20 Aquiv.) trockenes Silbercarbonat sowie eine Losung von 1.21 g (5.83 mmol, 0.25
Aquiv.) wasserfreiem Silberperchlorat in etwa 10 ml absol. Toluol im Argongegenstrom
zugegeben. Der Ansatz wird 30 min bei 0 °C unter Lichtausschluss geriihrt, bevor eine
Losung von 13.72 g (25.20 mmol, 1.10 Aquiv.) a-AcsGleNTroc-Br (116) in 140 ml absol.
Dichlormethan und absol. Toluol (1:1) zugetropft wird. Die Reaktionsmischung wird auf
Raumtemp. erwiirmt und weitere 24 h geriihrt, wobei nach 2 h weitere 1.21 g (5.83 mmol,
0.25 Aquiv.) Silberperchlorat zur Vervollstindigung der Umsetzung hinzufiigt werden.
AnschlieBend werden 200 ml Dichlormethan zugegeben, das Molekularsieb wird tiber Hyﬂ0®
abfiltriert und mit Dichlormethan nachgewaschen. Das Filtrat wird jeweils zweimal mit 200
ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und 100 ml einer ges. Natriumchlorid-
Losung gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und die Losungsmittel i. Vak.
evaporiert. Das Rohprodukt (20.6 g) wird durch Flashchromatographie an Kieselgel
(Saulendimensionen: Linge = 35.0 cm, Durchmesser = 10.0 ¢m im Laufmittelgemisch
‘Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt.

Ausbeute: 15.88 ¢ (21.43 mmol, 93 %); farbloses, hochviskoses Ol, [a]3’ = — 6.4 (c = 1.00,
CHCls), Rr=0.18 (“Hex/EtOAc, 1:1).

400 MHz-"H-NMR ['H-"H-COSY] (CDCL): [é/ppm] = 6.53 (d, 1H, *Jxum = 9.4 Hz,
NH-GIeN), 5.10 (dd, 1H, *Jiz e = 10.1 Hz, *Jiz = 9.4 Hz, H3-GlIeN), 5.04 (t, 1H, “Jry s =
Jams ~ 9.4 Hz, H4-GleN), 4.83 (d, 1H, *Jyy o = 8.6 Hz, H1-GIeN), 4.72 (s, 2H, CH,-Troc),
426 (dd, 1H, *Jygus = 4.7 Hz, Jugapmse = 12.3 Hz, H6,-GlIeN), 4.11 (dd, 1H, *Jeppus =
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2.3 Hz, *Jusb.usa = 12.3 Hz, H6,-GIcN), 3.88 — 3.83 (m, 2H, H3-Spa), 3.82 — 3.74 (m, 1H,
H2-GlcN {3.78}), 3.74 — 3.54 (m, 13H, H5-GIlcN {3.72}, 6 x CH»-Spa), 2.49 (, 2H, 3JH2,H3 =
6.6 Hz, H2-Spa), 2.07, 2.00, 1.98 (3 x s, 9H, CH3-Ac), 1.43 (s, 9H, CH;-Bu).
100.6 MHz-"C-NMR {BB, HMQC]| (CDCI3): [é/ppm] = 170.97, 170.89, 170.52 (C=0-Ac),
169.55 (C=0-Bu), 154.95 (C=0-Troc), 102.03 (C1-GlecN), 95.87 (CCls), 80.66 (C-Bu),
74.58 (CHz-Troc), 73.31 (C3-GleN), 71.74 (C5-GleN), 70.79, 70.76, 70.68, 70.41 (CH2-Spa),
69.06 (C3-Spa), 68.84 (C4-GlcN), 66.89 (C12-Spa), 62.27 (C6-GlcN), 56.24 (C2-GlcN),
36.35 (C2-Spa), 28.22 (CHs-"Bu), 20.90, 20.80, 20.75 (3 x CH3-Ac).
ESI-MS (positiv): [m/z] = 762.21 ((M+Na]", ber.: 762.17).

780.18 ([2ZM+Na]*, ber.: 780.14).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 762.1649 ((M+Na]', ber.: 762.1674).
CasHayCIsNOys (741.01)

[3.,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-amino-p-D-glucopyranosyl |-12-hydroxy-4,7,10-trioxa-
dodecansiure-feri-butylester (118) OAc &
(B-AcsGleNH,-O-Trispa-Bu) A%%S%/O{/\ON@BU
Eine Losung von 14.44 g (19.48 mmol) B-Ac;GleNTroc-O-Trispa-‘Bu (117) in 100 ml
Essigsdure wird mit etwa 6.75 g (103.24 mmol, 5.30 Aquiv.) Zinkstaub versetzt, welches
zuvor durch Aufschlimmen in 2 M Salzsiure aktiviert, mit Wasser sowie Ethanol gewaschen
und mit Diethylether getrocknet wurde. Die Reaktionsmischung wird bei Raumtemp. 21 h
geriihrt, anschliefend iiber Hyflo® filtriert und mit Essigsiure nachgewaschen. Das Filtrat
wird i. Hochvak. vom Lo&sungsmittel befreit und der Riickstand dreimal mit Toluol
kodestilliert. Der Riickstand wird in 500 ml Ethylacetat aufgenommen und zweimal mit
200 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-1.osung und zweimal mit 100 ml einer ges.
Natriumchlorid-L.osung gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und die I.osungsmittel
i. Vak. evaporiert. Das Rohprodukt wird ohne weitere Reinigung direkt in der nichsten
Reaktion eingesetzt.

Ausbeute: 10.94 g (19.34 mmol, 99 %); farbloser Feststoff, Ry = 0.30 (EtOAc/EtOH, 10:1).
ESI-MS (positiv): [m/z] = 566.28 ((M+H]", ber.: 566.28).
CasHysNOq3 (565.61)
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[2-Desoxy-2-amino-p-D-glucopyranosyl |-12-hydroxy-4,7,10-trioxadodecansiure-fer?-
butylester (119)

OH
F t i
(B-GlcNH,-O-Trispa-'Bu) Hﬂg%iyo{/\o)'\)‘\om
2 3

Eine Losung von 10.84 g (19.17 mmol) B-AcsGleNH,-O-Trispa-'Bu (118) in 80 ml Methanol
wird unter Kontrolle des pH-Wertes mit frisch hergestellter 1%iger methanolischer
Natriummethanolat-Losung versetzt, bis ein pH-Wert von 9 erreicht ist, und 24 h bei
Raumtemp. geriihrt. Der pH-Wert wird durch regelmiflige Zugabe weiterer methanolischer
Natriummethanolat-1.6sung bis zum vollstindigen Umsatz nachreguliert. Anschlieend wird
die Reaktionsmischung durch Zugabe von Essigsdure neutralisiert und i. Vak. von den
Losungsmitteln befreit. Nach Trocknung i. Hochvak. wird das Rohprodukt ohne Reinigung
und vollstindige Charakterisierung weiter umgesetzt.

Ausbeute: 8.42 g (max. 19.17 mmol); farbloser Feststoff, R= 0.07 (EtOAc¢/EtOH, 10:1).
ESI-MS (positiv): [m/z] = 440.23 (IM+H]", ber.: 440.25).
CoH3NOq (439.50)

[2-Desoxy-2-(fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-p-D-glucopyranosyl]-12-hydroxy-
4,7,10-trioxadodecansiure-fert-butylester (120) OH o
(B-GlcNHFmoc-O-Trispa-Bu) Haﬁo{/\i\*%u
Zu einer Mischung aus 80 ml Acetonitril/Dichlormethan (1:1) werden 8.35 g (19.00 mmol)
B-GlcNH,-O-Trispa-Bu (119) und 8.33 g (24.70 mmol, 1.30 Aquiv.) Fluoren-9-ylmethyl-
succinimidylcarbonat gegeben und unter Riihren tropfenweise mit N-Ethyldiisopropylamin
versetzt, bis ein pH-Wert von 9.5 erreicht ist. Der Ansatz wird 24 h bei Raumtemp. geriihrt
und anschlieBend mit Essigsiure auf einen pH-Wert von 4.0 angesiuert. Die Lésungmittel
werden 1. Vak. evaporiert und das Rohprodukt (17.60 g) wird durch Flashchromatographie an
Kieselgel gereinigt (Sdulendimensionen: Linge = 30.0 cm, Durchmesser = 8.0 cm im
Laufmittelgemisch EtOA¢/EtOH, 50:1 — 25:1 — 10:1).

Ausbeute: 10.01 g (15.13 mmol, 80 %); farbloser Feststoff, [a],zf’ =—16.8 (¢ = 1.00, CHCl3),
Ry=0.20 (EtOAc/EtOH, 10:1).

400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCl3): [6/ppm] = 7.75 — 7.70 (d, 2H, >y u3 = Tusus =
7.6 Hz, H4-Fmoc, H5-Fmoc), 7.64 — 7.56 (d, 2H, *Juim = Juswr = 4.2 Hz, H1-Fmoc,
H8-Fmoc), 7.39 — 7.33 (m, 2H, H3-Fmoc, H6-Fmoc), 7.31 — 7.26 (m, 2H, H2-Fmoc,
H7-Fmoc), 6.25 (d, 1H, *Jxgme = 6.0 Hz, NH-GleN), 4.62 (m, 1H, CH,,-Fmoc), 4.56 — 4.47
(m, 2H, H1-GleN {4.54}, CHxp-Fmoc {4.54}), 4.21 — 4.13 (m, 1H, H9-Fmoc), 3.91 — 3.76
(m, 4H, H6,,-GlcN {3.85}, CH,-Spa {3.77}), 3.76 — 3.48 (m, 7TH, CH,-Spa {3.74}, CH,-Spa
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{3.62}, H3-Spa {3.55}, H4-GIcN {3.55}), 3.48 — 3.33 (m, 6H, CH»-Spa {3.46}, H2-GIcN
{3.43}, H3-GleN {3.43}, CHo-Spa {3.38}), 3.33 — 3.06 (m, 7H, H5-GlcN {3.31}, CH>-Spa
{3.30}, CH»-Spa {3.25}, CH,-Spa {3.18}), 2.42 (t, 2H, *Jup 3 = 6.2 Hz, H2-Spa), 1.41 (s, 9H,
CHs-Bu).

100.6 MHz-"C-NMR [BB, HMQC] (CDCl3): [6/ppm] = 171.32 (C=0-Bu), 157.79 (C=0-
Fmoc), 144.21, 144.18 (Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.51, 141.47 (C4a-Fmoc, C5a-Fmoc),
127.71, 127.68 (C3-Fmoc, C6-Fmoc), 127.24 (C2-Fmoe, C7-Fmoc), 124.95 (Cl1-Fmoc,
C8-Fmoc), 119.92 (C4-Fmoc, C5-Fmoc), 102.59 (C1-GleN), 81.04 (C-Bu), 75.68 (C5-GlcN),
75.37 (C3-GleN), 71.63 (C4-GleN), 70.59, 70.35, 70.24, 70.11, 70.04, 69.19 (CH,-Spa),
66.45 (C3-Spa), 65.88 (CHy-Fmoc), 62.37 (C6-GleN), 57.72 (C2-GleN), 47.34 (CH-Fmoc),
36.13 (C2-Spa), 28.19 (CH;-‘Bu).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 684.33 ([M+Na]", ber.: 684.30).

C3,Hy7NOq; (661.74)

[4,6-0-Benzyliden-2-desoxy-2-(fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-p-D-glucopyranosyl |-
12-hydroxy-4,7,10-trioxadodecansiure-fert-butylester (121)

) 2 Ph~%-0 O
(B-4.6-Bzn-GlcNHEFmoc-O-Trispa-'Bu) ﬂﬂ/o{/\o}\)kotsu

FmocHN

832 g (12.58 mmol) B-GleNHFmoc-O-Trispa-Bu (120) werden in 80 ml Acetonitril bei
40 °C mit 6.22 g (40.90 mmol, 3.25 Aquiv.) Benzaldehyddimethylacetal versetzt. Es wird 4-
Toluolsulfonsiure-Monohydrat in Acetonitril hinzugetropft, bis ein pH-Wert von 3.5 erreicht
ist, und die Mischung iiber Nacht bei Raumtemp. geriihrt. Die Reaktionslésung wird durch
Zugabe von N-Ethyldiisopropylamin neutralisiert und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Der
Riickstand (15.60 g) wird durch Flashchromatographie an Kieselgel (Siulendimensionen:
Linge = 25.0 ¢cm, Durchmesser = 6.0 ¢cm im Laufmittelgemisch “Hex/EtQAc, 3:1 — 1:1)
gereinigt.

Ausbeute: 8.05 g (10.73 mmol, 85 %); farbloser Feststoff, [cr]%4 =—31.6 (¢ =1.00, CHCly),
Rr=10.26 ("Hex/EtOAc, 1:1).

400 MHz-"H-NMR ["H-'H-COSY] (CDCL): [6/ppm] =7.76 — 7.73 (d, 2H, *Jusps = “Jus.us =
7.3 Hz, H4-Fmoc, H5-Fmoc), 7.62 (dd, 2H, 3JH1,H2 = 3JH3,H7 = 6.5 Hz, H1-Fmoc, H8-Fmoc),
7.53 —7.42 (m, 2H, Har-Ph), 7.38 (td, 2H, *Jiz1 = i = Jusus = Jus = 7.4 Hz, * i m
= 3JH6,H3 = 2.6 Hz, H3-Fmoc, H6-Fmoc), 7.35 — 7.29 (m, 5H, H2-Fmoc, H7-Fmoc, Ha-Ph),
6.23 (d, 1H, *Jaiuz = 7.0 Hz, NH-GIeN), 5.52 (s, 1H, CH-Bzn), 4.72 (dd, 1H, *Jepa ns-Fmoe =
4.8 Hz, *Jemacun = 10.4 Hz, CHa,-Fmoc), 4.65 (d, 1H, *Juym = 8.4 Hz, H1-GleN), 4.61 (dd,
1H, *Jesb no-rmoe = 4.9 Hz, *Jemp crze = 10.4 Hz, CHap-Fmoc), 4.29 (dd, 1H, *Jusans = 5.0 Hz,
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*Jrsanss = 10.5 Hz, H6,-GleN), 4,20 — 4.16 (m, 1H, H9-Fmoc), 3.83 — 3.73 (m, 2H, H6,-GIcN
{3.80}, H3-GlcN {3.72}), 3.63 — 3.50 (m, 4H, H2-GIcN {3.60}, H4-GlcN {3.56}, H3-Spa
{3.50}), 3.50 — 3.42 (m, 6H, CH»-Spa {3.48}, CH,-Spa {3.48}, CH,-Spa {3.42}), 3.42 —3.36
(m, 3H, H5-GlcN {3.41}, CH,-Spa {3.38}), 3.26 — 3.19 (m, 2H, CH,-Spa {3.27}), 3.14 - 3.05
(m, 2H, CH,-Spa{3.12}), 2.45 — 2.34 (m, 2, H2-Spa {2.42}), 1.38 (s, 91, CH;-'Bu).

100.6 MHz-"C-NMR {BB, HMQC] (CDCL): [d/ppm] = 171.09 (C=0-Bu), 157.51
(C=0-Fmoc), 144.02 (Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.40, 141.33 (C4a-Fmoc, C5a-Fmoc),
137.17 (Cipso-Ph), 128.93, 128.08 (Comp-Ph), 127.53, 127.51 (C3-Fmoc, C6-Fmoc), 127.05
(C2-Fmoc, C7-Fmoc), 126.28 (Comp-Ph), 124.65 (C1-Fmoc, C8-Fmoc), 119.76, 119.72
(C4-Fmoc, C5-Fmoc), 102.80 (C1-GlcN), 101.59 (CH-Bnz), 81.25 (C4-GleN), 80.75 (C-'Bu),
72.10 (C3-GleN), 71.57, 70.35, 70.07, 69.86, 69.84, 68.99 (CH»-Spa), 68.62 (C6-GleN),
66.26 (C5-GleN), 66.19 (C3-Spa), 65.39 (CHa-Fmoc), 58.36 (C2-GleN), 47.23 (C9-Fmoc),
35.87 (C2-Spa), 27.96 (CH;-Bu).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 772.37 ((M+Na]", ber.: 772.37).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 772.3324 ((M+Na]', ber.: 772.3312).

C41Hs51NOq2 (749.84)

[3-0-((R)-3-Benzyloxytetradecanoyl)-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-2-(fluoren-9-ylmethoxy-

carbonylamino)-p-D-glucopyranosyl ]-12-hydroxy-4,7,10-trioxadodecansiure-fert-butyl-

ester (122)

(B-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-4,6-Bzn-GleNHFmoc-O-Trispa-'Bu)
Ph/%%%{)é/o{/\o}'\io‘su

Eine Losung aus 5.67 g (7.56 mmol) B-4,6-Bzn-GlcNHFmoc- Bngj NHFmoc ¢

O-Trispa-Bu  (121), 2.83 ¢ (8.47mmol, 1.12 Aquiv.) “f Carbonsiure 87

und 111.0 mg 4-Pyrrolidinpyridin  (0.91 mmol, 0.12 Aquiv.) in 70 ml trockenem

Dichlormethan wird mit 1.74 g (9.07 mmol, 1.20 Aquiv.) EDC-Hydrochlorid versetzt und 15

h bei Raumtemp. gerithrt. Nach Zugabe von 200 ml Dichlormethan wird zweimal mit jeweils

50 ml Natriumhydrogencarbonat-Losung, zweimal mit 50 ml Wasser gewaschen und die

organische Phase iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Filtration wird das Losungsmittel i.

Vak. evaporiert und das Rohprodukt (9.50 g) ohne weitere Charakterisierung in der nichsten

Stufe eingesetzt.

Rohausbeute: 8.06 g (max. 7.56 mmol, quant.); farbloser, gummiartiger Feststoff, R,=0.61

(‘Hex/EtOAcg, 1:1).

ESI-MS (positiv): {m/z] = 1088.63 ([M+Nal", ber.: 1088.57).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1088.5709 ([M+Na]", ber.: 1088.5711).

CerHgsNOy, (1066.32)
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[3-0-((R)-3-Benzyloxytetradecanoyl)-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-2-amino-p-D-glucopyra-
nosyl]-12-hydroxy-4,7,10-trioxad odecansiure-fert-butylester (123)

0
(B—3—((R)—3—(BnO)tetradecanoyl)—4,6—BZn—GlcNHg—O—Trispa—fBu)Ph/Y%%%&/O{/\o}’\)‘\otBu
H2N 3

0
BnQ

8.06 g (max. 7.56 mmol) rohes B—3—((R)—3—(BnO)tetradecanoyl)—éf,%?ﬁzn—GlcNHFmoc—O—
Trispa-"Bu (122) werden in 24 ml Dichlormethan gelost und mit 6.0 ml (5.16 g, 61.30 mmol,
8.10 Aquiv.) Piperidin versetzt. Die Losung wird 30 min bei Raumtemp. geriihrt,
anschlieBend mit 200 ml Ether verdiinnt und dreimal mit jeweils 50 ml Wasser gewaschen.
Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak.
evaporiert. Der Riickstand (9.60 g) wird durch Flashchromatographie an Kieselgel gereinigt
(Siulendimensionen: Linge = 35.0 ¢m, Durchmesser = 6.0 ¢cm im Laufmittelgemisch
“Hex/EtOAc, 1:1 — 1:3).

Ausbeute: 5.81 g (6.88 mmol, 91 % bezogen auf (122)); farbloser Schaum, [a]3? = — 21.8
(c = 1.00, CHCl3), Ry = 0.16 (‘Tlex/EtOAc, 1:5), Ry= 0.10 (‘Hex/EtOAc, 1:3).

400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCL3): [8/ppm] = 7.37 — 7.33 (m, 2H, H,,-Ph), 7.27 —
7.22 (m, 8H, Ha-Ph), 538 (s, 1H, CH-Bzn), 5.12 (t,, 1H, s = Jpm = 9.6 Hz,
H3-GleN), 4.67 (d, 1H, *Juim = 8.4 Hz, H1-GleN), 4.54 (d, 1H, *Jemsacun = 11.9 Hz,
CH.,-Bn), 438 (d, 1H, *Jemocnze = 11.9 Hz, CHy-Bn), 4.30 (dd, 1H, *Jug.us = 4.5 Hz,
*Jrsaner = 10.2 Hz, H6,-GIeN), 4.14 — 4.04 (m, 2H, CH,-Spa {4.12}), 4.04 — 3.79 (m, 6H,
CH,-Spa {3.98}, CH»>-Spa {3.96}, CHy-Spa {3.87}), 3.79 — 3.67 (m, 4H, H3 {3.78},
H6,-GleN {3.76}, CH,-Spa {3.67}), 3.67 — 3.46 (m, 6H, H3-Spa {3.63}, CH,-Spa {3.62},
H4-GlcN {3.59}, H5-GleN {3.54}), 3.07 — 2.95 (m, 1H, H2-GlcN {3.01}), 2.67 (dd, 1H,
Ttz = 5.8 Hz, “Jipamoy = 14.6 Hz, H2,), 2.58 — 2.43 (m, 2H, H2, {2.52}, H2,-Spa {2.48}),
2.39 — 2.29 (m, 1H, H2,-Spa {2.35}), 1.42 — 1.38 (m, 111, H4 {1.42}, CH;-Bu {1.41}), 1.28
—1.09 (m, 18H, (CH,)), 0.85 (t, 3H, *Jrri4 113 = 6.8 Hz, H14),

100.6 MHz-“C-NMR [BB, HMQC] (CDCL): [é/ppm] = 171.13 (C=0-Bu), 170.74 (C1),
138.41, 136.64 (Cipso-Ph), 129.07, 128.25, 128.16, 127.77, 127.45, 126.10 (Cy mp-Ph), 101.53
(CH-Bnz), 100.96 (C1-GlcN), 82.28 (C-'Bu), 78.67 (C4-GleN), 75.17 (C3), 74.15 (C3-GleN),
70.95 (CH»2-Bn), 69.63, 69.57, 69.36 (CH,-Spa), 68.39 (Co6-GlcN), 67.33 (C3-Spa), 67.04,
66.99 (CH,-Spa), 66.80 (C5-GIcN), 56.42 (C2-GleN), 39.35 (C2), 34.36, 34.26 (C4, C2-Spa),
31.92 (C12), 29.66, 29.59, 29.48, 29.35, 28.78 (C6 — C11), 28.03 (CHs-'Bu), 25.15 (C5),
22.69 (C13), 14.13 (C14).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 866.46 (IM+Na]", ber.: 866.50).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 844.5212 ([M+H]", ber.: 844.5211).

Cy7H7NOq2 (844.08).
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[3-0-((R)-3-Benzyloxytetradecanoyl)-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-2-((R )-3-benzyloxytetra-
decanoylamino)-p-D-glucopyranosyl |-12-hydroxy-4,7,10-trioxadodecansaure-ferf-butyl-
ester (124)

(B-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-4,6-Bzn-GlcNH((R)-3- ph/%g%%/o 0
(BnO)tetradecanoyl)-O-Trispa-Bu) Ojo i P\ON@B”

CMHZSO
184 ¢ (551 mmol, 1.10 Aquiv.) Carbonsiure 87, BnO CriHzz

2.09 g (5.51 mmol, 1.1 Aquiv.) HBTU, 0.77 g (5.71 mmol, 1.14 Aquiv.) HOBt und 1.29 g

BnO

(10.01 mmol, 2.00 Aquiv.) N-Ethyldiisopropylamin werden in 20 ml absol. Dichlormethan
45 min bei Raumtemp. geriihrt. Anschlieffend wird die Losung des aktivierten
Carbonsiureesters zu 4.23 g (5.01 mmol) B-3-((R)-3-(BnO)-tetradecanoyl)-4,6-Bzn-GlcNH,-
O-Trispa-‘Bu (123) in 20 ml N,N-Dimethylformamid gegeben und die Losung 15 h bei
Raumtemp. geriihrt. Danach werden die Losungsmittel zunichst i. Vak., anschlieffend i.
Hochvak. entfernt. Der Riickstand (10.85 g) wird durch Flashchromatographie an Kieselgel
(Siulendimensionen: Linge = 45.0 ¢cm, Durchmesser = 4.5 ¢cm im Laufmittelgemisch
‘Hex/EtOAc, 3:1 — 2:1 — 1:1) gereinigt.

Ausbeute: 3.48 ¢ (3.00 mmol, 60 %); farbloser, amorpher FeststofT, [cr]‘%1 =-20.2 (¢ =1.00,
CHCly), Rr=0.58 ("Hex/EtOAc, 1:1), Ry= 0.13 ("Hex/EtOAc, 3:1).

400 MHz-"H-NMR ['H-"H-COSY] (CDCl;): [/ppm] = 742 — 7.31 (m, 7H, Ha-Ph), 7.31 —
721 (m, 8H, Hx-Ph), 6.85 (d, 1H, */xgm = 9.3 Hz, NI-GleN), 5.45 (s, 111, CH-Bzn), 5.22
(dd, 1H, *Jusm = 10.2 Hz, *Jusms = 9.5 Hz, H3-GleN), 471 (d, 1H, *Jum = 8.6 Hz,
H1-GIeN), 4.57 (d, 2H, %7 =3.7 Hz, CH}-Bn), 4.51 (d, 1H, o oy = 11.7 Hz, CH,,-Bn),
439 (d, 1H, *Jemwcmn=11.7Hz, CHh-Bn), 435 (dd, 1H, ‘*Jusaus=5.0Hz,
*Jrsanss = 10.5 Hz, H6,-GIeN), 4.17 (ddd, *Jimgs = 10.2 Hz, *Jipne = 9.3 Hz, “Jpm =
8.6 Hz, H2-GlcN), 3.96 — 3.89 (m, 1H, H3" {3.93}), 3.85 — 3.78 (m, 2H, H3' {3.80},
H6,-GleN {3.78}), 3.77 — 3.72 (m, 1H, H3,-Spa {3.73}), 3.72 — 3.65 (m, 8H, 2 x CH,-Spa
{3.71}, H3p-Spa {3.69}, CH»>-Spa {3.71}), H4-GlcN {3.66}), 3.65 — 3.45 (m, 5H, CH>-Spa
{3.58}, CH>-Spa {3.50}, H5-GlIcN {3.48}), 3.45 — 3.35 (m, 2H, CH»-Spa {3.41}), 2.70 (dd,
1H, *Jroams = 6.4 Hz, Jasmn = 15.0 Hz, Hb,), 2.50 (td, 2H, i spmssp = 6.5 Hz,
*Joa-spapov-spa = 1.3 Hz, H2-Spa), 2.44 (d, 1H, *Juza s = 6.3 Hz, H3,), 2.41 (d, 1H, *Jyop s =
6.0 Hz, Hb,), 2.29 (dd, 1H, *Juaus = 4.1 Hz, 2Juap 2. = 14.8 Hz, HY,), 1.60 — 1.44 (m, 13H,
H4', H4", CH;-"Bu {1.46, s, 9H}), 1.35 — 1.17 (m, 36H, 2 x (CHz)g), 0.87 (t, 6H, *Juisms =
7.0 Hz, H14", H14™).

100.6 MHz-"C-NMR [BB, HMQC] (CDCl3): [6/ppm] = 171.69 (C=0-Bu), 171.44 (C1H,
171.02 (C1™, 138.97, 138.80, 137.13 (Cipso-Ph), 129.11, 128.68, 128.49, 128.38, 128.30,
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12824, 128.03, 127.86, 127.66, 127.52, 126.26 (Comp-Ph), 102.63 (C1-GleN), 101.53
(CH-Bnz), 80.66 (C-Bu), 79.13 (C4-GlcN), 76.64 (C3M), 75.74 (C3Y), 72.50 (C3-GleN), 71.84
(CHY-Bn), 71.29 (CHA-Bn), 71.23, 70.91, 70.83, 70.53, 70.51, 68.90 (CH,-Spa), 68.81
(C6-GleN), 67.01 (C3-Spa), 66.49 (C5-GleN), 54.42 (C2-GleN), 41.83 (€2, 39.93 (€25,
36.46 (C2-Spa), 34.73, 34.51 (C4% C4™), 32.11 (€12} C12"), 29.98, 29.89, 29.85, 29.82,
29.80 (C6™ — C11Mh, 28.28 (CH;-"Bu), 25.43, 25.32 (C5', €5™), 22.88 (C13", C13™), 14.30
(C14", 14",

ESI-MS (positiv): [m/z] = 1182.73 ((M+Na]", ber.: 1182.74).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1182.7465 (IM+H]", ber.: 1182.7433).

CysH10sNO14 (1160.56)

[3-0-((R)-3-Benzyloxytetradecanoyl)-2-desoxy-2-((R)-3-benzyloxytetradecanoylamino)-
p-D-glucopyranosyl|-12-hydroxy-4,7,10-trioxadodecansiure-feri-butylester (125)
(B-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-GleNH((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-O- Trispa-‘Bu)
OH (0]
Hoaég\/of/\o)'\/mo‘au
O§ NH 8
e CirHad

BnO
CyqHas

Eine Losung von 3.43 ¢ (2.96 mmol) B-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-4,6-Bzn-GIcNH((R)-3-
(BnO)tetradecanoyl)-O-Trispa-'Bu (124) in 40 ml 80%iger Essigsiure wird 1 h bei 80 °C
geriihrt. AnschlieBend wird die Reaktionsmischung auf Raumtemp. abgekiihlt, mit 100 ml
Toluol verdiinnt und die Losungsmittel i. Hochvak. entfernt. Der Riickstand (3.41 g) wird
dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert und durch Flashchromatographie an Kieselgel
(Sdulendimensionen: Linge = 25.0 cm, Durchmesser = 5.5 ¢m im Laufmittelgemisch
‘Hex/EtOAc, 3:1 — 1:1 — 0:0) gereinigt.

Ausbeute: 2.98 ¢ (2.78 mmol, 94 %); farbloser, amorpher FeststofT, [cr]‘%5 =249 (¢ =1.00,
CHCly), Rr=0.04 ("Hex/EtOAc, 1:1).

400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCL): [é/ppm] = 7.42 — 1.23 (m, 10H, Ha-Ph), 4.79
(dd, 1H, *Jizm = 109 Hz, *Jigw = 9.1 Hz, H3-GleN), 4.65 (d, 1H, “Jemacmn = 12.0 Hz,
CH.,-Bn), 4.49 (s, 2H, CH-Bn), 4.47 (d, 1H, *Jemmcma = 12.0 Hz, CHS,-Bn), 4.33 (dt,
s = 109 Hz, *Jiong ~ “Jimom = 8.6 Hz, H2-GleN), 4.02 — 3.90 (m, SI, H3-Spa {3.98},
H4-GIeN {3.95}, CH,-Spa {3.94}), 3.90 — 3.78 (m, 8H, CH,-Spa {3.88}, H3' {3.85}, H3"
{3.85}, H1-GleN {3.83}, H6,-GlcN {3.82}, CH,-Spa {3.79}), 3.78 — 3.59 (m, 7H, H6,-GlcN
{3.78}, CH,-Spa {3.77}, CH»-Spa {3.71}, CHx-Spa {3.64}), 3.37 (s, 1H, OH6-GIeN), 3.24 —
3.15 (m, 2H, H5-GIeN {3.20}, OH4-GleN {3.20)), 2.62 (dd, 11, *Jiams = 7.4 Hz, “Jepa o =
14.7 Hz, HY,), 2.57 (td, 2H, *Ji spars spa = 6.6 Hz, “Froa spa, 1ob spa = 2.3 Hz, H2-Spa), 2.47
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(dd, 1H, *Jippi = 5.2 Hz, YJpppm = 14.7 Hz, Hy), 2.39 (dd, 2H, *Jipams = 3.5 Hz, HY,,
e = 2.3 Hz, 115,), 1.65 — 1.45 (m, 411, H4", 114", 1.42 (s, 9H, CH;-"Bu), 1.28 — 1.22 (m,
36H, 2 x (CHa)g), 0.86 (tp, 6H, Jingps = 7.1 Hz, H14', H14").

100.6 MHz-"C-NMR [BB, HMQC] (CDCL): [6/ppm] = 176.42 (C=0-Bu), 172.72 (C1Y,
171.03 (C1"), 138.76, 138.55, 138.20 (Cips-Ph), 128.77, 128.75, 128.67, 128.54, 128.24,
128.19, 128.12, 128.06, 128.03, 127.98, 127.91, 127.87 (Comp-Ph), 103.22 (C1-GleN), 81.16

(C-Bu), 76.51 (C5-GleN), 75.74 (C31), 75.67 (C3Y, 74.29 (C3-GleN), 71.16 (CHY-Bn),

70.66 (CH3-Bn), 70.44, 69.80, 69.72, 69.59, 69.55, 69.51 (CH,-Spa), 67.93 (C3-Spa), 67.32
(C4-GleN), 61.16 (C6-GIeN), 52.58 (C2-GleN), 40.73 (€21, 39.73 (C2Y), 35.22 (C2-Spa),
34.19, 33.83 (C4', €4, 32.06 (C12}, C12', 29.95, 29.83, 29.79, 29.66, 29.51 (C6™" —
C11*™, 28.17 (CHs-'Bu), 25.25, 24.94 (C5%, €5%), 22.82 (C13%, C13™), 14.25 (C14, C14M).
ESI-MS (positiv): fm/z] = 1094.73 ((M+Na]*, ber.: 1094.71).

HR-ESI-MS (positiv): fm/z] = 1094.7129 ([IM+Na]", ber.: 1094.7120).

Cg1H101NO14 (1072.45)

5.9.2.3 Die Synthesen der Disaccharide

59.23.1 Die Synthese von 6-0-(4-O-Phosphoryl-3-O-((R)-3-hydroxytetradecanoyl)-
2-desoxy-2-((R)-3-dodecanoyloxytetradecanoylamino)- p-D-glucopyranosyl)-3-O-((R)-3-
hydroxytetradecanoyl)-2-desoxy-2-((R)-3-hydroxytetradecanoylamino)-a-D-glucop yra-

nose

tert-Butyldiphenylsilyl-6-0O-[4-(diphenylphosphoryl)-3-0-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl)-
6-0-benzyl-2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-D-glucopyranosyl|-3-0-

((R)-3-benzyloxytetradecanoyl)-2-desoxy-2-((R)-3-benzyloxytetradecanoylamino)-p-D-

OBn
glucopyranosid (126)

(PhO),PO O HOO o
(B-6-(B-4-((PhO),PO)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-6-Bn- 03 TchN 0 RIB0FS

BnO NH
GleNTroc)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-GleNH-((R)-3-(BnO)- “rfs gno TN

BnO
tetradecanoyl)-OTBDPS) "G Has

Eine Iosung aus 1.14 g (1.08 mmol, 120 Aquiv.) a-4-((PhO),PO)-3-((R)-3-
(BnO)tetradecanoyl)-6-Bn-GlcNTroc-Br  (104), 298 mg (1.08 mmol, 1.20 Aquiv.)
Silbercarbonat, 945 mg (0.90 mmol, 1.00 Aquiv.) B-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-GlcNH-
((R)-3-(BnO)-tetradecanoyl)-OTBDPS (115) und ca. 3.0 g gepulvertem Molekularsieb (4 f%)
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127.59, 125.70, 120.34, 12031, 120.29, 12026 (Comp-Ph), 100.53 (C1-GleN"), 96.54
(C1-GleNY), 95.40 (CCls), 76.04 (CY ), 75.84 (C ), 75.72 (CL ), 75.50 (C3-GleNY), 74.85

(C4-GleN™), 74.71 (CH»>-Troc), 74.57 (C5-GleNY), 73.84 (C5-GleNY), 73.60 (CH»-Bn), 72.12

(C3-GleN™), 71.25, 71.06, 70.85 (3 x CHy-Bn), 69.67 (C4-GleNY), 68.91 (C6-GleNY), 68.22

(C6-GIeN™), 56.69 (C2-GleN"), 54.97 (C2-GleNY), 41.14 (C})), 39.91 (Cy ), 38.79 (Cpp),

34.38, 34.20, 33.85 (CL,, €L ., €1, 32.07 (3 x C12), 29.83, 29.80, 29.74, 29.52, 27.05 (3 x
C6 — C11), 26.80 (CHs-"Bu), 25.46, 25.42, 25.24 (CL, €L . ), 22.84 (3 x CI3), 19.18

(C-'Bu), 14.28 (3 x C14).

ESI-MS (positiv): [m/fz] = 2049.07 ([M+Na]", ber.: 2048.96).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 2045.9568 ([M+Na]", ber.: 2045.9565).
C113H154CI3N2020PSi (2025.85)

tert-Butyldiphenylsilyl-6-0O-[4-(diphenylphosphoryl)-3-O-((R )-3-benzyloxytetradecanoyl)-
6-0-benzyl-2-desoxy-2-amino-p-D-glucopyranosyl |-3-0-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl)-2-
desoxy-2-((R)-3-benzyloxytetradecanoylamino)-p-D-glucopyranosid (127)
(B-6-(B-4-((PhO),PO)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl )-6-Bn- (Pho)ﬁo Eéz/o ]
GleNH,)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-GleNH-((R)-3-(BnO)- ng HoN ;OEg’w\/OTBDF’S

NH
tetradecanoyl)-OTBDPS) CriHlzs BnO§C o

"o
CyiHes

Eine Losung von 1.73 g (0.85 mmol) B-6-(B-4-((Ph0),PO)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-6-
Bn-GleNTroc)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl}-GleNH-((R)-3-(BnO)tetra-decanoyl)-OTBDPS
(126) in 25 ml Essigsdure wird mit etwa 1.12 g (17.05 mmol) Zinkstaub versetzt, welches
zuvor durch Aufschlimmen in 2 M Salzsidure aktiviert, mit Wasser sowie Ethanol gewaschen
und mit Diethylether getrocknet wurde. Die Reaktionsmischung wird 4 h bei 60 °C geriihrt,
iber Hyﬂo® filtriert und der Filterkuchen mit Essigsdure nachgewaschen. Das Filtrat wird
i. Hochvak. vom Losungsmittel befreit und der Riickstand dreimal mit Toluol kodestilliert.
Der Riickstand wird in 500 ml Ethylacetat aufgenommen und zweimal mit 200 ml einer ges.
Natriumhydrogencarbonat-L.osung und zweimal mit 100 ml einer ges. Natriumchlorid-L.dsung
gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und vom Losungsmittel i. Vak. befreit. Der
Riickstand (1.60 g) wird durch Flashchromatographic an Kieselgel (Siulendimensionen:
Linge = 30.0 ¢m, Durchmesser = 4.0 ¢cm im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc, 3:1) gereinigt.
Ausbeute: 1.39 ¢ (0.75 mmol, 88 %); farbloser, amorpher FeststofT, [cr],%5 =-11.8 (¢ =1.00,
CHCls), Rr=0.28 (Chloroform/Aceton, 9:1).
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tert-Butyldiphenylsilyl-6-0O-[4-(diphenylphosphoryl)-3-0-((R )-3-benzyloxytetradecanoyl)-
6-0-benzyl-2-desoxy-2-((R)-3-(dodecanoyl)oxytetradecanoylamino)-p-D-glucopyranosyl |-
3-0-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl)-2-desoxy-2-((R)-3-benzyloxytetradecanoylamino)-p-
D-glucopyranosid (129)

(B-6-(B-4-((PhO),PO)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl )-6- (P“OEPO ’j \ —
Bn-GlcNH-((R)-3-(dodecanoyl)oxytetradecanoyl))-3- Bno}c/ 9y 5
((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-GleNH-((R)-3-(BnO)tetra- 11o=2<30 C11H2§n C”'gﬁois

C1 1H23 C11 H23

decanoyl)}-OTBDPS)

Zu einer auf O °C gekiihlten Mischung aus 400 mg (0.94 mmol, 1.00 Aquiv.)
(R)-3-(Dodecanoyloxy)tetradecansiure (91) in 12 ml absol. Dichlormethan wird unter Argon
0.40 ml Oxalylchlorid (595 mg, 4.69 mmol, 4.99 Aquiv.) durch eine Spritze zugetropft.
Anschlieend werden drei Tropfen N, N-Dimethylformamid hinzugegeben und die L.osung 1 h
bei  Raumtemp. gerilhrt. Nach 1 h wird der Reaktionsverlauf  mittels
Diinnschichtchromatographie iiberpriift. Sollte die Reaktion nicht vollstindig sein, wird max.
eine weitere Stunde geriihrt und ein Tropfen N.N-Dimethylformamid hinzugegeben. Danach
wird mit 50 ml Toluol verdiinnt und iiberschiissiges Oxalylchlorid sowie die Losungsmittel
werden i. Vak. evaporiert.
Ausbeute: 417 mg (quant.); farbloses O, R,=0.34 (‘Hex/EtOAc, 3:1).
Zu einer Losung von 921 mg (0.498 mmol) B-6-(B-4-((PhO),PO)-3-((R)-3-(BnO)tetra-
decanoyl)-6-Bn-GlcNH»)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-GlcNH-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-
OTBDPS (127) und 322 mg (2.49 mmol, 5.00 Aquiv.) N-Ethyldiisopropylamin in 15 ml
absol. Dichlormethan wird unter Argon bei Raumtemp. 332 mg (0.747 mmol, 1.5 Aquiv.) des
hergestellten Carbonsdurechlorids 128, geldst in 8 ml absol. Dichlormethan, auf einmal
hinzugegeben und die L.osung 18 h bei Raumtemp. geriihrt. Danach werden die Losungsmittel
zunichst i. Vak., anschlieBend i. Hochvak. entfernt. Der Riickstand (1.35 g) wird durch
Flashchromatographie an Kieselgel gereinigt (Sidulendimensionen: Linge = 35.0 cm,
Durchmesser = 4.0 cm im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc, 10:1 — 8:1 — 5:1).
Ausbeute: 832 mg (0.368 mmol, 74 %); farbloser Feststoff, [cr:]f')4 = - 4.2 (¢ =1.00, CHCls),
= (0.86 (Chloroform/Aceton, 9:1).
400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCL3): [8/ppm] = 7.72 — 7.63 (m, 4H, Ha-Ph), 7.42 —
7.20 (m, 30H, Ha-Ph), 7.20 — 7.10 (m, 6H, Ha-Ph), 5.98 (d, 1H, *Jnum =9.6 Hz,
NH-GIeNY, 552 (d, 1H, *Jygme=7.4 Hz, NH-GIeN™), 5.45 (dd, 1H, *Jusue = 10.6 Hz,
s = 8.9 Hz, H3-GIeNY), 5.04 — 4.93 (m, 1H, HY | {4.98}), 4.89 (d, 1H, *Ji m> = 8.2 Hz,
H1-GIcN"), 479 — 4.66 (m, 2H, H3-GleN' {4.74}, H4-GIcN" {4.72}), 4.53 (d, 1,
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6-0-[4-(Diphenylphosphoryl)-3-0-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-2-
((R)-3-(dodecanoyl)oxytetradecanoylamino)-p-D-glucopyranosyl]-3-0-((R)-3-benzyl oxy-
tetradecanoyl)-2-desoxy-2-((R)-3-benzyloxytetradecanoylamino)-a-D-glucopyranose (130)
(a-6-(B-4-((PhO),PO)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-6-Bn- 9 oo

(PRO),PO Q o
O Q
GlcNH-((R)-3-(dodecanoyloxy)tetradecanoyl))-3-((R)-3-(BnO)- Oj HN g%og,ﬁhl
BnO OH
tetradecanoyl)-GlcNH-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-OH) C”H:éo -» Bno cﬁHzgﬁ
9] 11723 Bn
CiH
C‘HH23 11123

Eine Losung von 712 mg (0.315 mmol) B-6-(B-4-((Ph0),PO)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-
6-Bn-GIlcNH-((R)-3-(dodecanoyloxy)tetradecanoyl))-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-GlcNH-
((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-OTBDPS (129) und 63 mg (1.04 mmol, 3.30 Aquiv.) Eisessig in
62 ml trockenem Tetrahydrofuran wird 15 min auf 10 °C vorgekiihlt. AnschlicRend wird
innerhalb von 15 min 0.410 ml (0.41 mmol, 1.30 Aquiv.) einer 1.0 M Losung von Tetra-7-
butylammoniumfluorid in Tetrahydrofuran hinzugetropft. Es wird 1 h bei 10 °C geriihrt und
anschlieBend auf Raumtemp. erwirmt. Nach 12 h werden 0.20 Aquiv. und nach 15h
nochmals 0.10 Aquiv. an Tetra-z-butylammoniumfluorid zur Vervollstindigung der Reaktion
hinzugegeben. Nach insgesamt 18 h wird mit 250 ml Dichlormethan verdiinnt und die Losung
nacheinander mit 50 ml einer 5%igen Zitronensiure-Losung, Natriumhydrogencarbonat-
Losung und einer ges. Natriumchlorid-L.osung gewaschen. Die vereinigten wissrigen Phasen
werden dreimal mit 25 ml Dichlormethan extrahiert, die vereinigten organischen Phasen iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und die Losungsmittel i. Vak. evaporiert. Das Rohprodukt (840
mg) wird durch Flashchromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge = 35.0 ¢m,
Durchmesser = 2.5 ¢m im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc, 2:1 — 1:1) gereinigt.

Ausbeute: 432 mg (0.214 mmol, 68 %); farbloses Wachs, [c:r]‘%4 =+ 10.5 (¢ =1.00, CHCl3),
Rr=0.62 ("Hex/EtOAc, 1:1), R,= 0.20 (‘Hex/EtOAc, 2:1).

400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCl3): [6/ppm] = 7.38 — 7.21 (m, 24H, Ha-Ph), 7.20 —
7.05 (m, 6H, Har-Ph), 6.27 (d, 1H, *Jxguz = 9.5 Hz, NH-GIeNY), 5.74 (d, 1H, *Jxpwe = 7.4 Hz,
NH-GIeN™), 5.56 (dd, 1H, *Juspo = 10.6 Hz, *Juz s = 9.0 Hz, H3-GIeN™), 5.36 (d, 1H,
i = 8.2 Hz, H1-GleN"), 5.13 (dd, 1H, *Jusmm = 10.7 Hz, *Jinms = 9.0 Hz, H3-GleNY,
5.09 (d, 1H, *Jaim = 3.5 Hz, HI-GIcNY, 5.03 — 4.95 (m, 1H, H;I_H {4991, 472 (q, 1H,

Jaans=9.1 Hz, *Juypus =9.1 Hz, H4-GleN™, 454 — 435 (m, 8H, 3 x CH,,-Bn {4.50},
O-CH,Bn {4.42}, 3 x CHy-Bn {4.38}), 4.19 (ddd, 1H, */ips = 10.7 Hz, /pxu=9.5 Hz,
T m = 3.5 Hz, H2-GleND), 4.00 — 3.90 (m, 2H, H6,-GleN' {3.96}, H5-GleN' {3.95}), 3.87 —
3.68 (m, 5H, Hy, {3.85). HY, {3.81}, H6,-GlIeN' {3.73), H. , {3.72}, H5-GleN" {3.71)),
3.64 (dd, 1H, *Jugns=2.0Hz, “Jusaner=11.1 Hz, H6,-GIcN™), 3.56 (dd, 1H,
*Jusv.us = 5.0 Hz, *Jusansy = 11.1 Hz, H6,-GIeNY), 3.37 (¢, 1H, “Jusms = “Jasps ~ 9.5 Hz,
H4-GleNY, 3.25 (dt, *Jyoms = 10.6 Hz, “Jipw = “Juonn 7.8 Hz, H2-GleN™), 2.62 (dd, 1H,
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Tetrahydrofuran gelost und mit 230 mg Palladium (10 %) auf Aktivkohle versetzt. Durch
mehrmaliges Evakuieren und Fluten mit Argon wird griindlich entgast. Der Ansatz wird 18 h
bei Raumtemp. unter 3 bar Wasserstoffatmosphire geriihrt. Danach wird die
Wasserstoffatmosphire gegen eine Argonatmosphire ausgetauscht und die Mischung iiber
eine Kartusche mit C18-Siulenmaterial filtriert. Man spiilt die kleine Sdule mehrmals mit
reinem Ethylacetat und befreit das Filtrat i. Vak. von den Losungsmitteln. Der Riickstand
wird einige Male mit Toluol kodestilliert und ohne Reinigung und Charakterisierung der
nachfolgenden Reaktion unterworfen.

Ausbeute: 185 mg (111.4 pmol, 93 %); farbloses Wachs.

ESI-MS (positiv): [m/z] = 1683.28 ((M+Na]", ber.: 1683.11).

Cy2H150N2021 P (1660.22)

6-0-[4-O-Phosphoryl-3-O-((R)-3-hydroxytetradecanoyl)-2-desoxy-2-((R)-3-(dodecanoyl)-
oxytetradecanoylamino)-p-D-glucopyranosyl |-3-0-((R)-3-hydroxytetradecanoyl)-2-desoxy-
2-((R)-3-hydroxytetradecanoylamino)-a-D-glucopyranose (132)
(a-6-(B-4-((HO),PO)-3-((R)-3-(OH)-tetradecanoyl)-GlcNH-

o OH
((R)-3-(dodecanoyloxy)tetradecanoyl))-3-((R)-3-(OH)-tetra- Oj HN g%o%;mﬁ
HO 0 OH
decanoyl)-GlcNH-((R)-3-(OH)-tetradecanoyl)-OH) G gbaojg 1 H23HO G ngi
CyH
C11H23 110123

185 mg (111.4 pmol) rohes a-6-(B-4-((PhO),PO)-3-((R)-3-(OH)tetradecanoyl)-GlcNH-((R)-3-
(dodecanoyl)oxytetradecanoyl)-3-((R)-3-(OH)-tetradecanoyl)-GlcNH-((R)-3-(OH )}tetradecan-

oyl)-OH (131) werden in einer Mischung aus 4.5 ml Essigsdure und 40.0 ml Tetrahydrofuran
gelost und mit 90 mg Platin(IV)-oxid versetzt. Durch mehrmaliges Evakuieren und Fluten mit
Argon wird griindlich entgast. Der Ansatz wird 18 h bei Raumtemp. unter 5 bar
Wasserstoffatmosphire gerithrt. Danach wird die Wasserstoffatmosphire gegen eine
Argonatmosphiire ausgetauscht und die Mischung iiber einen Spritzenfilter filtriert. Der Filter
mit dem elementaren Platin wird danach mit einer Mischung aus 42 ml Chloroform, 6 ml
Methanol, 0.5 ml Triethylamin und 0.5 ml Wasser gespiilt. Dieser Vorgang wird dreimal
wiederholt. Das Filtrat wird i. Vak. von den Losungsmitteln befreit und der Riickstand wird
einige Male mit Toluol kodestilliert. Der Riickstand (225 mg) wird anschliefend in 150 ml
Chloroform aufgenommen und mit 30 ml 0.1 M Salzsiure und zweimal mit 30 ml Wasser
gewaschen. Die organische Phase wird tber Magnesiumsulfat getrocknet und vom
Losungsmittel i. Vak. befreit. Der Riickstand (184 mg) wird anschlieRend durch fraktionierte

Fillung (in wenigen ml Chloroform aufnehmen, Fillung mit Dioxan unter Eiskiithlung)
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gereinigt. Der Niederschlag wird anschliefend in einer Zentrifuge (Bedingungen: 4000/min,
10 °C, 10 min) konzentriert. Die Mutterlauge wird abpipettiert und der Bodensatz gesammelt.
Dieser Vorgang wird mehrmals wiederholt bis kein Produkt mehr isoliert werden kann. Das
Produkt wird in Dioxan suspendiert und an der Gefriertrocknung lyophilisiert. Eine Reinigung
mittels Flashchromatographie war nicht moglich.

Ausbeute: 134 mg (89 umol, 80 %}); farbloses Lyophilisat.

400 MHz-"H-NMR ['H-"H-COSY] (CDCls, CD;0D, D:0): [6/ppm| = 5.27 — 496 (m, 3H,

H1-GleN' {5.13}, H3-GIeN" {5.05), HY | {4.98}), 4.65 — 4.46 (m, 1H, H1-GIeN" {4.54}),

4.19 - 3.35 (m, 14H, H2-GIeN" {3.97}, H5-GIeN" {3.93}, H | {3.92}, H6,-GleN" {3.89},
H2-GIeN' {3.86}, I, | {3.86}, H6,-GleN" {3.80}, I {3.78}, H6,-GleN' {3.57), H4-

GIeN™ {3.38}, H3-GIeN,, H4-GIeN', H5-GIeNY), 2.54 — 2.13 (m, 10H, H) , {2.42}, H_|

(236}, H, {231}, H), , {227}, H_, {2.27}, CH} -CO {221}, H}_ , {220}, H}, |

{2.13}), 1.53 — 1.32 (m, 10H, CH], ,-CO, {1.47}, H, , H} .

M gyl
Hl HI ), 1.30 - 0.87 (m,
88H, (CHz)as), 0.81 (m,, 15H, HI14-1= H]14-11’ HI114-1= H11]4-11’ lels-u)'

162.05 MHZ"'P-NMR [F'P] (CDCL,, CD;0D, D>0): [8/ppm] = 0.82 ((HO),P(0)-O).
ESI-MS (negativ): [m/z] = 1506.99 (IM-HJ, ber.: 1507.02).

CgoHy51N204, P (1508.03)

5.9.23.2 Die Synthese zum [6-0-[4-(diphenylphosphoryl)-3-O-((R)-3-benzyloxytetra-
decanoyl}-6-0-benzyl-2-desoxy-2-((R)-3-(dodecanoyl)oxytetradecanoylamino)-p-D-gluco-
pyranosyl]-3-0-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl)-2-desoxy-2-((R)-3-benzyloxytetradecan-

oylamino)-p-D-glucopyranosyl]-12-hydroxy-4,7,10-trioxadodecanséure

[6-0-[4-(diphenylphosphoryl)-3-0-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl )-6-0-benzyl-2-desoxy-
2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-D-glucopyranosyl|-3-O-((R)-3-benzyloxytetra-
decanoyl}-2-desoxy-2-((R)-3-benzyloxytetradecanoylamino)-p-D-glucopyranosyl |-12-
hydroxy-4,7,10-trioxadodecansiure-ferf-butylester (133)

OBn
(B-6-(B-4-((Ph0);P0)-3-((R)-3-(BnO)tetradeca- (Pho»(';'oo’sg;&%o ) o
noyD)-6-Bn-GleNTroc)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)- . 8§ Tregri . jog Q’NHO{/\OMUBU
n 3
2 BnG 0

GleNH-((R)-3-(BnO)-tetradecanoyl)-O-Spa-'Bu) G ST
EnO
CyiHaa

Eine Losung aus 489 mg (463.0 pumol, 1.20 Aquiv.) a-4-((PhO)P0O)-3-((R)-3-(BnO)-
tetradecanoyl)-6-Bn-GlcNTroc-Br (104), 128 mg (463.0 umol, 1.20 Aquiv.) Silbercarbonat,
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101.94 (C1-GleNY), 100.72 (C1-GIecN™), 95.41 (CCls), 80.66 (C-Bu), 76.50 (CL ), 75.32

(C3-GIcNY, 75.80 (CL). 7546 (Cy), 74.84 (C4-GleN™), 74.77 (C5-GleNY), 74.51

(CH,-Troc), 74.06 (C5-GleN™), 73.56 (Bn-CH,-0), 72.09 (C3-GleN™), 71.70 (CH,-Bn), 71.18
(CH,-Spa), 71.06, 70.95 (2 x CH,-Bn), 70.79, 70.68, 70.40, 70.31 (4 x CH,-Spa), 69.60
(C4-GleNY, 68.98 (C6-GleNY), 68.55 (C6-GleN™), 68.18 (CH,-Spa), 66.86 (C3-Spa), 56.72

(C2-GleN"), 53.51 (C2-GleNY), 41.82 (C} ), 39.81 (Cy)), 38.70 (Cy)), 36.34 (C2-Spa),
34,50, 34.24, 34.20 (Cy . Cypp Chp 32.02 (3 x C12), 29.89, 29.81, 29.77, 29.75, 27.69,

29.47 (3 x C6 — C11), 28.20 (CHs-'Bu), 25.37, 25.20 (CL |, Ct ;. CI ), 22.80 (3 x C13), 14.25

I I 1
(Ciar Cram Crap-

ESI-MS (positiv): [m/z] = 2069.00 ((M+Na[", ber.: 2069.00).
HR-ESI-MS (positiv): fm/z] = 2068.0051 ([M+Na]", ber.: 2068.0011).
C110H160C13N20,5P (2047.78)

[6-0-[4-(diphenylphosphoryl)-3-0-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl )-6-0-benzyl-2-desoxy-
2-amino-p-D-glucopyranosyl |-3-0-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl)-2-desoxy-2-((R)-3-
benzyloxytetradecanoylamino)-p-D-glucopyranosyl]-12-hydroxy-4,7,10-trioxadodecan-
sdure-fert-butylester (134)
(B-6-(B-4-((PhO):PO)-3-((R)-3-(BnO)tetradeca- (Pho)fp')

o)

OBn
0 0 0]
n0y1)-6-Bn-GleNH,)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)- 0% o§ R
0]

¢ Ciils  ghg
GleNH-((R)-3-(BnO)-tetradecanoyl)-O-Spa-"Bu) C11Has :g
BnO
01 1 HZS

Eine Losung von 1.03 g (504 pmol) B-6-(B-4-((PhO),PO)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-6-
Bn-GleNTroc)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-GleNH-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-O-Spa-'Bu
(133) in 20 ml Essigsiure wird mit etwa 660 mg (10.10 mmol) Zinkstaub versetzt, welches
zuvor durch Aufschlaimmen in 2 M Salzsdure aktiviert, mit Wasser sowie Ethanol gewaschen
und mit Diethylether getrocknet wurde. Die Reaktionsmischung wird 4 h bei 60 °C geriihrt,
iiber Hyﬂo® filtriert und der Filterkuchen mit Essigsidure nachgewaschen. Das Filtrat wird i.
Hochvak. vom Lésungsmittel befreit und der Riickstand dreimal mit Toluol kodestilliert. Der
Riickstand (1.14 g) wird durch Flashchromatographie an Kieselgel (Saulendimensionen:
Linge = 30.0 ¢cm, Durchmesser = 4.4 ¢cm im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc, 3:1 — 2.1 —
1:1) gereinigt.

Ausbeute: 908.0 mg (484.9 umol, 96 %); farbloser, amorpher Feststoff, [a]3*= — 15.9
(c = 1.00, CHCly), Ry = 0.20 ("Hex/EtOAc, 1:2), R,= 0.09 (‘Hex/EtOAc, 1:1).
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[6-0-[4-(diphenylphosphoryl)-3-0-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl )-6-0-benzyl-2-desoxy-2-
((R)-3-(dodecanoyl)oxytetradecanoylamino)-p-D-glucopyranosyl]-3-0-((R)-3-benzyl oxy-
tetradecanoyl)-2-desoxy-2-((R)-3-benzyloxytetradecanoylamino)-p-D-glucopyranosyl |-12-
hydroxy-4,7,10-trioxadodecansiure-ferf-butylester (135)

(B-6-(B-4-((PhO),PO)-3-((R)-3-(BnO)tetradeca- O.
noyl)—6—Bn—G1cNH—((R)—3—(dodecanoyl)oxytetradeca— " o % &, {/\oi’\)o'\otsu
noyl))-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-GlcNH-((R)-3- Bro 11H2305 ’
(BnO)tetradecanoyl)-O-Spa-Bu) O=<c,,521;H23 011?”30 CysHag

Zu einer auf O °C gekihlten Mischung aus 200 mg (469.0 umol, 1.00 Aquiv.)
(R)-3-(Dodecanoyloxy)tetradecansiure (91) in 7 ml absol. Dichlormethan wird unter Argon
0.20 ml Oxalylchlorid (297.0 mg, 2.34 mmol, 5.00 Aquiv.) durch eine Spritze zugetropft.
Anschlieend werden drei Tropfen N, N-Dimethylformamid hinzugegeben und die L.osung 1 h
bei  Raumtemp. geriihrt. Nach 1 h wird der Reaktionsverlauf  mittels
Diinnschichtchromatographie iiberpriift. Sollte die Reaktion nicht vollstindig sein, wird max.
eine weitere Stunde geriihrt und ein Tropfen N.N-Dimethylformamid hinzugegeben. Danach
wird mit 50 ml Toluol verdiinnt und iiberschiissiges Oxalylchlorid sowie die Losungsmittel
werden i. Vak. evaporiert.

Ausbeute: 209 mg (quant.); farbloses Ol, Ry= 0.34 (Hex/EtOAc, 3:1).

Zu einer Losung von 447 mg (238.7 umol) B-6-(B-4-((PhO),PO)-3-((R)-3-(BnO)tetra-
decanoyl)-6-Bn-GIlcNH»)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-GlcNH-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl-
O-Spa-Bu (134) und 154 mg (1.19 mmol, 5.00 Aquiv.) N-Ethyldiisopropylamin in 7 ml
absol. Dichlormethan wird unter Argon bei Raumtemp. 170.0 mg (382.0 umol, 1.60 Aquiv.)
des hergestellten Carbonséiurechlorids 128, geldst in 3.23 ml absol. Dichlormethan, auf einmal
hinzugegeben. Die 1.osung wird 18 h geriihrt, danach werden die L.dsungsmittel erst unter
verminderten Druck, anschlieBend i. Hochvak. entfernt. Der Riickstand (730 mg) wird durch
Flashchromatographie an Kieselgel gereinigt (Sdulendimensionen: Linge = 36.0 cm,
Durchmesser = 2.7 cm im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc, 3:1 — 2:1 — 1:1).

Ausbeute: 408 mg (179 umol, 75 %); farbloser Feststoff, [a]5* = — 3.6 (¢ =1.00, CHCly),
Rr=0.28 (‘Hex/EtOAc, 1:1).

400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCl3): [6/ppm] = 7.38 — 7.21 (m, 24H, H,-Ph), 7.20 —
7.09 (m, 6H, Har-Ph), 6.67 (d, 1H, *Jxume = 9.5 Hz, NH-GIeNY), 5.77 (d, 1H, *Jnym2 = 7.1 Hz,
NH-GIeN™), 5.52 (dd, 1H, *Jusmz=10.6 Hz, *Jusus = 8.9 Hz, H3-GleN™), 5.12 (d, 1H,
Juimo=8.3 Hz, H1-GIeN™, 507 — 499 (m, 1H, HL, {504}). 490 (dd, 1H,
s = Juspa = 9.2 Hz, H3-GLeNY, 4.72 (q, 1, “Jaups = Juans = 9.1 Hz, H4-GLeN"),
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[6-0-[4-(diphenylphosphoryl)-3-0-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl )-6-0-benzyl-2-desoxy-2-
((R)-3-(dodecanoyl)oxytetradecanoylamino)-p-D-glucopyranosyl]-3-0-((R)-3-benzyl oxy-
tetradecanoyl)-2-desoxy-2-((R)-3-benzyloxytetradecanoylamino)-p-D-glucopyranosyl |-12-

OBn

hydroxy-4,7,10-trioxadodecansiure (136) (PhO)zPOiévA/ {\I

(B-6-(B-4-((PhO),PO)-3-((R)-3-(BnO)tetradeca-
noyl)-6-Bn-GleNH-((R)-3-(dodecanoyloxy)tetradeca- CWL)H:EO C”HB C”?‘”’of
noyl))-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-GlcNH-((R)-3-

CiqHzs CiiHza
(BnO)tetradecanoyl)-O-Spa-CO,H)

454 mg (199.0 pmol) B-6-(B-4-((Ph0),PO)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-6-Bn-GlcNH-((R)-
3-(dodecanoyloxy)-tetradecanoyl ))-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-GlcNH-((R)-3-(BnO)tetra-
decanoyl)-O-Spa-'Bu (135) und 46.3 mg Triethylsilan (398.2 pmol, 2.00 Aquiv.) werden mit
16 ml Ameisensiure versetzt und 9 h bei Raumtemp. gerithrt. Dabei wird der
Reaktionsverlauf mittels Diinnschichtchromatographie iiberpriift. Im Anschluss wird mit
50 ml Toluol verdiinnt. Die Ameisensiure sowie das Toluol werden i. Hochvak. entfernt, der
Riickstand (0.460 g) wird dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert und durch
Flashchromatographie an Kieselgel (Siulendimensionen: Linge = 30.0 cm, Durchmesser =
2.0 ¢cm im Laufmittelgemisch “Hex/EtOAc, 2:1 — 1:1 — 1:2 + 0.5 % AcOH) gereinigt.
Ausbeute: 390 mg (175.3 umol, 88 %); farbloses, hochviskoses Ol, [x]3* = — 4.6 (¢ = 1.00,
CHCl3), Rr=0.10 ("Hex/EtOAc, 1:2 + 0.5 % AcOH).

400 MHz-"H-NMR ['H-"H-COSY] (CDCL): [d/ppm] = 7.38 — 7.21 (m, 24H, Hx,-Ph), 7.21 —
7.08 (m, 6H, Ha-Ph), 6.74 (d, 1H, *Jymm = 9.4 Hz, NH-GIcNY), 5.99 — 5.88 (m, 1H,
NH-GleN" {5.94}), 5.50 (dd, 1H, *Jiz o = 10.8 Hz, *Jus s = 9.2 Hz, H3-GleN™), 5.06 (d, 1H,
Juima=8.2Hz, H1-GleN™), 504 — 500 (m, 1H, HYL, {5.03}). 497 (dd, 1H,
s Juzm = 9.5 Hz, H3-GleNY, 4.74 (q, 1H, *Jiuns = Jmns = 9.2 Hz, H4-GleN'™),
4.59 — 4.36 (m, 9H, CH,-Bn {4.55}, H1-GlcN' {4.48}, CH>-Bn {4.46}, Bn-CH,-O {4.42},
CH,-Bn {3.38}), 4.14 — 4.00 (m, 2H, H2-GIcN' {4.07}, H6,-GleN' {4.06}), 3.93 — 3.82 (m,
2H, H;_H {3.90}, H;_I {3.87}), 3.82 — 3.51 (m, 18H, H6,-GlcN' {3.80}, H3-Spa {3.78},

CHy-Spa {3.76}, HY, {3.73}, CH»Spa {3.72}), H5-GIcN" {3.71}, CH,-Spa {3.67},
H6,-GIcN" {3.63}, CHx-Spa {3.59}, H4-GIcN' {3.58}, H6,-GleN" {3.58), CH,-Spa {3.54)),
3.51 — 3.39 (m, 411, H2-GIcN" {3.46}, H5-GIeN' {3.45}, CIH,-Spa {3.45}), 2.66 (dd, 111,
3Jipars = 6.8 Hz, 2oy = 15.5 Hz, Hy_ ), 2.59 — 2.53 (m, 2H, H2-Spa {2.56}), 2.52 - 2.18
(m, 8H, H}, | {2.49), H), | {2.44}, H} | (2.40}, H}, | {2.38), H}, , {2.29}, CHIL_;; (229},

HAL_; {2.23D), 2.14 — 2.10 (m, 1H, HIL_;; {2.121), 1.69 — 1.42 (m, 10H, HY,_,; {1.57}, HY_;
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5.10.2 Die Synthesen der (Glyco-)Peptide mit einer
Partialsequenz aus dem MUC1

5.10.2.1 Die Synthese von glycosylierten Heptadecapeptiden

9-Amino-4,7-dioxa-nonanylamido- N-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histid yl-gl y-
cyl-L-valyl-L-threonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyra-
nosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-
prolin (138)
(HoN-(CHCH20)2(CH, ), CONH-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser(a-Gal Ac:NAc)- Ala-
Pro- Asp-Thr-Arg-Pro- Ala-Pro-OH) V\D,\,OVYHJ’L&_/}&,LE;’,I/%GI{{ JLJYQQ\:J:ZQ;*@*J\EQ,&
Ausgehend von 136 mg (0.10 mmol der Startaminosiure) des mit 2-CT-Pro versehenen
Polystyrol-Harzes 137 (Beladung: 0.74 mmol/g) wird das Peptid nach dem allgemeinen
Protokoll der automatisierten Festphasensynthese (vgl. Seite 303) aufgebaut. Die Kupplung
der glycosylierten Aminosiure 17 erfolgt halbautomatisch im Reaktor des Peptidsynthesizers.
Hierbei wird das deblockierte Harz mit einer L.osung aus 105.0 mg (0.160 mmol, 1.60 Aquiv.)
Fmoc-Ser(a-GalAc:NAc)-OH (17), 67.0 mg (0.176 mmol, 1.76 Aquiv.) HATU, 24.0 mg
(0.176 mmol, 1.76 Aquiv.) HOAt und 36.0 mg (0.356 mmol, 3.56 Aquiv.) NMM in 2 ml
NMP versetzt und 8 h geschiittelt (30 sec. Vortex, 30 sec. Stillstand). Danach wird abfiltriert
und mit NMP sowie Dichlormethan gewaschen. Nicht umgesetzte freie Aminogruppen
werden mit Capping-Reagenz blockiert, die Fmoc¢-Schutzgruppe durch Piperidin abgespalten,
mit NMP und Dichlormethan gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet. Die weiteren
acht Aminosiuren werden nach dem Standardprotokoll gekuppelt. Die Anbindung des
Diethylenglycolspacers erfolgt wieder halbautomatisch im Reaktor des Peptidsynthesizers mit
einer Losung aus 120.0 mg (0.300 mmol, 3.00 Aquiv.) FmoeNH-Dispa-CO,H (63), 126.0 mg
(0.331 mmol, 3.31 Aquiv.) HATU, 47.0 mg (0.345 mmol, 3.45 Aquiv.) HOAL, 66.0 mg
(0.652 mmol, 6.52 Aquiv.) NMM in 2 ml NMP. Die Losung wird 16 h geschiittelt (30 sec.
Vortex, 30 sec. Stillstand) und im letzten Teilschritt wird das Amin von der
Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin deblockiert, mit NMP und Dichlormethan gewaschen und
im Stickstoffstrom getrocknet. Das polymergebundene Peptid wird in eine 6 ml Spritze mit
Spritzenfilter tiberfithrt und i. Hochvak. getrocknet. Es werden 332 mg eines Peptidpolymer-
Adduktes (A = 196 mg Rohpeptid) erhalten. Zur Abspaltung des Peptids vom polymeren

Triger wird das Harz in einen Festphasenreaktor (6 ml Spritze mit Spritzenfilter) nach
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Merrifield tiberfiihrt und 1 h in 6 ml einer Mischung aus 15 ml Trifluoressigsidure, 0.9 ml
Triisopropylsilan und 0.9 ml destilliertem Wasser geschiittelt. Das Produkt wird vom Harz
abgetrennt, wonach das Harz dreimal mit jeweils weiteren 4 ml der genannten Mischung
gespiilt wird. Die vereinigten Filtrate werden mit Toluol versetzt und i. Vak. bzw. i. Hochvak.
von Reagenzien und Losungsmitteln befreit. Der gelbe Riickstand (172 mg) wird dreimal mit
50 ml Toluol kodestilliert. Die Reinigung des rohen Peptids erfolgt mittels préparativer RP-
HPLC. R; = 12.57 min (Gerit 1, Siule: Luna-1, Gradient: Ana-5), Ry = 25.72 min (Geriit 2,
Séule: Luna-2, Gradient: Semiprip-1).

Ausbeute: 83 mg (0.039 mmol, 39 %); farbloses Lyophilisat, [x]3®= — 81.8 (¢ =1.00,
MeOH).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 711.07 ((M+3H]*", ber.: 711.02).

HR-ESI-MS (positiv): fm/z] = 1065.5182 ([M+2H]*, ber.: 1065.5217).

ConH144N24 034 (2130.27)

9-Amino-4,7-dioxa-nonanylamido-N-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histid yl-gly-
cyl-L-valyl-L-threonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-alanyl-
L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolin (140)
(HoN-(CH»CH20),(CH, ), CONH-Ala-Pro-Pro- Ala-His-Gly- Val-Thr-Ser(a-GalNHAc)- Ala-
Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-OH) ”“V*o'\'w\r“vigj’**%‘“"ﬁrif;’ﬁri:g:fukgqujxg*&&qr

el
5
i HH# i
o
Ho"GH

38 mg (0.018 mmol) des glycosylierten Heptadecapeptids 138 werden in 35 ml Methanol

HM
Hiim.
MH,

gelost und unter kontinuierlicher Kontrolle des pH-Werts mit einer frisch hergestellten
1%igen methanolischen Natriummethanolat-1.osung tropfenweise versetzt. Die Losung wird
16 h bei ecinem pH-Wert von 9.5 gerithrt und der Reaktionsfortschritt wird iiber die
analytische RP-HPLC verfolgt. Durch weitere Zugabe methanolischer Natriummethanolat-
Losung wird der pH-Wert bis zum vollstindigen Umsatz nachreguliert. Anschlieffend
neutralisiert man die Reaktionsmischung durch Zugabe konz. Essigsdure und entfernt die
Essigsdure und die Losungsmittel i. Vakuum. Der gelbe Riickstand (78 mg) wird dreimal mit
50 ml Toluol kodestilliert. Die Reinigung des rohen Peptids erfolgt mittels préparativer RP-
HPLC. R; = 21.87 min (Gerit 3, Siule: A-1, Gradient: A-1), R, = 26.85 min (Geriit 3, Siule:
SP-1, Gradient: SP-1).

Ausbeute: 27 mg (13.0 umol, 76 %); farbloses Lyophilisat.

400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (DMSO-ds): [6/ppm] = 8.96 (s, 1H, Haoa-His), 8.32 —
8.22 (m, 2H, NH-Gly {8.25}, NH-His {8.24}), 8.18 (d, 1H, *Jiane = 6.7 Hz, NH-Ala,), 8.15
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1-(9-Amino-4,7-dioxa-nonanylamido-N-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histid yl-
glycyl-L-valyl-L-threonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-
alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolin)-2-ethoxy-
cyclobuten-3,4-dion (211)
(EtO-Squarat-HN-(CH,CH,0),(CH,),CONH- Ala-Pro-Pro- Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser(a-

GalNHAc)-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-OH)
)i[c’\/\o'\/“\/w \)LN_)LH—)‘NJ\EN\)L

H HN-(

N

Zu einer Losung von 47 mg (23.45 pmol) des glycosylierten Heptadecapept1ds 140 in 8 ml
Ethanol/Wasser (1:1) werden iiber eine 10 pl Hamilton-Spritze 7.7 mg (45.0 umol, 1.92
Aquiv.) 3,4-Diethoxy-3-cyclobuten-1,2-dion hinzugegeben. AnschlieBend wird eine gesittigte
Natriumearbonat-1.sg. mit einer 25 ul Hamilton-Spritze zugetropft, bis sich ein pH-Wert von
8.5 exakt einstellt. Der Reaktionsfortschritt wird tiber die analytische RP-HPLC verfolgt und
die Reaktion nach 100 min durch Zugabe von 100 ul konz. Essigsdure abgebrochen. Es wird
mit 50 ml Toluol verdiinnt, die Essigsiure und die Losungsmittel i. Vak. evaporiert und
jeweils dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert. Die Reinigung des rohen Peptids (82 mg)
erfolgt mittels préiparativer RP-HPL.C. R; =33.23 min (Gerit 3, Sédule: A-1, Gradient: A-1), R,
=33.25 min (Gerit 3, Siule: SP-1, Gradient: SP-1).

Ausbeute: 40 mg (19.0 umol, 80 %); farbloses Lyophilisat, [a]}’ = —87.5 (¢ = 1.00, MeOH).
600 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY, HMBC, TOCSY] (DMSO-dy): [o/jppm] = 8.96 (s, 1H,
H,a-His), 8.83 (t, 0.5H, B’J'I\m,Hg_Spﬁl = 6.1 Hz, NH-Spa), 8.67 (t, 0.5H, ?’JNH,Hg_Spa =6.1 Hz, NH-
Spa), 8.32 — 8.22 (m, 2H, NH-His {8.28}, NH-Gly {8.26}), 8.20 (d, 1H, */xp ane = 7.1 Hz,
NH-Alas), 8.15 (d, 1H, *Jaane = 7.3 Hz, NH-Alay), 8.12 — 8.06 (m, 3H, NH-Ala, {8.10},
NH-Asp {8.10}, NH-Ala; {8.09}), 8.05 (d, 1H, */xpvale = 8.7 Hz, NH-Val), 8.02 — 7.95 (m,
2H, NH-Arg {8.02}, NI-Thr, {8.00}), 7.91 (d, 1II, */Npsera = 7.9 Hz, NH-Ser), 7.52 (sp, 111,
NH-Gua), 7.39 (s, 1H, Hua-His), 7.34 (d, 1H, */xqitne =8.3 Hz, Thry), 7.27 (d, 1H,
*Inmme = 9.0 Hz, NH-GalN), 4.64 (p, 2H, *Jemcns = 6.9 Hz, CH,-Squa), 4.60 — 4.41 (m, 9H,
H1-GaIN {4.59}, His" {4.57}, Asp” {4.56}, Alaz" {4.55}, Pro;” {4.55}, Ala," {4.51}, Arg"”
{4.50}, Ser” {4.49}, Alas” {4.47}), 4.36 — 4.26 (m, 5H, Thr," {4.33}, Pro,” {4.32}, Val”
{432}, Pros™ {4.31}, Proy" {4.24}), 423 — 4.18 (m, 2H, Pro,* {4.21}, Thr,* {4.21}), 4.17 —
411 (m, 1H, Alay* {4.16}), 4.05 (td, 1H, *Juous = “Jaanu = 10.0 Hz, *Jypm = 3.4 Hz, H2-
GalN), 4.00 — 3.82 (m, 31, Thr," {3.98}, Thr,® {3.94}, Gly* {3.90}), 3.80 — 3.27 (m, 2811,
Gly*™ {3.74}, Proga345° {3.73 — 3.32}. H4-GalN {3.71}, Ser™ {3.63}, H9,-Spa {3.62}, H3-
GalN {3.57}, H3-Spa {3.57}, H5-GalN {3.55}, H6,-GalN {3.52}, H5-Spa {3.50}, H6-Spa
{3.50}, H6p-GalN {3.45}, H8-Spa {3.45}, 119,-Spa {3.43}), 3.14 — 3.03 (m, 311, His™ {3.12},
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9-Amino-4,7-dioxa-nonanylamido-N-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histid yl-gl y-
cyl-L-valyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl
-0-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-
prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolin (139)
(HgN—(CHgCHgO)g(CHg)gCONH—Ala—Pro—Pro—Ala—His—Gly—Val—Ehr(a—Gal—AcaNAC)—Ser(a—

i e

GalAc:NAc)-Ala-Pro-Asp-Thr- Arg-Pro-Ala-Pro-OH) “"E"'j .
H i i o ON n\j\,\, n\iN HJN LK GN n\;)ctr.t-j‘w g
A PP A
o c(r—w © HN%N

Ausgehend von 130 mg (0.10 mmol der Startaminosiure) des mit 2-CT-Pro versehenen
Polystyrol-Harzes 137 (Beladung: 0.77 mmol/g) wird das Peptid nach dem allgemeinen
Protokoll der automatisierten Festphasensynthese (vgl. Seite 303) aufgebaut. Die Kupplung
der glycosylierten Aminosiuren 17 und 14 erfolgt halbautomatisch im Reaktor des
Peptidsynthesizers. Hierbei wird das deblockierte Harz mit einer Losung aus 131.0 mg (0.200
mmol, 2.00 Aquiv.) Fmoc-Ser(a-GalAc,NAc)-OH (17), 96.0 mg (0.252 mmol, 2.52 Aquiv.)
HATU, 36.0 mg (0.264 mmol, 2.64 Aquiv.) HOAt und 51.0 mg (0.504 mmol, 5.04 Aquiv.)
NMM in 2 ml NMP versetzt und 8 h geschiittelt (30 sec. Vortex, 30 sec. Stillstand). Danach
wird abfiltriert und mit NMP sowie Dichlormethan gewaschen. Nicht umgesetzte freie
Aminogruppen werden mit Capping-Reagenz blockiert, die Fmoc-Schutzgruppen durch
Piperidin abgespalten, mit NMP und Dichlormethan gewaschen und im Stickstoffstrom
getrocknet. Direkt im Anschluss erfolgt die Kupplung mit 234.0 mg (0.349 mmol, 3.49
Aquiv.) Fmoc-Thr(a-GalAc,NAc)-OH (14), 168.0 mg (0.442 mmol, 4.42 Aquiv.) HATU,
63.0 mg (0.463 mmol, 4.63 Aquiv.) HOAt, 90.0 mg (0.889 mmol, 8.89 Aquiv.) NMM in
2.0ml NMP und unter 12 h Vortex (30 sec. Vortex, 30 sec. Stillstand). Fiir die darauf
folgenden Aminosiuren L-Valin und Glycin wird eine Doppelkupplung durchgefiihrt. Die
restlichen fiinf Aminosiuren werden nach dem Standardprotokoll gekuppelt. Die Anbindung
des Diethylenglycolspacers erfolgt in einer Doppelkupplung halbautomatisch im Reaktor des
Peptidsynthesizers mit einer Losung bestehend aus 240.0 mg (0.600 mmol, 6.00 Aquiv.)
FmocNH-Dispa-CO,H (63), 288.0 mg (0.757 mmol, 7.57 Aquiv.) HATU, 108.0 mg
(0.793 mmol, 7.93 Aquiv.) HOAt, 152.0 mg (1.502 mmol, 15.02 Aquiv.) NMM in 2 ml NMP
und 8 h Vortex (30 sec. Vortex, 30 sec. Stillstand). Danach wird mit NMP sowie
Dichlormethan gewaschen, im Stickstoffstrom getrocknet und abermals mit 120.0 mg (0.300
mmol, 3.00 Aquiv.) FmocNH-Dispa-CO,H (63), 144.0 mg (0.379 mmol, 3.79 Aquiv.)
HATU, 54.0 mg (0.397 mmol, 3.97 Aquiv.) HOALt, 76.0 mg (0.751 mmol, 7.51 Aquiv.) NMM
in 2 ml NMP und 8 h gekuppelt. Im letzten Teilschritt wird die Fmoe-Schutzgruppe mit
Piperidin abgespalten, mit NMP und Dichlormethan gewaschen und im Stickstoffstrom
getrocknet. Das polymergebundene Peptid wird in eine 6 ml Spritze mit Spritzenfilter

tiberfiithrt und i. Hochvak. getrocknet. Es werden 351 mg eines Peptidpolymer-Adduktes (A =
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221 mg Rohpeptid) erhalten. Zur Abspaltung des Peptids vom polymeren Triger wird das
Harz in einen Festphasenreaktor (6 ml Spritze mit Spritzenfilter) nach Merrifield iiberfiihrt
und 1 h in 6 ml einer Mischung aus 15 ml Trifluoressigsiure, 0.9 ml Triisopropylsilan und 0.9
ml destilliertem Wasser geschiittelt. Das Produkt wird vom Harz abgetrennt, wobei das Harz
dreimal mit jeweils weiteren 4 ml der genannten Mischung gespiilt wird. Die vereinigien
Filtrate werden mit Toluol versetzt und i. Vak. bzw. i. Hochvak. von Reagenzien und
Losungsmitteln befreit. Der gelbe Riickstand (301 mg) wird dreimal mit 50 ml Toluol
kodestilliert. Die Reinigung des Peptids erfolgt mittels priparativer RP-HPL.C. R; = 22.95 min
und 25.32 min (Geriit 1, Sdule: Luna-1, Gradient: Ana-6), R, = 50.53 min und 53.81 min
(Gerit 2, Sdule: Luna-2, Gradient: Semiprip-2).

Ausbeute: 80 mg (33.0 umol, 33 %); farbloses Lyophilisat.

ESI-MS (positiv): fm/z] = 820.89 (IM+3H]*", ber.: 820.86).

Cio6H163N 25042 (2459.57)

9-Amino-4,7-dioxa-nonanylamido-N-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-gly-
cyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-O-(2-acetamido-
2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-
arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolin (141)
(HgN—(CHgCHgO)g(CHg)gCONH—Ala—Pro—Pro—Ala—His—Gly—Val—Thr(a—GalNAc)—Ser(a—

GalNAc)-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro- Ala-Pro-OH)
H,NMO\/YN\)L O)‘- _)L,, 'lx)L,.ﬁr”\)L,.I(”JKNJT%NJN%N\)L J—N’L(Qrm

“ﬁg
48 mg (0.020 mmol) des glycosylierten Heptadecapeptids 139 werdHerT in 35 ml Methanol
unter Kontrolle des pH-Werts mit einer frisch hergestellten 1%igen methanolischen
Natriummethanolat-Losung tropfenweise versetzt. Die Losung wird 18 h bei pH 10.0 geriihrt
und der Reaktionsfortschritt iiber die analytische RP-HPLC verfolgt. Durch weitere Zugabe
methanolischer Natriummethanolat-Losung wird der pH-Wert bis zum vollstindigen Umsatz
nachreguliert. Anschliefend neutralisiert man die Reaktionsmischung durch Zugabe konz.
Essigsiure, entfernt Essigsiure und die Losungsmittel i. Vak. und kodestilliert dreimal mit
50 ml Toluol. Ry = 21.25 min (Geriit 3, Sdule: A-1, Gradient: A-1).
Rohausbeute: 52.0 mg (max. 43.0 mg, quant.); farbloses Lyophilisat.
ESI-MS (positiv): fm/z] = 1126.55 ((M+2Na]**, ber.: 1126.53).
Co4H151N25046 (2207.35)
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1-(9-Amino-4,7-dioxa-nonanylamido-N-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histid yl-
glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl }-L-threonyl-O-(2-acet-
amido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-
L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolin)-2-ethoxy-cyclobuten-3,4-dion (212)

(EtO-Squarat- HN-(CH,CH»0),(CH,)»CONH-Ala-Pro-Pro- Ala-His-Gly-Val-Thr({a-GalN Ac)-

OH

Ser(a-GalNAc)-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-OH) k&j

E'OJTQ"“’"‘”‘”Y \iNJL,..JL ‘; Y A Ir \AJXOWJQ([ L1, JLJIOYO

o

o M

Zu einer Losung von 43 mg (19.48 pmol) des glycosylierten Heptadecapepuds 141 in 8 ml
Ethanol/Wasser (1:1) werden iiber eine 10 pl Hamilton-Spritze 6.4 mg (37.4 umol, 1.92
Aquiv.) 3,4-Diethoxy-3-cyclobuten-1,2-dion hinzugegeben. AnschlieBend wird eine gesittigte
Natriumearbonat-1.sg. mit einer 25 ul Hamilton-Spritze zugetropft, bis sich ein pH-Wert von
8.5 einstellt. Der Reaktionsfortschritt wird durch die analytische RP-HPLC verfolgt und die
Reaktion nach 100 min durch Zugabe von 100 ul konz. Essigsidure abgebrochen. Es wird mit
50 ml Toluol verdiinnt, die Essigséiure und die Losungsmittel i. Vak. evaporiert und jeweils
dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert. Die Reinigung des Peptids (107 mg) erfolgt mittels
praparativer RP-HPLC. R; = 34.57 min (Gerit 3, Saule: A-1, Gradient: A-1), R, = 41.93 min
(Gerit 3, Siule: SP-1, Gradient: SP-1).

Ausbeute: 28 mg (12.0 pmol, 62 %); farbloses Lyophilisat, [a]3° =—35.4 (¢ = 1.00, MeOH).
600 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY, HMBC] (DMSO-d;): [d/ppm] = 8.96 (s, 1H, Haa-His),
8.83 (t, 0.5H, SJNH,HQ_SPE = 6.1 Hz, NH-Spa), 8.67 (t, 0.5H, ?’JNH,Hg_Spa = 6.1 Hz, NH-Spa), 8.51
(d, 1H, *Jnpsera = 9.1 Hz, NH-Ser), 8.40 (d, 1H, *Jnpane = 7.4 Hz, NH-Alay), 8.34 — 8.20 (m,
2H, NH-His {8.28}, NH-Gly {8.25}), 8.15 (d, 1H, */xpaue = 7.3 Hz, NH-Alay), 8.11 (d, 1H,
SJNH,Aspa: 7.7 Hz, NH-Asp), 8.10 — 8.03 (m, 3H, NH-Ala; 5 {8.10}, NH-Val {8.07}), 8.03 —
7.94 (m, 2H, NH-Arg {8.01}, NH-Thr; {8.00}), 7.60 — 7.47 (m, 2H, NH-GaIN™ {7.57},
NH-Gua {7.53}), 7.39 (s, 1H, Hya-His), 7.35 (d, 1H, *Jxp1ie = 8.4 Hz, Thry), 7.07 (d, 11,
*Inmme = 9.5 Hz, NH-GaIN®), 4.64 (p, 2H, *Jemcens = 7.1 Hz, CHy-Squa), 4.60 — 4.41 (m,
11H, Ser;" {4.61}, His" {4.58}, Asp” {4.57}, Thr," {4.56}, Alaz" {4.55}, Pro;" {4.53}, Ala;"
{452}, Arg® {450}, Val® {447}, Ala® {4.46}, HI-GaIN>" {4.43}), 439 (d, 1H,
S = 3.2 Hz, H1-GaIN™), 4,37 — 4.25 (m, 3H, Pros” {4.33}, Prog 2" {4.30}), 424 - 4.18
(m, 2H, Pro,* {4.23}, Thr," {4.20}), 4.17 —4.08 (m, 3H, H2-GaIN™ {4.16}, Ala," {4.15},
Thra {4.12}), 4.00 (td, 1H, *Jroms = *Juonn = 10.6 Hz, *Jyo = 2.4 Hz, H2-GalN®), 3.96 —
3.83 (m, 3H, Thr,® {3.95}, Gly™ {3.89}, Ser™ {3.88}), 3.80 — 3.27 (m, 31H, Gly™ {3.75},
H4-GalN**"™ {371}, Progaaas’ {3.70-3.42}, H3-GaIN®" {3.64}, H9,-Spa {3.62},
H5-GaIN" {3.62}, H3-GaIN™ {358}, H3-Spa {3.57}, H6,-GaIN®" {3.52}, H6,-GaIN™
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3 atsp.aiace= 6.4 Hz, Alag), 1.18 (m, 6H, Alaps® {1.18}), 1.16 — 1.11 (m, 6H, Ala,” {1.15},
Thrs" {1.15}), 1.02 (d, 3H, *Jrpeyng = 6.3 Hz, Thry"), 0.99 (d, 3H, *Jrney i = 6.3 Hz, Thr%),
0.90 (d, 3H, *Jvayavas = 6.5 Hz, Val™), 0.84 (d, 3H, *Fvayp.vap = 6.6 Hz, Val™).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 1425.14 ((M+2H]*", ber.: 1425.16).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1424.6522 ((M+2H]*, ber.: 1424.6545).

Cra0H 156N 30050 (2848.93)

9-Amino-4,7-dioxa-nonanylamido-N-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-pro-
lyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-
threonyl-0-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-
aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-serin (146)
(HoN-(CH,CH20)(CH, ), CONH-Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(a-GalN Ac)-
Ser(a—GalNAc)—Ala—Pro—Asp—Thr—Arg—Pro—Ala—Pro—Gly—SelH'—(D?H)

HO.

AoHN
i o a b [.;D
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40 mg (14.0 umol) des glycosylierten Docosapeptids 143 werden in 40 mriHi Methanol unter
Kontrolle des pH-Wertes mit (pH =10) einer frisch hergestellten 1%igen methanolischen
Natriummethanolat-Lésung tropfenweise versetzt. Die Losung wird 18 h bei einem pH-Wert
von 10.0 geriihrt und der Reaktionsfortschritt iiber die analytische RP-HPL.C verfolgt. Durch
Zugabe methanolischer Natriummethanolat-1.6sung wird der pH-Wert bis zum vollstindigen
Umesatz nachreguliert. AnschlieBend neutralisiert man die Reaktionsmischung durch Zugabe
konz. Essigsiure, entfernt Essigsdure und die Losungsmittel i. Vak. und kodestilliert dreimal
mit 50 ml Toluol. Ry = 18.77 min (Gerit 3, Siule: A-1, Gradient: A-1).

Rohausbeute: 54 mg (max. 37 mg, quant.), farbloses Lyophilisat.

ESI-MS (positiv): [m/z] =1310.14 ([M+H+Na]2+, ber.: 1310.12).

CiosH174N30044 (2596.71)
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ESI-MS (positiv): fm/z] = 1361.19 ([M+2H]2+, ber.: 1361.14).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1360.6339 ([M+2H]2+, ber.: 1360.6309).
Ci14H178N30047 (2720.81)

9-Amino-4,7-dioxa-nonanylamido-NV-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-
prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-0-(2-acetamid o-3,4-di-O-acetyl-2-
desoxy-6-0-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-
galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat ]-a-D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-
aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-serin (144)
(H,N-(CH,CH,0),(CH,),CONH-Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser(a- Ac,-
NeuNAcCOOB-(2-6)-a-GalAc,NAc)-Ala-Pro- Asp-Thr- Arg-Pro- Ala-Pro-Gly-Ser-OH)
«M«wﬂg\»&awﬁr{%ﬂwﬁr;&%m

le?w c =
o M
Ohc N
e
MHAG
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Ausgehend von 128 mg (0.10 mmol der Startaminosiure) des mit f%)'hi“—MSer(tBu) versehenen
Polystyrol-Harzes 142 (Beladung: 0.78 mmol/g) wird das Peptid nach dem allgemeinen
Protokoll der Festphasensynthese (vgl. Seite 303) aufgebaut. Dabei erfolgt fiir die erste
Aminosiure Glycin eine Doppelkupplung. Die Kupplung der glycosylierten Aminosiure 31
erfolgt halbautomatisch im Reaktor des Peptidsynthesizers. Hierbei wird das deblockierte
Harz mit einer Losung aus 186.0 mg (0.160 mmol, 1.60 Aquiv.) Fmoc-Ser(a-
AcyNeuNAcCOOBn-(2-6)-a-GalAcoNAc)-OH (31), 67.0 mg (0.176 mmol, 1.76 Aquiv.)
HATU, 25.0 mg (0.184 mmol, 1.84 Aquiv.) HOAt, 36.0 mg (0.356 mmol, 3.56 Aquiv.) NMM
in 2 ml NMP versetzt und 16 h geschiittelt (30 sec. Vortex, 30 sec. Stillstand). Fiir die darauf
folgenden Aminosiuren L-Threonin und L-Valin wird eine Doppelkupplung durchgefiihrt. Die
restlichen zehn Aminosiuren werden nach dem Standardprotokoll gekuppelt. Die Anbindung
des Diethylenglycolspacers erfolgt halbautomatisch im Reaktor des Peptidsynthesizers mit
einer Losung von 160.0 mg (0.400 mmol, 4.00 Aquiv.) FmocNH-Dispa-CO,H (63), 167.0 mg
(0.439 mmol, 4.39 Aquiv.) HATU, 62.0 mg (0.456 mmol, 4.56 Aquiv.) HOAt, 89.0 mg
(0.880 mmol, 8.80 Aquiv.) NMM in 2 ml NMP und 16 h Vortex (30 sec. Vortex, 30 sec.
Stillstand). SchlieBlich wird die Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin abgespalten, mit NMP und
Dichlormethan gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet. Das polymergebundene Peptid
wird in eine 6 ml Spritze mit Spritzenfilter iiberfithrt und i. Hochvak. getrocknet. Es werden
327 mg eines Peptidpolymer-Adduktes (A = 199 mg Rohpeptid) erhalten. Zur Abspaltung des
Peptids wird das Harz im Festphasenreaktor (6 ml Spritze mit Spritzenfilter) in 6 ml einer

Mischung aus 15 ml Trifluoressigsdure, 0.9 ml Triisopropylsilan und 0.9 ml destilliertem
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150.9 MHz->C-NMR [BB, HMQC, HMBC] (DMSO-dy): [s/ppm] = 172.45, 171.95, 171.84,
171.69, 171.14, 170.95, 170.66, 170.53, 170.39, 170.26, 170.11, 169.93, 169.90, 169.83,
169.72, 169.57, 169.43, 169.39, 169.39, 169.28, 169.28, 169.01, 168.86, 168.79, 166.69,
158.45, 158.25, 158.04, 157.84, 156.74 (C=0, C1-Sia), 135.06, 133.86, 133.85 (Cipo-Ph,
C2-Imidazol C5-Imidazol), 128.57, 128.48, 127.93 (Comp-Ph), 117.21 (C4-Imidazol), 98.14
(C2-Sia), 97.71 (C1-GaIN), 72.29 (C6-Sia), 69.99, 69.79 (C5-Spa, C6-Spa, C8-Spa), 69.43
(C4-Sia), 68.37 (C3-GalN), 67.82 (CH>-Bn), 67.66 (C8-Sia), 67.23 (Thr,®), 67.19 (Thrs,

C5-GalN), 67.10 (Serb ), 67.07 (C4-GaIN, C7-Sia), 67.05 (C3-Spa), 66.74 (Thr,"), 62.88
(C6-GalN), 62.38 (C9-Sia), 62.10 (Ser;"), 61.89 (Sers”), 60.10 (Pros®), 59.50 (Pros%), 59.30
(Pro,”), 5833 (Thry2), 58.20 (Pro,®), 58.15 (Thry®), 58.06 (Val®), 57.97 (Pro,%), 55.14
(Ser;"), 55.08 (Ser,®), 52.54 (Ser¥y), 51.86 (His®), 50.51 (Arg"), 49.74 (Asp®), 48.77 (Alas™,
48.02 (C5-Sia), 47.13, 47.08, 47.05, 47.03 (Progzsas’). 46.89 (C2-GalN, Alas®), 46.76
(Alar™), 46.71 (Alay™), 42.29, 42.28, 42.27 (Gly.23"). 40.99 (Arg®), 38.99 (C9-Spa), 38.09
(C3-Sia), 36.20 (C2-Spa), 36.16 (Asp®), 31.02 (Val®), 29.49, 29.37, 29.20 (Pro 255"). 28.73
(Argh), 28.13 (Prosf). 27.68 (HisP), 24.98 (Progasas’). 24.91 (Argh), 23.14, 23.12, 23.05,
21.13, 21.06, 21.02, 21.02 (7 x CHi-Ac), 20.08 (Thrp37"), 20.04 (Thry"), 19.64 (Val™), 18.41
(Val™), 17.28, 17.25, 16.85, 16.49 (Alag 234"

ESI-MS (positiv): [m/7f = 1009.82 (IM+3H]*, ber.: 1009.79).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1513.6881 (IM+2H]*, ber.: 1513.6861).

C130H196N30053 (3027.12)

9-Amino-4,7-dioxa-nonanylamido-N-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-
L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-6-0-[ benzyl-(5-acet-
amido-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl )-onat |-e-D-galactopyrano-
syl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-
glycyl-L-serin (147)
(HoN-(CH»CH20),(CH;),CONH-Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-Pro-Ala- His-Gly-Val-Thr-Ser(a-Neu-
NACCOOBn—(2—6)—GL—GalNAc)—Ala—Pro—Asp—Thr—Arg—Pro—AlaH—Pro—Gly—SeIH‘;OH) )
R Avi Rt g e o S ) sicas it idas
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35 mg (11.6 umol) des glycosylierten Docosapeptids 144 Werdenccii; 30 ml einer wissrigen
Natriumhydroxid-Losung mit einem pH-Wert von 11.5 gelost. Durch tropfenweise Zugabe
einer wissrigen Losung des pH-Wertes 13 reguliert man den pH-Wert nach und bringt ihn auf
11.5. Der Reaktionsfortschritt wird durch analytische RP-HPLC verfolgt. Durch Zugabe
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wissriger Natriumhydroxid-Losung wird der pH-Wert bis zum vollstindigen Umsatz
nachreguliert. Anschliefend neutralisiert man die Reaktionsmischung durch Zugabe konz.
Essigsiure, entfernt Essigsiure und die Losungsmittel i. Vak. und kodestilliert dreimal mit
50 ml Toluol. Die Reinigung des Peptids (100 mg) erfolgt mittels praparativer RP-HPLC. R,
= 18.35 min (Gerit 3, Sdule: A-1, Gradient: A-1), Ry = 26.50 min (Geriit 3, Siule: SP-1,
Gradient: SP-1).

Ausbeute: 27 mg (10.0 umol, 87 %); farbloses Lyophilisat.

ESI-MS (positiv): [m/z] = 1343.17 ((M+2H]**, ber.: 1343.40).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1342.6284 ((M+2H]*, ber.: 1342.6309).

Ci11H178N30047 (2684.77)

1-(9-Amino-4,7-dioxa-nonanylamido-N-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-
prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-O-(2-acetamid o-3,4-di-O-acetyl-2-
desoxy-6-0-[benzyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyra-
nosyl)-onat|-a-D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-
arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-serin)-2-ethoxy-cyclobuten-3,4-dion (218)
(EtO-Squarat-HN-(CH,CH,0),(CH,),CONH-Gly-Ser-Thr- Ala-Pro-Pro- Ala-His-Gly-Val-
Thr-Ser(a-NeuNAcCOOBn-(2-6)-a-GalNAc)-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly- Ser—
OH) uj;(:«,ow,f\)t G Igut S Lr»«; ﬂrrutcl; i Jﬁr(l,rw\»ﬂ):rﬂw JuNJ\,rQI
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Zu ciner Losung von 28 mg (10.43 umol) des glycosylierten ﬁgigsapeptids 147 in 7 ml
Ethanol/Wasser (1:1) werden iiber eine 10 pl Hamilton-Spritze 3.4 mg (20.02 pmol, 1.92
Aquiv.) 3,4-Diethoxy-3-cyclobuten-1,2-dion zugegeben. AnschliePend wird eine gesittigte
Natriumcarbonat-Lsg. mit einer 25 ul Hamilton-Spritze zugetropft, bis sich ein pH-Wert von
8.5 einstellt. Der Reaktionsfortschritt wird iiber die analytische RP-HPLC verfolgt und die
Reaktion nach 100 min durch Zugabe von 100 ul konz. Essigsiure abgebrochen. Es wird mit
50 ml Toluol verdiinnt, die Essigsiure und die Losungsmittel 1. Vak. evaporiert und dreimal
mit 50 ml Toluol kodestilliert. Die Reinigung des rohen Peptids (66 mg) erfolgt mittels
priparativer RP-HPLC. R; = 21.25 min (Gerit 3, Siule: A-1, Gradient: A-1), R; = 29.83 min
(Gerit 3, Sdule: SP-1, Gradient: SP-1).

Ausbeute: 20 mg (7.1 pmol, 68 %); farbloses Lyophilisat, [a]53* =—71.5 (¢ = 1.00, MeOH).
600 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY, HMBC, TOCSY] (DMSO-d;): [é/ppm] = 8.96 (s, 1H,
Haa-His), 8.83 (t, 0.5H, B’J'NH,Hg_SPEl = 6.1 Hz, NH-Spa), 8.66 (t, 0.5H, ?’JNH,Hg_spa = 6.1 Hz, NH-
Spa), 8.32 — 7.96 (m, 15H, NH-Asp {8.28}, NH-Gly; {8.26}, NH-Sersm {8.18}, NH-Ala 4
{8.17}, NH-Gly3,{8.17}, NH-His {8.10}, NH-Ala, {8.09}, NH-Sia {8.06}, NII-Val {8.06},
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(C9-Sia), 63.37 (C6-GalN), 62.18 (Ser,”), 61.87 (Sers”), 59.90 (Pros™), 59.53 (Pros%), 58.24
(Thraz™), 58.20 (Progs”), 58.19 (Thrs®), 58.07 (Val®), 57.97 (Pro,), 55.16 (Ser;®), 55.10
(Ser,®), 52.67 (C5-Sia), 52.48 (Ser&.y). 51.77 (His%), 40.47 (Arg®, 49.81 (Asp%), 49.49
(C2-GalIN), 48.88 (Alay"), 47.15 (Progasas’), 46.75 (Alas™), 46.72 (Ala,"), 46.68 (Ala"),
43.69 (C9-Spa), 42.30 (Gly,"), 42.27 (Gly,.5%), 40.99 (Arg®), 41.18 (C3-Sia), 36.29 (H2-Spa),
36.01 (Asp®). 31.12 (Val®), 29.52, 29.49, 29.37 (Prog.255). 28.81 (Argh), 28.20 (Pros"), 27.47
(HisP), 24.91 (Arg"), 24.85 (Progas4s7), 23.37, 23.16 (2 x CHi-Ac), 20.20 (Thr,"), 20.04
(Thry"), 20.01 (Thrs"), 19.69 (Val™), 18.44 (Val'™®), 17.37 (Alapsq), 17.27 (Alas’), 16.11
(CHs-Squa).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 1405.18 (IM+2H]*", ber.: 1405.14).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1404.6384 (IM+2H]*, ber.: 1404.6389).

C117H182N30050 (2808.87)

5.10.2.3 Die Synthese von geschiitzten glycosylierten Docosapeptiden

9-Amino-4,7-dioxa-nonanylamido- N-glycyl-O-fert-butyl-L-seryl-O-fert-butyl-L-threonyl-
L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-NV II“—trityl-L-histidyl-glycyl-L-Valyl-O-terl.‘-butyl-L-
threonyl-O-fert-butyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-O-fert-butyl-L-aspartyl-O-fert-butyl-1.-
threonyl-N"-(2,2,5,7,8-pentamethylchroman-6-sulfonyl)-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-
prolyl-glycyl-L-O-fert-butyl-serin (148)
(H,N-(CH2CH20)o(CH, ), CONH-Gly-Ser(‘Bu)-Thr(‘Bu)-Ala-Pro-Pro-Ala-His(Trt)-Gly-Val-
Thr('Bu)-Ser(‘Bu)-Ala-Pro-Asp(‘Bu)-Thr(‘Bu)-Arg(Pmc)-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser(‘Bu)-OH)

B

Ausgehend von 128 mg (0.10 mmol der Startaminosiure) des mit 2-CT-Ser(‘Bu) versehenen
Polystyrol-Harzes 142 (Beladung: 0.78 mmol/g) wird das Peptid nach dem allgemeinen
Protokoll der automatisierten Festphasensynthese (vgl. Seite 303) aufgebaut. Fiir die erste
Aminosiure Glycin erfolgt eine Doppelkupplung. Die Anbindung des Diethylenglycolspacers
63 erfolgt halbautomatisch im Reaktor des Peptidsynthesizers mit einer L.osung bestehend aus
160.0 mg (0.400 mmol, 4.00 Aquiv.) FmocNH-Dispa-CO,H (63), 167.0 mg (0.439 mmol,
4,39 Aquiv.) HATU, 62.0 mg (0.456 mmol, 4.56 Aquiv.) HOAL, 89.0 mg (0.880 mmol, 8.80
Aquiv.) NMM in 2 ml NMP und 16 h Vortex (30 sec. Vortex, 30 sec. Stillstand). Im letzten
Teilschritt wird die Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin  abgespalten, mit NMP und
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61.12 (Seri"), 60.62 (Sers?), 60.56 (Pro.»"), 60.56 (Thrs"), 60.45 (Progza4)"), 60.45 (Val®,
59.17 (Pros™), 59.07 (Thr,"), 58.27 (Thr,"), 54.63 (Sery”), 53.38 (Ser;"), 53.24 (Ser;"), 53.20
(His™), 50.42 (Alay™), 50.17 (Asp®), 47.58 (Alas™), 47.30 (Alag 4", 47.29 (Pr0(1,2,3,4,5)5), 42.92
(Glya.23"), 39.77 (C9-Spa), 36.69 (Aspﬁ), 35.95 (C2-Spa), 32.39 (C3-Pmc), 30.26 (Val®),
28.53 (Pr0(2,3,4,5)5), 28.30, 28.05, 27.85, 27.51, 27.42, 27.27 (7 x CHs-Bu), 27.90 (Pro,",
27.85 (2 x C2a-Pmc), 26.98 (His"), 25.03 (Progi2345,), 23.74 (Arg"), 21.22 (C4-Pmc), 20.01
(Thrs"), 18.72 (Thri"), 18.58 (Val'™), 17.84 (C6a-/C8a-Pme), 17.65 (Thr,"), 17.44 (AlaP),
16.58 (Ala(2,3,4)5), 11.98 (C%9a-Pmc).

Aufgrund der schlechten Spektrenqualitit konnten nicht alle Signale identifiziert werden.
ESI-MS (positiv): [m/z] = 1557.95 ((M+H+Na]**, ber.: 1557.86).

HR-ESI-MS (positiv): [m/7] = 1545.8616 ((M+2H]*, ber.: 1545.8616).

Ci53H235N 250378 (3091.74)

9-Amino-4,7-dioxa-nonanylamido-N-glycyl-O-fert-butyl-L-seryl-O-fert-butyl-L-threonyl-
L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-NIm-trityl-L-histidyl-glycyl-L-Valyl-O-(Z-acetamido-
3,4,6-tri-0O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-0-(2-acetamido-3,4,6-tri-
0O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-O-fert-butyl-L-
aspartyl-O-tert-butyl-L-threonyl-N’-(2,2,5,7 8-pentamethylchroman-6-sulfonyl )-L.-
arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-O-ferf-butyl-serin (149)
(HoN-(CH2CH20)2(CH;),CONH-Gly-Ser(‘Bu)-Thr(‘Bu)- Ala-Pro-Pro-Ala- His(Trt)-Gly- Val-
Thr(a—GalAcaNAc)—Ser(a—GalAc3NAc)—A1a—Pro—Asp(fBu)—Thr(fBu)—Arg(Pmc)—Pro—Ala—Pro—

i
Gly-Ser(‘Bu)-OH) e AJWM ];rN v vy A rr A JYOY 3% BELeEEA

oo & e
Ausgehend von 128 mg (0.10 mmol der Startaminosiure) des mit 2-CT-Ser( ‘Bu) versehenen
Polystyrol-Harzes 142 (Beladung: 0.78 mmol/g) wird das Peptid nach der gleichen Vorschrift
wie fiir Verbindung 143 aufgebaut. Nach der Festphasensynthese werden 405 mg eines
Peptidpolymer-Adduktes (A = 277 mg Rohpeptid) erhalten. Zur Abspaltung des Peptids wird
das Harz in einem Festphasenreaktor (6 ml Spritze mit Spritzenfilter) 1 h in 6 ml einer
Mischung aus Dichlormethan und Hexafluoroisopropanol (HFIP) (4:1) geschiittelt. Das
Produkt wird vom Harz abgetrennt, wobei das Harz dreimal mit weiteren 4 ml der genannten
Mischung gespiilt wird. Die vereinigten Filtrate werden mit Toluol versetzt und i. Vak. bzw. i.
Hochvak. von Reagenzien und Losungsmitteln befreit. Der farblose Riickstand (355 mg) wird

dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert. Die Reinigung des Peptids erfolgt mittels priparativer
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RP-HPLC. R¢= 33.27 min (Gerit 3, Siule: A-1, Gradient: A-2), Ry = 44.38 min (Gerit 3,
Siule: SP-1, Gradient: SP-2).

Ausbeute: 291 mg (0.080 mmol, 80 %); farbloses Lyophilisat, [a]3* = — 5.7 (¢ = 1.00,
CDCly).

ESI-MS (positiv): fm/z] = 1819.41 ((M+2H]*, ber.: 1819.42).

Ci173H258N30053S (3638.13)

9-Amino-4,7-dioxa-nonanylamido-N-glycyl-O-fert-butyl-L-seryl-O-fert-butyl-L-threonyl-
L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-N II“—tril‘,yl-L-histidyl-glycyl-L-Valy]-O-(Z-acetamido-
2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galacto-
pyranosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-O-fert-butyl-L-aspartyl-O-fert-butyl-L-threonyl-N’-
(2,2,5,7 8-pentamethylchroman-6-sulfonyl)-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-
L-O-tert-butyl-serin (156)
(H,N-(CH,CH20)2(CH, ), CONH-Gly-Ser('Bu)-Thr(‘Bu)- Ala-Pro-Pro-Ala-His(Trt)-Gly- Val-
Thr(a-GalNAc)-Ser(o-GalNAc)-Ala-Pro- Asp(Bu)-Thr(‘Bu)- Are(Pmc)-Pro- Ala-Pro-Gly-
Ser(Bu)-OH) A5

*Buo,
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60 mg (16.0 umol) des glycosylierten Docosapeptids 149 werden in 44 ml Methanol unter
Kontrolle des pH-Wertes mit einer frisch hergestellten 1%igen methanolischen
Natriummethanolat-Losung tropfenweise versetzt. Die Losung wird 18 h bei einem pH-Wert
von 10.0 geriihrt und der Reaktionsfortschritt iiber die analytische RP-HPL.C verfolgt. Durch
Zugabe methanolischer Natriummethanolat-Loésung wird der pH-Wert bis zum vollstindigen
Umsatz nachreguliert. Anschliefend neutralisiert man die Reaktionsmischung durch Zugabe
konz. Essigsdure, entfernt Essigsdure und die Losungsmittel i. Vak. und kodestilliert dreimal
mit 50 ml Toluol. Die Reinigung des rohen Peptids (90 mg) erfolgt mittels priparativer RP-
HPLC. Ry =31.79 min (Geriit 3, Siule: A-1, Gradient: A-2), R; = 40.50 min (Geriit 3, Siule:
SP-1, Gradient: SP-2).

Ausbeute: 41 mg (12.0 pmol, 73 %); farbloses Lyophilisat, [a]5* = —37.6 (¢ = 1.00, MeOH).
600 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY, HMBC, TOCSY] (DMSO-dy): [6/jppm] = 8.81 (s, 1H,
H.a-His), 8.23 (d, 1H, SJNH,Aspa: 7.8 Hz, NH-Asp), 8.18 — 8.15 (m, 2H, NH-Gly; {8.18, t,
1H, ?’JNH,Glyu:S.G Hz}, NH-Sermy {8.17}), 8.15 — 7.96 (m, 10H, NH-His {8.12}, NH-Ala,
{8.10}, NH-Thrry {8.09}, NH-Gly; {8.08}, NH-Gly; {8.08}, NIH-Ala; 2 {8.06}, NI-Arg
{8.02}, NH-Ser, {8.02}, NH-Val {8.00}), 7.85 — 7.74 (m, 4H, NH-Ser; {7.84}, NH-Ala;
{7.81}, NIx-Spa {7.79}), 7.68 (d, 11, *Jnum = 8.1 Hz, NIH-Sery), 7.48 — 7.42 (m, 911,
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73.22, 72.89 (4 x C-Bu), 71.95 (C5-GaIN™), 71.67 (C5-GaIN>*"), 69.98 (C6-Spa), 69.85
(C5-Spa), 69.08 (C3-GalN™), 68.58 (C4-GalN>*™) 6849 (C3-GaIN®®), 67.41 (Thr,"),
67.23 (Thr?), 67.12 (C8-Spa), 67.10 (C3-Spa), 62.10 (Serby). 61.98 (Serao®). 60.96
(C6-GaIN**"™), 59.76 (Pro,”), 59.67 (Prog®). 59.56 (Pros®), 57.89 (Pros), 57.84 (Thr,®),
57.61 (Val®), 57.30 (Thr,%), 56.56 (ThrSy), 53.47 (Sers™), 53.20 (Ser;"), 52.53 (Serfy). 51.94
(His"), 50.13 (Arg®), 49.86 (C2-GaIN™), 49.68 (C2-GaIN>™), 49.56 (Asp®), 48.87 (Alag 2",
47.09 (Progasas)), 46.69 (Alas®), 46.60 (Alay®), 42.24 (Glyq 3%, 42.22 (Gly,"), 40.29 (Arg®),
39.08 (C9-Spa), 37.17 (Asp®), 36.23 (C2-Spa), 32.60 (C3-Pmc), 31.36 (Val®), 29.58 (Pros"),
29.51 (Pros’), 29.41 (ProP), 29.37 (Areh), 29.36 (Pro)), 28.37, 28.09, 27.72, 27.67 (5 x
CHs-'Bu), 28.22 (Pros"), 27.67 (His), 26.92 (2 x C2a-Pmc), 25.16 (Arg"), 24.86 (Prog 2345,
23.38, 23.29 (2 x CHs-Ac), 21.21 (C4-Pmc), 19.67 (Val'), 19.54 (Thr;"), 19.49 (Thr,"), 19.15
(Thriy), 18.64 (Val™), 18.03 (Ala,P), 17.86 (C6a-/C8a-Pmc), 17.36 (Alaps), 17.17 (Alash),
12.41 (C9a-Pmc).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 1693.79 (IM+2H]*, ber.: 1693.89).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1692.8770 (IM+2H]*", ber.: 1692.8830).

Ci61H246N30047S (3385.91)

9-Amino-4,7-dioxa-nonanylamido-N-glycyl-O-ferf-butyl-L-seryl-O-fert-butyl-L-threonyl-
L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-NV II“—trityl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-tfe,r't-butyl-L-
threonyl-0-(2-acetamido-3,4-di-O-acetyl-2-desoxy-6-0-[ benzyl-(5-acetamid o-4,7,8,9-
tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl))-onat |-a-D-
galactopyranosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-O-fert-butyl-L-aspartyl-O-tert-butyl-L-
threonyl-N"-(2,2,5,7,8-pentamethylchroman-6-sulfonyl)-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-
prolyl-glycyl-L-O-fert-butyl-serin (150)
(HoN-(CH,CH,0),(CH, ), CONH-Gly-Ser(‘Bu)-Thr(‘Bu)-Ala-Pro-Pro-Ala-His(Trt)-Gly-Val-
Thr(‘Bu)-Ser(a-AcyNeuNAcCOOBN-(2-6)-a-Gal AcaNAc)-Ala-Pro- Asp(‘Bu)-Thr(*Bu)-

Arg(Pmc)-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser( ‘Bu)-OH)
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Ausgehend von 128 mg (0.10 mmol der Startaminosiure) des mit 2—CT Ser(‘Bu) versehenen
Polystyrol-Harzes 142 (Beladung: 0.78 mmol/g) wird das Peptid nach der gleichen Vorschrift
wie fiir Verbindung 144 aufgebaut. Nach der Festphasensynthese werden 498 mg eines
Peptidpolymer-Adduktes (A = 370 mg Rohpeptid) erhalten. Zur Abspaltung des Peptids wird

das Harz in einem Festphasenreaktor (6 ml Spritze mit Spritzenfilter) 1 h in 6 ml einer
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Mischung aus Dichlormethan und Hexafluoroisopropanol (HFIP) (4:1) geschiittelt. Das
Produkt wird vom Harz abgetrennt, wobei das Harz dreimal mit 4 ml der genannten Mischung
gespiilt wird. Die vereinigten Filtrate werden mit Toluol versetzt und i. Vak. bzw. i. Hochvak.
von Reagenzien und Losungsmitteln befreit. Der farblose Riickstand (375 mg) wird dreimal
mit 50 ml Toluol kodestilliert. Die Reinigung des Peptids erfolgt mittels priparativer RP-
HPLC. R = 32.02 min (Gerit 3, Siule: A-1, Gradient: A-2), R; = 47.07 min (Geriit 3, Siule:
SP-1, Gradient: SP-2).

Ausbeute: 325 mg (0.084 mmol, 84 %):; farbloses Lyophilisat, [a]3*= — 18.2 (¢ =1.00,
CHCls).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 1937.09 (IM+2H]*, ber.: 1936.98).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1935.9807 (IM+2H]*, ber.: 1935.9775).

Ci37H276N30056S (3872.42)

9-Amino-4,7-dioxa-nonanylamido-N-glycyl-O-feri-butyl-L-seryl-O-fert-butyl-L-threonyl-
L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-NV II“—trityl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-tfe,r't-butyl-L-
threonyl-0-(2-acetamido-2-desoxy-6-0-[ (5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galac-
to-non-2-ulopyranosyl)-onat |-a-D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-O-fert-
butyl-L-aspartyl-O-fert-butyl-L-threonyl-N"-(2,2,5,7 8-pentamethylchroman-6-sulfonyl)-
L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-O-fert-butyl-serin (157)
(H,N-(CH,CH20)2(CH, ), CONH-Gly-Ser('Bu)-Thr(‘Bu)-Ala-Pro-Pro-Ala-His(Trt)-Gly- Val-
Thr(Bu)-S er(a—NeuNACCOOH—(2—6)—0t—GalNAC)—Ala—Pro—AS]gggBu)—Thr(f]?')u)—Arg(Pmc)—Pro—
Ala-Pro-Gly-Ser(‘Bu)-OH) «M-,«iwf; Savaes L!fgw“!;i“];f%r@rﬁ;]:rj&&ﬁw* i
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150 mg (0.039 mmol) des glycosylierten Docosapeptids 150 werden in 100 ml Methanol
gelost und unter Kontrolle des pH-Werts mit einer frisch hergestellten 1%igen
methanolischen Natriummethanolat-Losung tropfenweise versetzt. Die Losung wird 19 h bei
einem pH-Wert von 10.0 geriihrt und der Reaktionsfortschritt iiber die analytische RP-HPLC
verfolgt. Durch Zugabe methanolischer Natriummethanolat-1.6sung wird der pH-Wert bis
zum  vollstindigen Umsatz nachreguliert. Anschliefend neutralisiert man die
Reaktionsmischung durch Zugabe konz. Essigsdure, entfernt Essigsiure und die
Losungsmittel i. Vak. und kodestilliert dreimal mit 50 ml Toluol. Es werden 195 mg des
rohen umgeesterten Peptides erhalten. R = 33.80 min (Geriit 3, Siule: A-1, Gradient: A-2).
ESI-MS (positiv): [m/z] = 1182.21 (IM+3H]*", ber.: 1182.29).

Ci69H260N300505 (3544.11).
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9-Amino-4,7-dioxa-nonanylamido-N-glycyl-O-fert-butyl-L-seryl-O-(2-acetamid o-3,4-di-
0O-acetyl-2-desoxy-6-0O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-
glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-
alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-NV I“"-trityl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-tfertf-butyl-L-
threonyl-0-(2-acetamido-3,4-di-O-acetyl-2-desoxy-6-0-[ benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-
tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat]-a-D-
galactopyranosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-O-feri-butyl-L-aspartyl-O-terf-butyl-L-
threonyl-N"-(2,2,5,7,8-pentamethylchro-man-6-sulfonyl)-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-
prolyl-glycyl-L-O-fert-butyl-serin (151)
(HoN-(CH,CH20),(CH,),CONH-Gly-Ser('Bu)-Thr(a- AcsNeuN AcCOOBn-(2-6)-a-GalAcs-
NAc)-Ala-Pro-Pro-Ala-His(Trt)-Gly-Val-Thr(Bu)-Ser(a- AcyNeuNAcCOOBRn-(2-6)-a-Gal-
ACZNAC)—Ala—Pro—Asp(OtBu)—T]}Al:(t]%gﬂ?—Arg(Pmc)—Pro—Ala—Pro—Gly—Ser(tBu)—OH)
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Ausgehend von 128 mg (0.10 mmol der Startaminosiure) des mit 2-CT-Ser(‘Bu) versehenen
Polystyrol-Harzes 142 (Beladung: 0.78 mmol/g) wird das Peptid nach der gleichen Vorschrift
wie fiir Verbindung 144 aufgebaut. Die Kupplung der zweiten glycosylierten Aminoséiure 27
erfolgt halbautomatisch. Das deblockierte Harz wird mit einer Losung aus 189.0 mg (0.160
mmol, 1.60 Aquiv.) Fmoc-Thr(a-Ac;NeuNAcCOOBn-(2-6)-a-GalAc;NAc)-OH (27), 67.0
mg (0.176 mmol, 1.76 Aquiv.) HATU, 25.0 mg (0.184 mmol, 1.84 Aquiv.) HOAt, 36.0 mg
(0.356 mmol, 3.56 Aquiv.) NMM in 2 ml NMP versetzt und 16 h geschiittelt (30 sec. Vortex,
30 sec. Stillstand). Fiir die darauf folgenden Aminosiduren L-Serin und Glycin erfolgt eine
Doppelkupplung. Die Anbindung des Diethylenglycolspacers erfolgt wie bereits in 144)
beschrieben. Nach der Festphasensynthese werden 464 mg eines Peptidpolymer-Adduktes (A
= 336 mg Rohpeptid) erhalten. Zur Abspaltung des Peptids wird das Harz in ecinem
Festphasenreaktor (6 ml Spritze mit Spritzenfilter) 1 h in 6 ml einer Mischung aus
Dichlormethan und Hexafluoroisopropanol (HFIP) (4:1) geschiittelt. Das Produkt wird vom
Harz abgetrennt, wobei das Harz dreimal mit 4 ml der genannten Mischung gespiilt wird. Die
vereinigten Filtrate werden mit Toluol versetzt und i. Vak. bzw. i. Hochvak. von Reagenzien
und Losungsmitteln befreit. Der farblose Riickstand (365 mg) wird dreimal mit 50 ml Toluol
kodestilliert. Die Reinigung des Peptids erfolgt mittels priparativer RP-HPLC. R; = 36.83 min
(Geriit 3, Siiule: A-1, Gradient: A-2), R; = 47.30 min (Geriit 3, Siule: SP-1, Gradient: SP-2).
Ausbeute: 128 mg (0.028 mmol, 28 %); farbloses Lyophilisat, [a]5* = — 8.2 (¢ = 1.00, CHCl5).
ESI-MS (positiv): [m/z] = 1566.58 (IM+2Na+H]™, ber.: 1566.39).
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1180.57 ([M+3Na+H]4+, ber.: 1180.54).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 2326.0930 ([M+2H]2+, ber.: 2326.0887).
C21H316N32075S (4653.11)

9-Amino-4,7-dioxa-nonanylamido-N-glycyl-O-fert-butyl-L-seryl-O-(2-acetamid o-2-des-
0xy-6-0-[(5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat |-a-
D-galactopyranosyl )-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histid yl-glycyl-L-
valyl-O-fert-butyl-L-threonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-6-0-[ (5-acetamid 0-3,5-didesoxy-
D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat |-a-D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-
alanyl-L-prolyl-O-fert-butyl-L-aspartyl-O-tert-butyl-L-threonyl-N’-(2,2,5,7,8-penta-
methylchroman-6-sulfonyl)-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-O-fert-butyl-
serin (158)

(HaN-(CH,CH20)2(CH,),CONH-Gly-Ser('Bu)-Thr(a- NeuN AcCOOH- (2-6)-a-GalN Ac)- Al a-
Pro-Pro-Ala-His(Trt)-Gly-Val-Thr('Bu)-Ser(a-NeuNAcCOOH-(2-6)-a-GalNAc)- Ala-Pro-
Asp(tBu)—Thr(tBu)—Arg—Pro—AHIDa;
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65 mg (0.014 mmol) des glycosylierten Docosapeptids 151 werdeCﬁHHiIT SHO ml Methanol gelost
und mit 65 mg Palladium (10 %) auf Aktivkohle versetzt. Durch mehrmaliges Evakuieren und
Fluten mit Argon wird griindlich entgast. Der Ansatz wird bei 1 bar Wasserstoffatmosphiire
60 h bei Raumtemp. gerithrt. Danach wird die Wasserstoffatmosphiire gegen eine
Argonatmosphire ausgetauscht wund die Mischung iiber eine Kartusche mit
(C18-Sdulenmaterial filtriert. Die kleine Siule wird mehrmals mit reinem Methanol gespiilt
und das Filtrat i. Vak. von den Losungsmitteln befreit. Der Riickstand (63 mg quant.) wird
cinige Male mit Toluol kodestilliert und ohne Reinigung der nachfolgenden Reaktion
unterworfen. Ry =31.35 min (Geriit 3, Siaule: A-1, Gradient: A-2).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 2126.97 ([M+H+Na]2+, ber.: 2126.98).

C158H290N32075S (4230.55).

Das rohe Peptid wird anschlieBend in 40 ml Methanol gelost und unter Kontrolle des
pH-Wertes mit einer frisch hergestellten 1%igen methanolischen Natrivmmethanolat-Losung
tropfenweise versetzt. Die Losung wird 34 h bei einem pH-Wert von 10.0 geriihrt und der
Reaktionsfortschritt durch analytische RP-HPLC verfolgt. Durch Zugabe methanolischer

Natriummethanolat-Losung wird der pH-Wert bis zum vollstindigen Umsatz nachreguliert.
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9-Amino-4,7-dioxa-nonanylamido-N-glycyl-O-fert-butyl-L-seryl-O-fert-butyl-L-threonyl-L.-
alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-N I""-trityl-L-histidyl-glycyl-L-Valyl-O-tert-butyl-L-threO-
nyl-0-[2-acetamido-3-0-(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-p-D-galactopyranosyl)-2-desoxy-6-0-
[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-(-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-
ulopyranosyl )-onat]-a-D-galactopyranosyl]-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-O-ferf-butyl-L-
aspartyl-O-fert-butyl-L-threonyl-N’-(2,2,5,7 8-pentamethylchroman-6-sulfonyl )-L-arginyl-
L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-O-ferf-butyl-serin (152)
(HaN-(CH,CH20)2(CH,),CONH-Gly-Ser('Bu)-Thr(‘Bu)-Ala-Pro-Pro-Ala-His(Trt)-Gly-Val-
Thr('Bu)-Ser[a-3-(B-AcsGal)-(a- Ac;NeuNAcCOOBD-(2-6))-a-GalN Ac]-Ala-Pro-Asp(‘Bu)-
Thr('‘Bu)-Arg(Pmc)-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser(‘Bu)-OH)
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Ausgehend von 128 mg (0.10 mmol der Startaminosiure) des mit 2—CT Ser('Bu) versehenen
Polystyrol-Harzes 142 (Beladung: 0.78 mmol/g) wird das Peptid nach dem allgemeinen
Protokoll der Festphasensynthese (vgl. Seite 303) aufgebaut. Dabei erfolgt fiir die erste
Aminosiure Glycin eine Doppelkupplung. Die Kupplung der glycosylierten Aminosiure 51
erfolgt halbautomatisch im Reaktor des Peptidsynthesizers. Hierbei wird das deblockierte
Harz mit einer Losung aus 226.0 mg (0.160 mmol, 1.60 Aquiv.) Fmoc-Ser[a-3-(B-Ac,Gal)-
(a-AcyNeuNAcCOOBN-(2-6))-a-GalNAc]-OH (51), 67.0 mg (0.176 mmol, 1.76 Aquiv.)
HATU, 25.0 mg (0.184 mmol, 1.84 Aquiv.) HOAt, 36.0 mg (0.356 mmol, 3.56 Aquiv.) NMM
in 2 ml NMP versetzt und 16 h geschiittelt (30 sec. Vortex, 30 sec. Stillstand). Fiir die darauf
folgenden Aminosiuren L-Threonin und L-Valin wird eine Doppelkupplung durchgefiihrt. Die
restlichen neun Aminosiuren werden nach dem Standardprotokoll gekuppelt. Die Anbindung
des Diethylenglycolspacers erfolgt halbautomatisch im Reaktor des Peptidsynthesizers mit
einer Losung bestehend aus 160.0 mg (0.400 mmol, 4.00 Aquiv.) FmocNH-Dispa-CO,H (63),
167.0 mg (0.439 mmol, 4.39 Aqujv.) HATU, 62.0 mg (0.456 mmol, 4.56 Aquiv.) HOAt, 89.0
mg (0.880 mmol, 8.80 Aquiv.) NMM in 2 ml NMP und 16 h Vortex (30 sec. Vortex, 30 sec.
Stillstand). Im letzten Teilschritt wird die Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin abgespalten, mit
NMP und Dichlormethan gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet. Das
polymergebundene Peptid wird in eine 6 ml Spritze mit Spritzenfilter iiberfiihrt und 1.
Hochvak. getrocknet. Es werden 498 mg eines Peptidpolymer-Adduktes (A = 370 mg
Rohpeptid) erhalten. Zur Abspaltung des Peptids wird das Harz im Festphasenreaktor (6 ml
Spritze mit Spritzenfilter) 1 h in 6 ml einer Mischung aus Dichlormethan und
Hexafluoroisopropanol (HFIP) (4:1) geschiittelt. Das Produkt wird vom Harz abgetrennt,

wobei das Harz dreimal mit 4 ml der genannten Mischung gespiilt wird. Die vercinigten
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Filtrate werden mit Toluol versetzt und i. Vak. bzw. i. Hochvak. von Reagenzien und
Losungsmitteln befreit. Der farblose Riickstand (411 mg) wird dreimal mit 50 ml Toluol
kodestilliert. Die Reinigung des Peptids erfolgt mittels priparativer RP-HPL.C. R; = 36.37 min
(Geriit 3, Sdule: A-1, Gradient: A-2), Ry = 46.45 min (Gerit 3, Sdule: SP-1, Gradient: SP-2).
Ausbeute: 165 mg (0.040 mmol, 40 %); farbloses Lyophilisat, [a]f* = — 20.4 (¢ = 1.00,
CHCly).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 2071.06 ((M+2H]*, ber.: 2071.01).

HR-ESI-MS (positiv): fm/z] = 2070.0068 ((M+2I1]*", ber.: 2070.0045).

C197H200N30063S (4118.64)

9-Amino-4,7-dioxa-nonanylamido- N-glycyl-O-fert-butyl-L-seryl-O-fert-butyl-L-threonyl-
L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-NV II“—trityl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-tfe,r't-butyl-L-
threonyl-0-[2-acetamido-3-O-(p-D-galactopyranosyl)-2-desoxy-6-0-[ (5-acetamid o-3,5-
didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat |-a-D-galactopyranosyl|-L-
seryl-L-alanyl-L-prolyl-O-tert-butyl-L-aspartyl-O-tert-butyl-L-threonyl-N"-(2,2,5,7,8-
pentamethylchroman-6-sulfonyl)-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-O-fert-
butyl-serin (159)
(HoN-(CH,CH20),(CH,),CONH-Gly-Ser(‘Bu)-Thr(‘Bu)-Ala-Pro-Pro-Ala-His(Trt)-Gly-Val-
Thr(Bu)-S er[a—3—(B—Gal)—(a—NeuNAcCOOH—(2—6))—a—Ga1NAc]—Ala—Pro—Asp(fBu)—Thr(tBu)—
Arg(Pmc)-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser(‘Bu)-OH)
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Kontrolle des pH-Wertes mit einer frisch hergestellten 1%igen methanolischen
Natriummethanolat-1.6sung tropfenweise versetzt. Die L.osung wird 72 h bei einem pH-Wert
von 10.0 geriihrt und der Reaktionsfortschritt durch analytische RP-HPLC verfolgt. Durch
weitere Zugabe methanolischer Natriummethanolat-Losung wird der pH-Wert bis zum
vollstindigen Umsatz nachreguliert. Die Reaktionsmischung wird durch Zugabe konz.
Essigsidure neutralisiert, die Essigsdure und die Losungsmittel werden i. Vak. evaporiert und
der Riickstand dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert. Es werden 155 mg des rohen
umgeesterten Peptides erhalten. Ry = 33.94 min (Geriit 3, Siule: A-1, Gradient: A-2).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 1854.04 ([M+2H]*, ber.: 1853.96).

Ci75H270N30055S (3706.25)

Das rohe Peptid wird in 40 ml einer wissrigen Natriumhydroxid-1.6sung mit einem pH-Wert
von 10.5 gelost und durch Zugabe einer Natriumhydroxid-Stammldsung auf einen pH-Wert
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9-Amino-4,7-dioxa-nonanylamido-N-glycyl-O-fert-butyl-L-seryl-O-fert-butyl-L-threonyl-L.-
alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-N I""-trityl-L-histidyl-glycyl-L-Valyl-O-tert-butyl-L-threO-
nyl-0-[2-acetamido-3-0-(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-p-D-galactopyranosyl)-2-desoxy-6-0-
[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-(-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-
ulopyranosyl )-onat]-a-D-galactopyranosyl]-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-O-fert-butyl-L-
aspartyl-O-fert-butyl-L-threonyl-N’-(2,2,5,7 8-pentamethylchroman-6-sulfonyl )-L-arginyl-
L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-O-ferf-butyl-serin (153)
(HaN-(CH,CH20)2(CH,),CONH-Gly-Ser('Bu)-Thr(‘Bu)-Ala-Pro-Pro-Ala-His(Trt)-Gly-Val-
Thr('Bu)-Thr[a-3-(B-BnAc;Gal)-(a-AcyNeuN AcCOOBn-(2-6))-a-GalNAc]-Ala-Pro-
Asp(Bu)-Thr(Bu)-Arg(Pmc)-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser(‘Bu)-OH)

Aot
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Ausgehend von 128 mg (0.10 mmol der Startaminosiure) des mit 2—6T—Ser(tBu) versehenen
Polystyrol-Harzes 142 (Beladung: 0.78 mmol/g) wird das Peptid nach dem allgemeinen
Protokoll der automatisierten Festphasensynthese (vegl. Seite 303) aufgebaut. Dabei erfolgt fiir
die erste Aminosidure Glycin eine Doppelkupplung. Die Kupplung der glycosylierten
Aminosiure erfolgt halbautomatisch im Reaktor des Peptidsynthesizers. Hierbei wird das
deblockierte Harz mit einer Losung aus 236.0 mg (0.160 mmol, 1.60 Aquiv.) Fmoc-Thr[a-3-
(B-BnAcs;Gal)-(a-AcsNeuNAcCOOBn-(2-6))-a-GalNAc]-OH, 67.0 mg (0.176 mmol, 1.76
Aquiv.) HATU, 25.0 mg (0.184 mmol, 1.84 Aquiv.) HOAt, 36.0 mg (0.356 mmol, 3.56
Aquiv.) NMM in 2 ml NMP versetzt und 16 h geschiittelt (30 sec. Vortex, 30 sec. Stillstand).
Die Kupplung der restlichen elf Aminosiuren und des Diethylenglycolspacer erfolgt wie fiir
Verbindung 152 beschrieben. Nach erfolgter Synthese wird das polymergebundene Peptid in
eine 6 ml Spritze mit Spritzenfilter tiberfiithrt und i. Hochvak. getrocknet. Es werden 497 mg
eines Peptidpolymer-Adduktes (A = 369 mg Rohpeptid) erhalten. Die Abspaltung erfolgt
ebenfalls identisch zur Verbindung 152. Der farblose Riickstand (420 mg) wird dreimal mit
50 ml Toluol kodestilliert. Die Reinigung des rohen Peptids erfolgt mittels priparativer RP-
HPLC. Ry = 37.55 min (Geriit 3, Sdule: A-1, Gradient: A-2), R¢ = 50.36 min (Geriit 3, Siule:
SP-1, Gradient: SP-2).

Ausbeute: 158 mg (0.038 mmol, 38 %); farbloses Lyophilisat, [a]3*= — 21.3 (¢ =1.00,
CHCls)

ESI-MS (positiv): [m/z] = 2102.27 ((M+H+Na]*, ber.: 2102.04).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 2101.0259 (IM+H+Na]*, ber.: 2101.0314).

C203H296N30062S (4180.75)
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9-Amino-4,7-dioxa-nonanylamido- N-glycyl-O-fert-butyl-L-seryl-O-fert-butyl-L-threonyl-
L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-fert-butyl-L-threonyl-O-
[2-acetamido-3-0-(p-D-galactopyranosyl)-2-desoxy-6-0-[ (5-acetamido-3,5-didesoxy-D-
glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat]-a-D-galactopyranosyl |-L-threonyl-L-ala-
nyl-L-prolyl-O-fert-butyl-L-aspartyl-O-fert-butyl-L-threonyl-N"-(2,2,5,7,8-pentamethyl-
chroman-6-sulfonyl)-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-O-ferf-butyl-serin
(160)
(HaN-(CH,CH20),(CH,),CONH-Gly-Ser(‘Bu)-Thr(‘Bu)-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-
Thr('Bu)-Thr[a-3-(B-Gal)-(a-NeuNA cCOOH-(2-6))-a-GalNAc]-Ala-Pro- Asp('Bu)-Thr(‘Bu)-
Arg(Pmc)-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser(‘Bu)-OH)
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158 mg (0.038 mmol) des glycosylierten Docosapeptids 153 werziHen in 45 ml Methanol mit
65 mg Palladium (10 %) auf Aktivkohle versetzt. Durch mehrmaliges Evakuieren und Fluten

I

mit Argon wird griindlich entgast. Der Ansatz wird 21 h bei 1 bar Wasserstoffatmosphire und
Raumtemp. geriihrt. Der Umsatz wird iiber die analytische RP-HPL.C verfolgt. Danach wird
die Wasserstoffatmosphiire gegen eine Argonatmosphire ausgetauscht und die Mischung iiber
eine Kartusche mit C18-Siulenmaterial filtriert. Die kleine Siule wird mehrmals mit reinem
Methanol gespiilt und das Filtrat i. Vak. von den Losungsmitteln befreit. Der Riickstand (155
mg) wird einige Male mit Toluol kodestilliert und ohne Reinigung der nachfolgenden
Reaktion unterworfen. Ry = 31.87 min (Geriit 3, Sdule: A-1, Gradient: A-2).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 1267.65 ((M+H+2Nal™, ber.: 1267.67).

C170H270N300628 (3758.19).

Das rohe Peptid wird anschliefend in 45 ml Methanol gelést und unter Kontrolle des
pH-Wertes mit einer frisch hergestellten 1%igen methanolischen Natrivmmethanolat-Losung
tropfenweise versetzt. Die Losung wird 36 h bei einem pH-Wert von 10.0 geriihrt und der
Reaktionsfortschritt durch analytische RP-HPL.C verfolgt. Durch Zugabe methanolischer
Natriummethanolat-1.6sung wird der pH-Wert bis zum vollstindigen Umsatz nachreguliert.
AnschlieBend neutralisiert man die Reaktionsmischung durch Zugabe konz. Essigsiure,
entfernt Essigsiure und die Losungsmittel i. Vak. und kodestilliert dreimal mit 50 ml Toluol.
Die Reinigung des rohen Peptids (174 mg) erfolgt mittels priparativer RP-HPLC. R; =29.57
min (Geriit 3, Siule: A-1, Gradient: A-2), R, =37.51 min (Gerit 3, Sdule: SP-1, Gradient: SP-
3).

Ausbeute: 65 mg (19.0 pmol, 50 %); farbloses Lyophilisat, [a]5* = —49.9 (¢ = 1.00, MeOH).
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9-Amino-4,7-dioxa-nonanylamido-N-glycyl-O-fert-butyl-L-seryl-O-(2-acetamid o-3,4,6-tri-
0O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-
N Im-trityl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-l.‘ert-butyl-L-threonyl-O-[2-acetamjd()-3-0-(6-benzyl-
2,3, 4-tri-O-acetyl-p-D-galactopyranosyl)-2-desoxy-6-0-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-
0-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl )-onat]-a-D-galactop yra-
nosyl]-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-O-fert-butyl-L-aspartyl-O-fert-butyl-L-threonyl-N¢-
(2,2,5,7,8-pentamethylchroman-6-sulfonyl)-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-
O-tert-butyl-serin (154)

(H,N-(CH,CH,0),(CH,),CONH-Gly-Ser('Bu)-Thr(a-Gal AcsNAc)-Ala-Pro-Pro-Ala-His(Trt)-
Gly-Val-Thr(Bu)-Thr[o-3-(B-Ac:BnGal)- (0-AcsNeuNAcCOOBn-(2-6))-a-GalN Ac]-Ala-Pro-
Asp(tBu)—Thr(tBu)—Arg(Pmc)—Pro—Ala—Pro—Gly—Ser(tBu)—OH)

Ac
AcHH

. vun ‘in_(ri“_)\ Lt u- I(N\_JLH&D(%MD);.—N\A.JL Qr JN

Ausgehend von 128 mg (0.10 mmol der Startaminoséure) des mit 2—CT Ser(‘Bu) versehenen
Polystyrol-Harzes 142 (Beladung: 0.78 mmol/g) wird das Peptid nach dem allgemeinen
Protokoll der Festphasensynthese (vgl. Seite 303) aufgebaut. Dabei erfolgt fiir die erste
Aminosiure Glycin eine Doppelkupplung. Die Kupplung der glycosylierten Aminosiure 47
erfolgt halbautomatisch im Reaktor des Peptidsynthesizers. Hierbei wird das deblockierte
Harz mit einer Losung aus 236.0 mg (0.160 mmol, 1.60 Aquiv.) Fmoc-Thr[a-3-(B-
AcsBnGal)-(a-AcyNeuNAcCOOBn-(2-6))-a-GalNAc]-OH (47), 67.0 mg (0.176 mmol, 1.76
Aquiv.) HATU, 25.0 mg (0.184 mmol, 1.84 Aquiv.) HOAt, 36.0 mg (0.356 mmol, 3.56
Aquiv.) NMM in 2 ml NMP versetzt und 16 h geschiittelt (30 sec. Vortex, 30 sec. Stillstand).
Danach wird abfiltriert und mit NMP sowie Dichlormethan gewaschen. Nicht umgesetzte
freie Aminogruppen werden mit Capping-Reagenz blockiert, die Fmoc-Schutzgruppe durch
Piperidin abgespalten, mit NMP und Dichlormethan gewaschen und im Stickstoffstrom
getrocknet. Fiir die darauf folgenden Aminosiduren [-Threonin und L-Valin wird eine
Doppelkupplung durchgefiihrt. Die restlichen sechs Aminosiuren werden nach dem
Standardprotokoll gekuppelt. Die Kupplung der zweiten glycosylierten Aminosiure 14 erfolgt
mit einer Losung aus 234.0 mg (0.350 mmol, 3.5 Aquiv.) Fmoc-Thr(a-GalAc:NAc)-OH (14),
146.0 mg (0.385 mmol, 3.84 Aqujv.) HATU, 54.0 mg (0.397 mmol, 3.97 Aquiv.) HOAt, 77.0
mg (0.761 mmol, 7.61 Aquiv.) NMM in 1.5 ml NMP und es wird 12 h geschiittelt (30 sec.
Vortex, 30 sec. Stillstand). Fiir die darauf folgenden Aminoséduren [-Serin und Glycin wird
eine Doppelkupplung durchgefiihrt. Die Anbindung des Diethylenglycolspacers erfolgt wie
fiir Verbindung 152 beschrieben. Nach erfolgter Synthese wird das polymergebundene Peptid
in eine 6 ml Spritze mit Spritzenfilter tberfithrt und i. Hochvak. getrocknet. Es werden
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529 mg eines Peptidpolymer-Adduktes (A = 401 mg Rohpeptid) erhalten. Die Abspaltung
erfolgt ebenfalls identisch zur Verbindung 152. Der farblose Riickstand (395 mg) wird
dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert. Die Reinigung des rohen Peptids erfolgt mittels
priparativer RP-HPL.C. Ri=37.13 min (Gerit 3, Siule: A-1, Gradient: A-2), R; = 47.38 min
(Gerit 3, Sdule: SP-1, Gradient: SP-2).

Ausbeute: 153 mg (0.034 mmol, 34 %); farbloses Lyophilisat, [a]5*= — 11.2 (c =1.00,
CHCly).

ESI-MS (positiv): [m/z7] = 2227.52 ((M+2H]*", ber.: 2227.57).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 2226.5640 (IM+2H]*, ber.: 2226.5647).

Co13H307N310708 (4453.95)

9-Amino-4,7-dioxa-nonanylamido-N-glycyl-O-fert-butyl-L-seryl-O-(2-acetamid o-2-des-
oxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-
glycyl-L-valyl-O-fert-butyl-L-threonyl-O-[ 2-acetamid o-3-O-(p-D-galactopyranosyl)-2-
desoxy-6-0-[(5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-
onat]-a-D-galactopyranosyl |-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-O-fert-butyl-L-aspartyl-O-fert-
butyl-L-threonyl-N?-(2,2,5,7,8-pentamethylchroman-6-sulfonyl)-L-arginyl-L-prolyl-L-
alanyl-L-prolyl-glycyl-L-O-fert-butyl-serin (161)
(H,N-(CH,CH,0),(CH,),CONH-Gly-Ser('Bu)-Thr(u-GalNAc)-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly-
Val-Thr('Bu)- Thr[a-3-(B-Gal)-(a-NeuNAcCOOH-(2-6))-a-GalN Ac]-Ala-Pro-Asp(‘Bu)-
Thr(tBu)—Arg(Pmc)—Pro—Ala—Pro—Gly—Ser(tBu)—OH)
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153 mg (0.034 mmol) des glycosylierten Docosapeptids 154 werden in 50 ml Methanol gelost
und mit 80 mg Palladium (10 %) auf Aktivkohle versetzt. Durch mehrmaliges Evakuieren und
Fluten mit Argon wird griindlich entgast. Der Ansatz wird 72 h bei Raumtemp. und 30 bar
Wasserstoffatmosphire geriihrt und der Umsatz mittels HPL.C iiberwacht. Danach wird die
Wasserstoffatmosphire gegen eine Argonatmosphire ausgetauscht und die Mischung iiber
eine Kartusche mit C18-Siulenmaterial filtriert. Die kleine Siule wird mehrmals mit reinem
Methanol gespiilt und das Filtrat i. Vak. von den Losungsmitteln befreit. Der Riickstand
(154 mg) wird einige Male mit Toluol kodestilliert und ohne Reinigung der nachfolgenden
Reaktion unterworfen. R; = 31.38 min (Gerit 3, Sdule: A-1, Gradient: A-2).

ESI-MS (positiv): fm/z] = 2016.73 ([M+2H]*, ber.: 2016.47).

Ci50H281N31070S (4031.39)
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HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1805.4086 ([M+2H]2+, ber.: 1805.4149).
Ci60H261N310605 (3611.02)

9-Amino-4,7-dioxa-nonanylamido-N-glycyl-O-fert-butyl-L-seryl-O-fert-butyl-L-threonyl-
L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-NIm-trityl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-tert-butyl-L-
threonyl-0-[2-acetamid o-4,6-di-O-acetyl-2-desoxy-3-0-(2,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-3-0-
[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-
ulopyranosyl)-onat]-p-D-galactopyranosyl)-a-p-galactopyranosyl |-L-seryl-L-alanyl-L-
prolyl-O-tert-butyl-L-aspartyl-O-fert-butyl-L-threonyl-N’-(2,2,5,7,8-pentamethylchro-
man-6-sulfonyl)-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-O-ferf-butyl-serin (155)
(H,N-(CH,CH>0),(CH,),CONH-Gly-Ser(‘Bu)-Thr(‘Bu)- Ala-Pro-Pro-Ala-His(Trt)-Gly- Val-
Thr(‘Bu)-Ser[a-AcisNeuNAcCOOB-(2-3)-(B-6-0O-BnAc,Gal)-a- AcoGalN Ac]-Ala-Pro-
Asp(Bu)-Thr(Bu)-Arg(Pmc)-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser(‘Bu)-OH)
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Ausgehend von 128 mg (0.10 mmol der Startaminoséure) des mJt 2—CT Ser( Bu) versehenen
Polystyrol-Harzes 142 (Beladung: 0.78 mmol/g) wird das Peptid nach dem allgemeinen
Protokoll der automatisierten Festphasensynthese (vgl. Seite 303) aufgebaut. Dabei erfolgt fiir
die erste Aminosidure Glycin eine Doppelkupplung. Die Kupplung der glycosylierten
Aminosiure 56 erfolgt halbautomatisch im Reaktor des Peptidsynthesizers. Hierbei wird das
deblockierte Harz mit einer Losung aus 240.0 mg (0.160 mmol, 1.60 Aquiv.) Fmoc-Ser[a-
AcaNeuNAcCOOBn-(2-3)-(B-6-O-BnAcaGal)-o-AcyGalNAc]-OH  (56), 67.0 mg (0.176
mmol, 1.76 Aquiv.) HATU, 25.0 mg (0.184 mmol, 1.84 Aquiv.) HOAL, 36.0 mg (0.356
mmol, 3.56 Aquiv.) NMM in 2 ml NMP versetzt und 16 h geschiittelt (30 sec. Vortex, 30 sec.
Stillstand). Fiir die darauf folgenden Aminosduren L-Threonin und L-Valin wird eine
Doppelkupplung durchgefiihrt. Die Kupplung der restlichen acht Aminosiuren und des
Diethylenglycolspacer erfolgt wie fiir Verbindung 152 beschrieben. Nach Abschluss wird das
polymergebundene Peptid in eine 6 ml Spritze mit Spritzenfilter iiberfithrt und i. Hochvak.
getrocknet. Es werden 439 mg eines Peptidpolymer-Addukies (A = 311 mg Rohpeptid)
erhalten. Die Abspaltung erfolgt wie bei Verbindung 152. Der farblose Riickstand (336 mg)
wird dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert. Die Reinigung des Peptids wird mittels
priparativer RP-HPLC durchgefiihrt. R; = 38.63 min (Gerit 3, Siule: A-1, Gradient: A-2), R,
= 49.85 min (Gerit 3, Sdule: SP-1, Gradient: SP-2).

Ausbeute: 104 mg (0.025 mmol, 25 %); farbloses Lyophilisat, [a]5*= — 14.8 (c =1.00,

CHCly).
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ESI-MS (positiv): [m/z] = 2105.02 ([M+2H]*, ber.: 2105.04).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 2104.0342 ([M+2H]2+, ber.: 2104.0379).
Ca04H296N 300538 (4208.76)

9-Amino-4,7-dioxa-nonanylamido-N-glycyl-O-fert-butyl-L-seryl-O-fert-butyl-L-threonyl-L-
alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-NI"'-trityl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-tert—butyl-L-threo-
nyl-0-[2-acetamido-2-desoxy-3-0-(6-0-benzyl-3-0-[(5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-
a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat |-p-D-galactopyranosyl )-a-D-galactopyranosyl]-L-
seryl-L-alanyl-L-prolyl-O-tert-butyl-L-aspartyl-O-fert-butyl-L-threonyl-N"-(2,2,5,7 8-
pentamethylchroman-6-sulfonyl)-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-O-fert-
butyl-serin (162)
(HoN-(CH2CH20),(CH;),CONH-Gly-Ser(‘Bu)-Thr(‘Bu)- Ala-Pro-Pro-Ala-His(Trt)-Gly- Val-
Thr(tBu)—Ser[a—NeuNAcCOOH—(2—3)—(B—6—O—BnGa1)—(1—Ga1NAC]—Ala—Pro—Asp(tBu)—
Thr(‘Bu)-Arg(Pmc)-Pro-Ala-Pro- Gly—Ser(tBu) OH)

A S AN A AR
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127 mg (0.030 mmol) des glycosylierten Docosapeptids 155 werden in 96 ml Methanol geldst
und unter Kontrolle des pH-Werts mit einer frisch hergestellten 1%igen methanolischen
Natriummethanolat-Losung tropfenweise versetzt. Die Losung wird 19 h bei pH 10.5 geriihrt
und der Reaktionsfortschritt durch analytische RP-HPLC verfolgt. Durch Zugabe
methanolischer Natriummethanolat-Losung wird der pH-Wert bis zum vollstindigen Umsatz
nachreguliert. AnschlieBend neutralisiert man durch Zugabe konz. Essigsiure, entfernt
Essigsdure und die Losungsmittel i. Vak. und kodestilliert dreimal mit 50 ml Toluol. Es
werden 163 mg des rohen umgeesterten Peptids erhalten. Ry = 35.60 min (Gerit 3, Siule: A-1,
Gradient: A-2).
ESI-MS (positiv): [m/z] = 1281.09 (IM+H+2Na]*", ber.: 1280.98).
Ci82H276N300555 (3796.37)
Das rohe Peptid wird in 40 ml einer wissrigen Natriumhydroxid-Losung (pH = 10.5) gelost
und durch Zugabe einer Natriumhydroxid-Stammlésung auf einen pH-Wert von 10.5
nachreguliert. Der Reaktionsfortschritt wird durch analytische RP-HPLC verfolgt. Durch
Zugabe wissriger Natriumhydroxid-L.ésung wird der pH-Wert bis zum vollstindigen Umsatz
bei 10.5 gehalten. AnschlieBend neutralisiert man die Reaktionsmischung durch Zugabe konz.
Essigsiure, entfernt Essigsiure und die Losungsmittel i. Vak. und kodestilliert dreimal mit
50 ml Toluol. Die Reinigung des Peptids (223 mg) erfolgt mittels priparativer RP-HPLC.
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5.10.3 Adjuvierte MUCI1-Konjugate

5.10.3.1 Die Synthesen von Interleukin-18-MUC1-Glycopeptiden

N-Acetyl-L-valyl-L-glutaminyl-glycyl-L-glutamyl-L-glutamyl-L-seryl-L-asparaginyl-L-
aspartyl-L-lysin-9-amido-4,7-dioxa-nonanylamido-N-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-
alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-
D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-
L-alanyl-L-prolin (163)

(Ac-Val-GIn-Gly-Glu-Glu-Ser-Asn- Asp-Lys-HN-(CH,CH,0)-(CH,),CONH-Ala-Pro-Pro-
Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser(a-GalAc.NAc)- Ala-Pro- Asp-Thr- Arg-Pro-Ala-Pro-OH)

HO, o0
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Ausgehend von 136 mg (0.10 mmol der Startaminosiure) des mit 2-CT-Pro verschenen

HNTYD HO O

Polystyrol-Harzes 137 (Beladung: 0.74 mmol/g) wird das Peptid nach dem allgemeinen
Protokoll der Festphasensynthese (vgl. Seite 303) aufgebaut. Die Kupplung der glycosylierten
Aminosiure 17 erfolgt halbautomatisch im Peptidsynthesizer. Hierbei wird das deblockierte
Harz mit einer Losung aus 105.0 mg (0.160 mmol, 1.60 Aquiv.) Fmoc-Ser(a-GalAc.NAc)-
OH (17), 67.0 mg (0.176 mmol, 1.76 Aquiv.) HATU, 24.0 mg (0.176 mmol, 1.76 Aquiv.)
HOAt und 36.0 mg (0.356 mmol, 3.56 Aquiv.) NMM in 2 ml NMP versetzt und 8 h
geschiittelt (30 sec. Vortex, 30 sec. Stillstand). Danach wird abfiltriert und mit NMP sowie
Dichlormethan gewaschen. Nicht umgesetzte freie Aminogruppen werden mit Capping-
Reagenz blockiert, die Fmoc-Schutzgruppe durch Piperidin abgespalten, mit NMP und
Dichlormethan gewaschen und im  Stickstoffstrom getrocknet. Die folgenden acht
Aminosiuren werden nach dem Standardprotokoll gekuppelt. Die Anbindung des
Diethylenglycolspacers erfolgt halbautomatisch im Reaktor des Peptidsynthesizers mit einer
Losung aus 120.0 mg (0.300 mmol, 3.00 Aquiv.) FmocNH-Dispa-CO>H (63), 126.0 mg
(0.331 mmol, 3.31 Aquiv.) HATU, 47.0 mg (0.345 mmol, 3.45 Aquiv.) HOAt, 66.0 mg
(0.652 mmol, 6.52 Aquiv.) NMM in 2 ml NMP. Die Losung wird 16 h geschiittelt (30 sec.
Vortex, 30 sec. Stillstand). Im letzten Teilschritt wird die Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin
abgespalten, mit NMP und Dichlormethan gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet. Die
restlichen neun Aminosiuren werden nach dem Standardprotokoll gekuppelt, wobei fiir das

L-Lysin eine Doppelkupplung durchgefiihrt wird. Im letzten Teilschritt wird Glycopeptid von
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der Fmoc-Schutzgruppe befreit. Ein doppeltes Capping schlieBt die Peptidsynthese ab. Das
polymergebundene Peptid wird in eine 6 ml Spritze mit Spritzenfilter iiberfiihrt und 1.
Hochvak. getrocknet. Es werden 408 mg eines Peptidpolymer-Adduktes (A =272 mg
Rohpeptid) erhalten. Zur Abspaltung des Peptids wird das Harz in einen Festphasenreaktor (6
ml Spritze mit Spritzenfilter) nach Merrifield {iberfithrt und 1 h in 6 ml einer Mischung aus 15
ml Trifluoressigsdure, 0.9 ml Triisopropylsilan und 0.9 ml destilliertem Wasser geschiittelt.
Das Produkt wird vom Harz abgetrennt, wobei das Harz dreimal mit 4 ml der genannten
Mischung gespiilt wird. Die vereinigten Filtrate werden mit Toluol versetzt und i. Vak. bzw. 1.
Hochvak. von Reagenzien und Losungsmitteln befreit. Der gelbe Riickstand (316 mg) wird
dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert. Die Reinigung des Peptids erfolgt mittels priparativer
RP-HPLC. Ry =22.32 min (Gerit 1, Siule: Luna-1, Gradient: Ana-9), R; = 33.23 min (Geriit
2, Saule: Luna-2, Gradient: Semiprip-5).

Ausbeute: 92 mg (29.1 pmol, 29 %); farbloses Lyophilisat, [a]3* = - 57.9 (¢ = 1.00, MeOH).
ESI-MS (positiv): [m/z] = 1053.90 ((M+3H]**, ber.: 1053.83).

HR-ESI-MS (positiv): [m/7] = 1053.4943 ((M+3H]™>, ber.: 1053.4974).

C133H208N36053 (315928)

N-Acetyl-L-valyl-L-glutaminyl-glycyl-L-glutamyl-L-glutamyl-L-seryl-L-asparaginyl-L-
aspartyl-L-lysin-9-amido-4,7-dioxa-nonanylamid o-N-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-
alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyra-
nosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-
prolin (171)

(Ac-Val-GIn-Gly-Glu-Glu-Ser-Asn- Asp-Lys-HN-(CH,CH,0)>(CH»),CONH-Ala-Pro-Pro-
Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser(a-GalNAc)-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-OH)

o
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92 mg (29.1 umol) des glycosylierten Konjugats 163 werden in 40 ml Methanol unter
Kontrolle des pH-Wertes mit einer {frisch hergestellten 1%igen methanolischen
Natriummethanolat-1.6sung tropfenweise versetzt. Die Losung wird 48 h bei pH 10.0 geriihrt
und der Reaktionsfortschritt durch analytische RP-HPLC verfolgt. Durch Zugabe
methanolischer Natriummethanolat-Losung wird der pH-Wert bis zum vollstindigen Umsatz

nachreguliert. Anschliefend neutralisiert man die Reaktionsmischung durch Zugabe konz.

Essigsdure und evaporiertt die Essigsdure und die Losungsmittel i. Vakuum. Der gelbe
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N-Acetyl-L-valyl-L-glutaminyl-glycyl-L-glutamyl-L-glutamyl-L-seryl-L-asparaginyl-L-
aspartyl-L-lysin-9-amido-4,7-dioxa-nonanylamido-N-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-
alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-[ 2-acetamido-4,6-di-O-acetyl-3-0-(2,3,4,6-tetra-0O-
acetyl-p-D-galactopyranosyl)-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl |-L-threonyl-L-seryl-L-
alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolin (164)
(Ac-Val-Gln-Gly-Glu-Glu-Ser-Asn- Asp-Lys-HN-(CH,CH»0)»(CH2),CONH-Ala-Pro-Pro-Ala-
His—Gly—Val—Thr[a—3—(B—Ac4Ga1)—GalAc2NAc]—Ser—A}cg—PrSQsp—Thr—Arg—Pro—Ala—Pro—OH)
RISWIVAT. IS FSUNEEETEEET s (FEVTEr R FE
NONORM RS oo
Ausgehend von 135 mg (0.10 mmol der Startaminosiure) des mit 2-CT-Pro verschenen
Polystyrol-Harzes 137 (Beladung: 0.74 mmol/g) wird das Peptid nach dem allgemeinen
Protokoll der Festphasensynthese in einem CEM® Liberty-1 Peptidsynthesizer unter
Mikrowellenstrahlung aufgebaut. Die Kupplung der glycosylierten Aminosiure 40 erfolgt
halbautomatisch im Reaktor des Peptidsynthesizers. Hierbei wird das deblockierte Harz mit
einer Losung aus 192.0 mg (0.200 mmol, 2.00 Aquiv.) Fmoc-Thr[a-3-(B-AcsGal)-
GalAcNAc]-OH (40), 99.0 mg (0.260 mmol, 2.60 Aquiv.) HATU, 37.0 mg (0.271 mmol,
2.71 Aquiv.) HOAt und 46.0 mg (0.455 mmol, 4.55 Aquiv.) NMM in 3 ml NMP versetzt und
25 min bei 30 W im Stickstoffgegenstrom geriihrt. Danach wird abfiltriert und mit NMP
sowie Dichlormethan gewaschen. Nicht umgesetzte freie Aminogruppen werden mit
Capping-Reagenz blockiert, die Fmoc-Schutzgruppe durch Piperidin abgespalten, mit NMP
und Dichlormethan gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet. Fiir die darauf folgenden
Aminosduren L-Valin und Glycin wird eine Doppelkupplung durchgefiihrt. Die folgenden
funf Aminosiduren werden nach dem Standardprotokoll gekuppelt. Die Anbindung des
Diethylenglycolspacers erfolgt halbautomatisch im Reaktor des Peptidsynthesizers mit einer
Losung aus 160.0 mg (0.400 mmol, 4.00 Aquiv.) FmocNH-Dispa-CO-H (63), 190.0 mg
(0.500 mmol, 5.00 Aquiv.) HATU, 71.0 mg (0.522 mmol, 5.22 Aquiv.) HOAt, 89.0 mg
(0.880 mmol, 8.80 Aquiv.) NMM in 2 ml NMP. Die Losung wird 25 min bei 30 W im
Stickstoffgegenstrom geriihrt. Danach wird mit NMP sowie Dichlormethan gewaschen, im
Stickstoffstrom getrocknet, die Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin abgespalten, mit NMP und
Dichlormethan gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet. Die restlichen neun
Aminosiuren werden nach dem Standardprotokoll gekuppelt, wobei fiir L-Lysin eine
Doppelkupplung durchgefiihrt wird. Im letzten Teilschritt wird die Fmoc-Schutzgruppe
abgespallten. Ein doppeltes Capping schliefit die Peptidsynthese ab. Das polymergebundene
Peptid wird in eine 6 ml Spritze mit Spritzenfilter iberfithrt und i. Hochvak. getrocknet. Es
werden 264 mg eines Peptidpolymer-Adduktes (A = 129 mg Rohpeptid) erhalten. Zur
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Abspaltung des Peptids wird das Harz in einen Festphasenreaktor (6 ml Spritze mit
Spritzenfilter) iiberfithrt und 1 h in 6 ml einer Mischung aus 15 ml Trifluoressigsiure, 0.9 ml
Triisopropylsilan und 0.9 ml destilliertem Wasser geschiittelt. Das Produkt wird vom Harz
abgetrennt, wobei das Harz dreimal mit 4 ml der genannten Mischung gespiilt wird. Die
vereinigten Filtrate werden mit Toluol versetzt und i. Vak. bzw. i. Hochvak. von Reagenzien
und Losungsmitteln befreit. Der gelbe Riickstand (142 mg) wird dreimal mit 50 ml Toluol
kodestilliert. Die Reinigung des Peptids erfolgt mittels priparativer RP-HPLC. Ry = 31.53 min
(Gerit 2, Saule: Luna-2, Gradient: Semiprip-3), R;=24.63 min (Gerit 2, Sdule: Luna-2,
Gradient: Semiprip-6).
Ausbeute: 60 mg (17.4 pmol, 17 %); farbloses Lyophilisat [a]3! = - 61.9 (¢ = 1.00, MeOH).
ESI-MS (positiv): fm/z] = 1724.27 ((M+2H]*, ber.: 1724.29).

1149.84 (IM+3H]*, ber.: 1149.86).
C145H204N36061 (3447.53)

N-Acetyl-L-valyl-L-glutaminyl-glycyl-L-glutamyl-L-glutamyl-L-seryl-L-asparaginyl-L-
aspartyl-L-lysin-9-amido-4,7-dioxa-nonanylamido-N-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-
alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-[ 2-acetamido-3-O-(p-D-galactopyranosyl)-2-desoxy-
a-D-galactopyranosyl|-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-
arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolin (172)

(Ac-Val-GIn-Gly-Glu-Glu-Ser-Asn- Asp-Lys-HN-(CH,CH,0)-(CH,),CONH-Ala-Pro-Pro-
Ala—His—Gly—Val—Thr[a—3—(B—Gal)—GalNAC]—Ser—Ala—Pro—Asp—Thr—Arg—Pro—Ala—Pro—OH)

HS JoH  H
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60 mg (17.4 umol) des glycosylierten Konjugats 164 werden in 8 ml Methanol unter
Kontrolle des pH-Wertes mit einer frisch hergestellten 1%igen methanolischen
Natriummethanolat-1.6sung tropfenweise versetzt. Die Losung wird 18 h bei pH 10.0 geriihrt
und der Reaktionsfortschritt durch analytische RP-HPLC verfolgt. Durch weitere Zugabe
methanolischer Natriummethanolat-Losung wird der pH-Wert bis zum vollstindigen Umsatz
nachreguliert. Anschliefend neutralisiert man durch Zugabe konz. Essigsdure, entfernt
Essigsidure und die Losungsmittel i. Vak. und kodestilliert dreimal mit 50 ml Toluol. Der
gelbe Riickstand (76 mg) wird durch priiparative RP-HPLC gereinigt. Ry = 34.15 min (Geriit
3, Saule: A-1, Gradient: A-1), R =29.15 min (Gerit 3, Saule: SP-1, Gradient: SP-1).
Ausbeute: 36 mg (11.3 pmol, 64 %); farbloses Lyophilisat, [a]5! = — 60.2 (¢ = 1.00, MeOH).
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N-Acetyl-L-valyl-L-glutaminyl-glycyl-L-glutamyl-L-glutamyl-L-seryl-L-asparaginyl-L-
aspartyl-L-lysin-9-amido-4,7-dioxa-nonanylamid o-N-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-
alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-O-(2-acetamido-3,4-di-O-acetyl-2-desoxy-6-0-
[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-(-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-
ulopyranosyl )-onat]-a-D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-
threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolin (165)

(Ac-Val-Gln-Gly-Glu-Glu-Ser-Asn- Asp-Lys-HN-(CH,CH»0):(CH»),CONH-Ala-Pro-Pro-
Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser(a- AcsNeuNAcCOOBn-(2-6)-a-GalAc:NAc)- Ala-Pro-Asp-Thr-
Arg-Pro-Ala-Pro-OH)

I a A "0 3 a 0 a

Ausgehend von 136 mg (0.10 mmol der Startaminosiure) des mit 2-CT-Pro versehenen
Polystyrol-Harzes 137 (Beladung: 0.74 mmol/g) wird das Peptid nach dem allgemeinen
Protokoll der Festphasensynthese (vel. Seite 303) aufgebaut. Die Kupplung der glycosylierten
Aminosiure 31 erfolgt halbautomatisch im Reaktor des Peptidsynthesizers indem das
deblockierte Harz. mit einer Losung aus 186.0 mg (0.160 mmol, 1.60 Aquiv.) Fmoc-Ser(a-
Ac4NeuNAcCOOBN-(2-6)-a-GalAc;NAc)-OH (31), 67.0 mg (0.176 mmol, 1.76 Aquiv.)
HATU, 25.0 mg (0.184 mmol, 1.84 Aquiv.) HOAL, 36.0 mg (0.356 mmol, 3.56 Aquiv.) NMM
in 2 ml NMP versetzt und 16 h geschiittelt (30 sec. Vortex, 30 sec. Stillstand) wird. Fiir die
darauf folgenden Aminosiduren L-Threonin und L-Valin wird eine Doppelkupplung
durchgefiihrt. Die folgenden sechs Aminosiuren werden nach dem Standardprotokoll
gekuppelt. Die Anbindung des Diethylenglycolspacers erfolgt wieder halbautomatisch im
Reaktor des Peptidsynthesizers mit einer Losung aus 160.0 mg (0.400 mmol, 4.00 Aquiv.)
FmocNH-Dispa-CO;H (63), 167.0 mg (0.439 mmol, 4.39 Aquiv.) HATU, 62.0 mg (0.456
mmol, 4.56 Aquiv.) HOAt, 9.0 mg (0.880 mmol, 8.80 Aquiv.) NMMin 2 ml NMPund 16 h
Vortex (30 sec. Vortex, 30 sec. Stillstand). Im Anschluss wird die Fmoc-Schutzgruppe mit
Piperidin abgespallten, mit NMP und Dichlormethan gewaschen und im Stickstoffstrom
getrocknet. Die restlichen neun Aminosduren werden nach dem Standardprotokoll gekuppelt,
wobei beim L-Lysin eine Doppelkupplung durchgefithrt wird. Im letzten Teilschritt wird die
Fmoc-Schutzgruppe abgespalten und ein doppeltes Capping durchgefithrt. Das
polymergebundene Peptid wird in eine 6 ml Spritze mit Spritzenfilter iiberfithrt und
i. Hochvak. getrocknet. Es werden 492 mg ecines Peptidpolymer-Adduktes (A = 356 mg
Rohpeptid) erhalten. Zur Abspaltung des Peptids wird das Harz in einen Festphasenreaktor (6
ml Spritze mit Spritzenfilter) iiberfithrt und 1 h in 6 ml eciner Mischung aus 15 ml
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Trifluoressigsdure, 0.9 ml Triisopropylsilan und 0.9 ml destilliertem Wasser geschiittelt. Das
Produkt wird vom Harz abgetrennt, wobei das Harz dreimal mit 4 ml der genannten Mischung
gespiilt wird. Die vereinigten Filtrate werden mit Toluol versetzt und i. Vak. bzw. i. Hochvak.
von Reagenzien und Losungsmitteln befreit. Der gelbe Riickstand (295 mg) wird dreimal mit
50 ml Toluol kodestilliert. Die Reinigung des Peptids erfolgt mittels priparativer RP-HPLC.
R = 31.23 min (Gerit 1, Siule: Luna-1, Gradient: Ana-10), R; = 27.63 min (Gerit 2, Siule:
Luna-2, Gradient: Semiprip-7).
Ausbeute: 98 mg (26.7 umol, 27 %); farbloses Lyophilisat [e]3* = — 63.7 (¢ = 1.00, MeOH).
ESI-MS (positiv): [m/z] = 1834.47 ((M+2H]**, ber.: 1834.47).

122332 ((M+3H]*", ber.: 1223.22).
C157H237N37054 (3666.77)

N-Acetyl-L-valyl-L-glutaminyl-glycyl-L-glutamyl-L-glutamyl-L-seryl-L-asparaginyl-L-
aspartyl-L-lysin-9-amido-4,7-dioxa-nonanylamid o-N-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-
L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-0-(2-acetamido-2-desoxy-6-0-[(5-acetamido-3,5-
didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat |-a-D-galactop yranosyl)-L-seryl-
L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolin (174)
(Ac-Val-GIn-Gly-Glu-Glu-Ser-Asn- Asp-Lys-HN-(CH,CH,0):(CH»),CONH-Ala-Pro-Pro-
Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser(a-NeuNAcCOOH-(2-6)-u-GalNAc)-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-
Ala-Pro-OH)
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98 mg (27.4 pmol) des glycosylierten Konjugats 165 werden in 3('ml Methanol geldst und
mit 0.5 ml Essigsdure und 40 mg Palladium (10 %) auf Aktivkohle versetzt. Durch

HNTRG HO" Yo

mehrmaliges Evakuieren und Fluten mit Argon wird griindlich entgast. Der Ansatz wird 13 h
bei Raumtemp. unter 1 bar Wasserstoffatmosphiire geriihrt. Danach wird die Wasserstoff-
atmosphére gegen eine Argonatmosphire ausgetauscht und die Mischung {iber einer
Kartusche mit C18-Siulenmaterial filtriert. Die kleine Sidule wird mehrmals mit reinem
Methanol gespiilt und das Filtrat i. Vak. von den Losungsmitteln befreit. Der Riickstand
(106 mg quant.) wird einige Male mit Toluol kodestilliert und ohne Reinigung der
nachfolgenden Reaktion unterworfen. Ry = 26.21 min (Gerit 3, Siule: A-1, Gradient: A-2).
ESI-MS (positiv): [m/z] = 1788.96 ([M+2H]**, ber.: 1788.81).

1192.97 ((M+3H1*", ber.: 1192.87).
Ci50H231N37064 (3576.65)
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N-Acetyl-L-valyl-L-glutaminyl-glycyl-L-glutamyl-L-glutamyl-L-seryl-L-asparaginyl-L-
aspartyl-L-lysin-9-amido-4,7-dioxa-nonanylamid o-N-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-
alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-O-[ 2-acetamido-3-0-(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-p-
D-galactopyranosyl)-2-desoxy-6-0-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-
didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat |-a-D-galactopyranosyl |-L-
seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolin (166)
(Ac-Val-Gln-Gly-Glu-Glu-Ser-Asn- Asp-Lys-HN-(CH,CH»0):(CH»),CONH-Ala-Pro-Pro-
Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser[a-3-(B-AcaGal)-(a-AcyNeuNAcCOOBN-(2-6))-a-GalN Ac]-Ala-
Pro-Asp- Thr—Arg Pro-Ala-Pro-OH)

HH;
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Ausgehend von 136 mg (0.10 mmol der Startaminosiure) des mit 2-CT-Pro versehenen
Polystyrol-Harzes 137 (Beladung: 0.74 mmol/g) wird das Peptid nach dem allgemeinen
Protokoll der automatisierten Festphasensynthese (vgl. Seite 303) aufgebaut. Die Kupplung
der glycosylierten Aminosiure 49 erfolgt halbautomatisch im Reaktor des Peptidsynthesizers.
Hierbei wird das deblockierte Harz mit einer Losung aus 226.0 mg (0.160 mmol, 1.60 Aquiv.)
Fmoc-Ser[a-3-(B-AcsGal)-(a-AcsNeuNAcCOOBn-(2-6))-a-GalNAc]-OH  (49), 67.0 mg
(0.176 mmol, 1.76 Aquiv.) HATU, 25.0 mg (0.184 mmol, 1.84 Aquiv.) HOAt, 36.0 mg
(0.356 mmol, 3.56 Aquiv.) NMM in 2 ml NMP versetzt und 16 h geschiittelt (30 sec. Vortex,
30 sec. Stillstand). Danach wird abfiltriert und mit NMP sowie Dichlormethan gewaschen.
Nicht umgesetzte freie Aminogruppen werden mit Capping-Reagenz blockiert, die Fmoc-
Schutzgruppe durch Piperidin abgespalten, mit NMP und Dichlormethan gewaschen und im
Stickstoffstrom getrocknet. Fiir die folgenden Aminosiuren L-Threonin und 1.-Valin wird eine
Doppelkupplung durchgefiihrt. Die nachfolgenden sechs Aminosduren werden nach dem
Standardprotokoll gekuppelt. Die Anbindung des Diethylenglycolspacers erfolgt wieder
halbautomatisch im Reaktor des Peptidsynthesizers mit einer Losung aus 160.0 mg (0.400
mmol, 4.00 Aquiv.) FmocNH-Dispa-CO-H (63), 167.0 mg (0.439 mmol, 439 Aquiv.)
HATU, 62.0 mg (0.456 mmol, 4.56 Aquiv.) HOALt, 89.0 mg (0.880 mmol, 8.80 Aquiv.) NMM
in 2 ml NMP versetzt und 12 h geschiittelt (30 sec. Vortex, 30 sec. Stillstand). Im letzten
Teilschritt wird die Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin  abgespalten, mit NMP und
Dichlormethan gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet. Fiir die darauf folgenden
Aminosiuren L-Lysin und L-Asparaginsidure wird eine Doppelkupplung durchgefiihrt. Die

restlichen sieben Aminosiuren werden nach dem Standardprotokoll gekuppelt. Das terminale
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L-Valin wird durch doppeltes Capping acetyliert. Das polymergebundene Peptid wird in eine
6 ml Spritze mit Spritzenfilter tiberfiithrt und i. Hochvak. getrocknet. Es werden 551 mg eines
Peptidpolymer-Adduktes (A = 415 mg Rohpeptid) erhalten. Zur Abspaltung des Peptids wird
das Harz in einen Festphasenreaktor (6 ml Spritze mit Spritzenfilter) iiberfithrt und 1 h in 6 ml
einer Mischung aus 15 ml Trifluoressigsdure, 0.9 ml Triisopropylsilan und 0.9 ml
destilliertem Wasser geschiittelt. Das Produkt wird vom Harz abgetrennt, wobei das Harz
dreimal mit 4 ml der genannten Mischung gespiilt wird. Die vereinigten Filtrate werden mit
Toluol versetzt und i. Vak. bzw. i. Hochvak. von Reagenzien und L.&sungsmitteln befreit. Der
gelbe Riickstand (346 mg) wird dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert. Die Reinigung des
Peptids erfolgt mittels priparativer RP-HPLC. R; = 2091 min (Gerdt 1, Siule: Luna-1,
Gradient: Ana-11), Ry = 28.45 min (Geriit 2, Siule: Luna-2, Gradient: Semiprip-6).
Ausbeute: 102 mg (26.1 umol, 26 %); farbloses Lyophilisat, [a]53*= — 62.4 (c=1.00,
MeOH).
ESI-MS (positiv): [m/z7] = 1957.56 ((M+2H]*", ber.: 1957.37).

1305.04 ([M+3H]*, ber.: 1304.91).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1956.3687 (IM+2H]*, ber.: 1956.3662).
C167H251N37071 (3912.99)

N-Acetyl-L-valyl-L-glutaminyl-glycyl-L-glutamyl-L-glutamyl-L-seryl-L-asparaginyl-L-
aspartyl-L-lysin-9-amido-4,7-dioxa-nonanylamid o-N-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-
alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-0-[ 2-acetamido-3-O-(p-D-galactopyranosyl)-
2-desoxy-6-0-[ (5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-
onat]-a-D-galactopyranosyl|-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-
L-prolyl-L-alanyl-L-prolin (177)

(Ac-Val-GIn-Gly-Glu-Glu-Ser-Asn- Asp-Lys-HN-(CH,CH;0):(CH»),CONH-Ala-Pro-Pro-
Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser[a-3-(B-Gal)-(a-NeuNAcCOOH-(2-6))-a-GalNAc]-Ala-Pro-Asp-
Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-OH)

HO\ 20 MH; NH,
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102 mg (26.1 umol) des glycosylierten Konjugats 166 werden in 15 ml einer wissrigen
Natriumhydroxid-Losung (pH = 10.5) gelost und durch Zugabe einer Natriumhydroxid-
Stammlodsung auf einen pH-Wert von 11.0 eingestellt. Der Reaktionsfortschritt wird durch
analytische RP-HPLC verfolgt. Durch Zugabe wissriger Natriumhydroxid-Losung wird der
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N-Acetyl-L-valyl-L-glutaminyl-glycyl-L-glutamyl-L-glutamyl-L-seryl-L-asparaginyl-L-
aspartyl-L-lysin-9-amido-4,7-dioxa-nonanylamid o-N-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-
alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-(O-acetyl-2-desoxy-a-D-galacto-
pyranosyl)-L-threonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyra-
nosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-
prolin (167)

(Ac-Val-Gln-Gly-Glu-Glu-Ser-Asn- Asp-Lys-HN-(CH>,CH,0)2(CH2),CONH-Ala-Pro-Pro-Ala-
His—Gly—Val—Thr(a—Gal—AcaNAc)—Ser(a—GalAc3NAc)—A1a—I:Oroo;Asp—Thr—Arg—Pro—Ala—Pro—OH)

RISWCY/IE s S - SIS FETIUY s /SUF: FE o cEWOE-R
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Ausgehend von 130 mg (0.10 mmol der Startaminosiure) des I;;c_it 2-CT-Pro verschenen
Polystyrol-Harzes 137 (Beladung: 0.77 mmol/g) wird das Peptid nach dem allgemeinen
Protokoll der Festphasensynthese (vel. Seite 303) aufgebaut. Die Kupplung der glycosylierten
Aminosduren 17 und 14 erfolgt halbautomatisch im Reaktor des Peptidsynthesizers. Hierbei
wird das deblockierte Harz mit einer Losung aus 105.0 mg (0.160 mmol, 1.60 Aquiv.) Fmoc-
Ser(a-GalAc:NAc)-OH (17), 67.0 mg (0.176 mmol, 1.76 Aquiv.) HATU, 24.0 mg (0.176
mmol, 1.76 Aquiv.) HOAt und 36.0 mg (0.356 mmol, 3.56 Aquiv.) NMM in 2 ml NMP
versetzt und 8 h geschiittelt (30 sec. Vortex, 30 sec. Stillstand). Danach wird abfiltriert und
mit NMP sowie Dichlormethan gewaschen. Nicht umgesetzie freie Aminogruppen werden
mit Capping-Reagenz blockiert. Die Fmoc-Schutzgruppe wird durch Piperidin abgespalten,
mit NMP und Dichlormethan gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet. Direkt im
Anschluss erfolgt die Kupplung mit 107.0 mg (0.160 mmol, 1.60 Aquiv.) Fmoc-Thr(o-
GalAc:NAc)-OH (14), 67.0 mg (0.176 mmol, 1.76 Aquiv.) HATU, 24.0 mg (0.176 mmol,
1.76 Aquiv.) HOAt und 36.0 mg (0.356 mmol, 3.56 Aquiv.) NMM in 2 ml NMP, wobei die
Losung 12 h geschiittelt wird (30 sec. Vortex, 30 sec. Stillstand). Fiir die darauf folgenden
Aminosduren L-Valin und Glycin wird eine Doppelkupplung durchgefiihrt. Die restlichen
fiinf Aminosiduren werden nach dem Standardprotokoll gekuppelt. Die Anbindung des
Diethylenglycolspacers erfolgt halbautomatisch im Reaktor des Peptidsynthesizers mit einer
Losung aus 160.0 mg (0.600 mmol, 4.00 Aquiv.) FmocNH-Dispa-CO,H (63), 167.0 mg
(0.439 mmol, 4.39 Aquiv.) HATU, 62.0 mg (0.456 mmol, 4.56 Aquiv.) HOAt und 89.0 mg
(0.880 mmol, 8.80 Aquiv.) NMM in 2 ml NMP, wobei 16 h geschiittelt wird (30 sec. Vortex,
30 sec. Stillstand). Im letzten Teilschritt die Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin abgespalten,
mit NMP und Dichlormethan gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet. Die restlichen
neun Aminosiuren werden nach dem Standardprotokoll gekuppelt, wobei fiir L-Lysin eine

Doppelkupplung  durchgefithrt wird. Im letzten Teilschritt wird die terminale
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Fmoc-Schutzgruppe abgespalten und ein  doppeltes Capping durchgefithrt. Das
polymergebundene Peptid wird in eine 6 ml Spritze mit Spritzenfilter iiberfithrt und
i. Hochvak. getrocknet. Es werden 462 mg eines Peptidpolymer-Adduktes (A = 332 mg
Rohpeptid) erhalten. Zur Abspaltung des Peptids wird das Harz im Festphasenreaktor (6 ml
Spritze mit Spritzenfilter) 1 h in 6 ml einer Losung aus 15 ml Trifluoressigsiure, 0.9 ml
Triisopropylsilan und 0.9 ml destilliertem Wasser geschiittelt. Das Produkt wird vom Harz
abgetrennt, wobei das Harz dreimal mit 4 ml der genannten Losung gespiilt wird. Die
vereinigten Filtrate werden mit Toluol versetzt und i. Vak. bzw. i. Hochvak. von Reagenzien
und Losungsmitteln befreit. Der gelbe Riickstand (342 mg) wird dreimal mit 50 ml Toluol
kodestilliert. Die Reinigung des Peptids erfolgt mittels praparativer RP-HPLC. Ry = 21.35 min
(Gerit 1, Sdule: Luna-1, Gradient: Ana-12), Ry = 43.30 min (Gerit 2, Siule: Luna-1, Gradient:
Prip-6).

Ausbeute: 100 mg (28.7 umol, 29 %); farbloses Lyophilisat [«]3* = — 51.0 (¢ = 1.00, MeOH).
ESI-MS (positiv): [m/7] = 1163.53 ((M+3H]*, ber.: 1163.54).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1177.8510 ((IM+H+2Na]*, ber.: 1177.8557).

C147H227N37061 (3488.59)

N-Acetyl-L-valyl-L-glutaminyl-glycyl-L-glutamyl-L-glutamyl-L.-seryl-L-asparaginyl-L-
aspartyl-L-lysin-9-amido-4,7-dioxa-nonanylamido-N-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-
alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-
threonyl-0-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl )-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-
aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolin (173)
(Ac-Val-Gln-Gly-Glu-Glu-Ser-Asn- Asp-Lys-HN-(CH,CH,0):(CH»).CONH-Ala-Pro-Pro-
Ala-His-Gly-Val-Thr(a-GalNAc)-Ser(a-GalN Ac)-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-OH)

OHOH
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50mg (14.3 ymol) des Konjugats 167 werden in 20 ml Methanol unter Kontrolle des
pH-Wertes mit einer frisch hergestellten 1%igen methanolischen Natrivmmethanolat-Losung
tropfenweise versetzt. Die Losung wird 12 h bei pH 9.5 geriihrt und der Reaktionsfortschritt
durch analytische RP-HPLC verfolgt. Durch Zugabe methanolischer Natriummethanolat-
Losung wird der pH-Wert bis zum vollstindigen Umsatz auf 10.5 gehalten. AnschlieBend
neutralisiert man die Reaktionsmischung durch Zugabe konz. Essigsidure, entfernt Essigsaure

und die Losungsmittel i. Vak. und kodestilliert dreimal mit 50 ml Toluol. Der gelbe
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N-Acetyl-L-valyl-L-glutaminyl-glycyl-L-glutamyl-L-glutamyl-L-seryl-L-asparaginyl-L-
aspartyl-L-lysin-9-amido-4,7-dioxa-nonanylamid o-N-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-
alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-3,4-di-O-acetyl-2-desoxy-6-O-[ benzyl-(5-
acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyrano-
syl)-onat|-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-0-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-
a-D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-
prolyl-L-alanyl-L-prolin (168)

(Ac-Val-Gln-Gly-Glu-Glu-Ser-Asn- Asp-Lys-HN-(CH,CH,0):(CH2),CONH-Ala-Pro-Pro-Ala-
His-Gly-Val-Thr(a-AcsNeuNAcCOOBn-(2-6)-a- GalAczNAc) Ser(a-GalAc.NAc¢)-Ala-Pro-

COCEn

Asp—Thr—Arg—Pro—Ala—Pro—OH) N
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Ausgehend von 136 mg (0.10 mmol der Startaminosiure) des mit 2-CT-Pro versehenen
Polystyrol-Harzes 137 (Beladung: 0.74 mmol/g) wird das Peptid nach dem allgemeinen
Protokoll der automatisierten Festphasensynthese (vgl. Seite 303) aufgebaut. Die Kupplung
der glycosylierten Aminosiuren 17 und 27 erfolgt halbautomatisch im Reaktor des
Peptidsynthesizers. Hierbei wird das deblockierte Harz mit einer Losung aus 131.0 mg (0.200
mmol, 2.00 Aquiv.) Fmoc-Ser(a-GalAc:NAc)-OH (17), 83.0 mg (0.218 mmol, 2.18 Aquiv.)
HATU, 31.0 mg (0.228 mmol, 2.28 Aquiv.) HOAL, 44.0 mg (0.435 mmol, 4.35 Aquiv.) NMM
in 2 ml NMP versetzt und 8 h geschiittelt (30 sec. Vortex, 30 sec. Stillstand). Danach wird
abfiltriert und mit NMP sowie Dichlormethan gewaschen. Nicht umgesetzte freie
Aminogruppen werden mit Capping-Reagenz blockiert, die Fmoc-Schutzgruppe durch
Piperidin abgespalten mit NMP und Dichlormethan gewaschen und im Stickstoffstrom
getrocknet. Direkt im Anschluss erfolgt die Kupplung mit 189 mg (0.160 mmol, 1.60 Aquiv.)
Fmoc-Thr(a-AcyNeuNAcCOOBn-(2-6)-u-GalAc,NAc)-OH (27), 67.0 mg (0.176 mmol, 1.76
Aquiv.) HATU, 24.0 mg (0.176 mmol, 1.76 Aquiv.) HOAt und 36.0 mg (0.356 mmol, 3.56
Aquiv.) NMM in 2 ml NMP. Die Losung wird 12 h geschiittelt (30 sec. Vortex, 30 sec.
Stillstand), danach abfiltriert und mit NMP sowie Dichlormethan gewaschen. Nicht
umgesetzte freie Aminogruppen werden mit Capping-Reagenz blockiert, die Fmoc-
Schutzgruppe durch Piperidin abgespalten, mit NMP und Dichlormethan gewaschen und im
Stickstoffstrom getrocknet. Fiir die darauf folgenden Aminosduren L-Valin und Glycin wird
eine Doppelkupplung durchgefiihrt. Die folgenden fiinf Aminosiuren werden nach dem
Standardprotokoll  gekuppelt. Die Anbindung des Diethylenglycolspacers erfolgt
halbautomatisch im Reaktor des Peptidsynthesizers mit einer Losung aus 120.0 mg
(0.300 mmol, 3.00 Aquiv.) FmocNH-Dispa-CO-H (63), 126.0 mg (0.331 mmol, 3.31 Aquiv.)






EXPERIMENTELLER TEIL 375

N-Acetyl-L-valyl-L-glutaminyl-glycyl-L-glutamyl-L-glutamyl-L-seryl-L-asparaginyl-L-
aspartyl-L-lysin-9-amido-4,7-dioxa-nonanylamid o-N-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-
alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-6-0-[ (5-acetamid o-3,5-
didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat |-a-D-galactop yranosyl)-L-
threonyl-0-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl )-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-
aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolin (175)
(Ac-Val-Gln-Gly-Glu-Glu-Ser-Asn- Asp-Lys-HN-(CH>,CH,0)2(CH2),CONH-Ala-Pro-Pro-Ala-
His—Gly—Val—Thr(a—NeuNAcCOOH—(2—6)—(1—GalNAc);OSer(g;HGalAgNAc)—Ala—Pro—Asp—Thr—
Arg-Pro-Ala-Pro-OH) i
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64 mg (16.0 pmol) des glycosylierten Konjugats 168 werden inHD38 ml Methanol mit 0.5 ml
Essigsdure sowie 35 mg Palladium (10 %) auf Aktivkohle versetzt. Durch mehrmaliges
Evakuieren und Fluten mit Argon wird griindlich entgast. Der Ansatz wird 36 h bei
Raumtemp. unter 1 bar Wasserstoffatmosphire geriihrt. Der Reaktionsumsatz wird durch
analytische RP-HPL.C vor dem Abbruch iberpriift. Die Wasserstoffatmosphire wird gegen
eine Argonatmosphiire ausgetauscht und die Mischung iiber eine Kartusche mit
C18-Siulenmaterial filtriert. Die kleine Sidule wird mehrmals mit reinem Methanol gespiilt
und das Filtrat i. Vak. von den Losungsmitteln befreit. Der Riickstand (70 mg) wird einige
Male mit Toluol kodestilliert und ohne Reinigung der nachfolgenden Reaktion unterworfen.
R¢=45.26 min (Geriit 3, Siule: A-1, Gradient: A-1).
Ci64H250N35072 (3905.95)
Das rohe Peptid wird in 30 ml Methanol gelost und unter Kontrolle des pH-Wertes mit einer
frisch hergestellten 1%igen methanolischen Natrium-methanolat-Losung  tropfenweise
versetzt. Die Losung wird 50 h bei einem pH-Wert zwischen 10.0 — 10.5 geriihrt und der
Reaktionsfortschritt durch analytische RP-HPL.C verfolgt. Durch Zugabe methanolischer
Natriummethanolat-1.6sung wird der pH-Wert bis zum vollstindigen Umsatz nachreguliert.
AnschlieBend neutralisiert man die Reaktionsmischung durch Zugabe konz. Essigsiure,
entfernt Essigséiure und die Losungsmittel i. Vak. und kodestilliert dreimal mit 50 ml Toluol.
Die Reinigung des Peptids (78 mg) erfolgt mittels priparativer RP-HPLC.
R¢=27.33 min und 29.05 min (Gerit 3, Siule: A-1, Gradient: A-1), R; = 26.56 min und 29.02
min (Geriit 3, Sdule: SP-1, Gradient: SP-1).
Ausbeute: 38 mg (10.8 umol, 68 %); farbloses Lyophilisat, [a]3! = —41.3 (¢ = 1.00, MeOH).
600 MHz-"H-NMR ['H-'"H-COSY, HMBC, TOCSY] (DMSO-dy): [é/ppm] = 8.89 (s, 1H,
Hoa-His), 8.32 — 8.19 (m, 4H, NH-Asn {8.26}, NH-Aspq 5, {8.26}, NH-Gly; {8.24}), 8.18 —
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N-Acetyl-L-valyl-L-glutaminyl-glycyl-L-glutamyl-L-glutamyl-L-seryl-L-asparaginyl-L-
aspartyl-L-lysin-9-amido-4,7-dioxa-nonanylamid o-N-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-
alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-3,4-di-O-acetyl-2-desoxy-6-O-[ benzyl-(5-
acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-u-D-galacto-non-2-ulopyra-
nosyl)-onat|-«-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-O-(2-acetamido-3,4-di-O-acetyl-2-desoxy-
6-0-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-
2-ulopyranosyl)-onat]-a-D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-
threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolin (169)

(Ac-Val-Gln-Gly-Glu-Glu-Ser-Asn- Asp-Lys-HN-(CH,CH»0)>(CH»),CONH-Ala-Pro-Pro-
Ala-His-Gly-Val-Thr(a- AcsNeuNAcCOOBn-(2-6)-a-Gal AcoNAC)-Ser(a-AcsNeuNAc-
COOBn—(2—6)—(1—GalAczNAc)—Ala—Pro—Asp—Thr—Arg—I;Eo—Ala—Pro—OH)
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Ausgehend von 135 mg (0.10 mmol der Startaminosiure) des mit 2-CT-Pro versehenen
Polystyrol-Harzes 137 (Beladung: 0.74 mmol/g) wird das Peptid nach dem allgemeinen
Protokoll der Festphasensynthese (vel. Seite 303) aufgebaut. Die Kupplung der glycosylierten
Aminosiuren 31 und 27 erfolgt halbautomatisch im Reaktor des Peptid-synthesizers. Hierbei
wird das deblockierte Harz mit einer Losung aus 186.0 mg (0.160 mmol, 1.60 Aquiv.) Fmoc-
Ser(a-AcsNeuNAcCOOBn-(2-6)-a-GalAcosNAc)-OH  (31), 76.0 mg (0.200 mmol, 2.00
Aquiv.) HATU, 28.5 mg (0.209 mmol, 2.09 Aquiv.) HOALt, 36.0 mg (0.356 mmol, 3.56
Aquiv.) NMM in 2 ml NMP versetzt und 16 h geschiittelt (30 sec. Vortex, 30 sec. Stillstand).
Danach wird abfiltriert und mit NMP sowie Dichlormethan gewaschen. Nicht umgesetzie
Aminogruppen werden mit Capping-Reagenz blockiert, die Fmoc-Schutzgruppe durch
Piperidin abgespalten, mit NMP und Dichlormethan gewaschen und im Stickstoffstrom
getrocknet. Direkt im Anschluss erfolgt die Doppelkupplung mit 189 mg (0.160 mmol, 1.60
Aquiv.) Fmoc-Thr(a-Ac;NeuNAcCOOBn-(2-6)-a-GalAc,NAc)»-OH  (27), 76.0 mg (0.200
mmol, 2.00 Aquiv.) HATU, 28.5 mg (0.209 mmol, 2.09 Aquiv.) HOAL, 36.0 mg (0.356
mmol, 3.56 Aquiv.) NMM in 2 ml NMP. Es wird 16 h geschiittelt (30 sec. Vortex, 30 sec.
Stillstand), danach abfiltriert, mit NMP und Dichlormethan gewaschen und die Kupplung
wiederholt. Sowohl fiir die darauf folgenden sieben Aminoséuren als auch fiir den
Diethylenglycolspacer  erfolgt  eine Doppelkupplung. Die  Anbindung des
Diethylenglycolspacers erfolgt halbautomatisch im Reaktor des Peptidsynthesizers mit einer
Losung aus 120.0 mg (0.300 mmol, 3.00 Aquiv.) FmocNH-Dispa-CO,H (63), 144.0 mg
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N-Acetyl-L-valyl-L-glutaminyl-glycyl-L-glutamyl-L-glutamyl-L-seryl-L-asparaginyl-L-
aspartyl-L-lysin-9-amido-4,7-dioxa-nonanylamid o-N-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-
alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-6-0-[ (5-acetamid o-3,5-
didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat |-a-D-galactop yranosyl)-L-
threonyl-0-(2-acetamido-2-desoxy-6-0-[(5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-
galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat |-a-D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-
aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolin (176)
(Ac-Val-GIn-Gly-Glu-Glu-Ser-Asn- Asp-Lys-HN-(CH,CH;0):(CH»),CONH-Ala-Pro-Pro-
Ala—His—Gly—Val—Thr(a—NeuNAcCOOH—(2—6)—a—GalNﬁAc)—S er(a-NeuNAcCOOH-(2-6)-u-

- H Q0H
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70 mg (15.5 pmol) des glycosylierten Konjugats 169 werden in 35 ml Methanol mit 0.5 ml
Essigsiure sowie 40 mg Palladium (10 %) auf Aktivkohle versetzt. Durch mehrmaliges
Evakuieren und Fluten mit Argon wird griindlich entgast. Der Ansatz wird 27 h bei
Raumtemp. unter 1 bar Wasserstoffatmosphiire geriihrt. Der Reaktionsumsatz wird durch
analytische RP-HPLC vor Abbruch iiberpriift. Danach wird die Wasserstoffatmosphire gegen
eine Argonatmosphire ausgetauscht und die Mischung iber eine Kartusche mit
(C18-Sdulenmaterial filtriert. Die kleine Siule wird mehrmals mit reinem Methanol gespiilt
und das Filtrat i. Vak. von den Losungsmitteln befreit. Der Riickstand (50 mg) wird einige
Male mit Toluol kodestilliert und ohne Reinigung der nachfolgenden Reaktion unterworfen.
R =37.28 min (Gerit 3, Siule: A-1, Gradient: A-1).
ESI-MS (positiv): m/z] = 1441.95 ((M+3H]**, ber.: 1441.94).

1081.57 ((M+4H]*, ber.: 1081.72).
Cis1H273N39043 (4323.32)
Das rohe Glycopeptid wird in 25 ml Methanol geldst und unter Kontrolle des pH-Wertes mit
einer frisch hergestellien 1%igen methanolischen Natrium-methanolat-Lésung tropfenweise
versetzt. Die Losung wird 36 h bei einem pH-Wert zwischen 9.5 — 10.0 geriihrt und der
Reaktionsfortschritt tiber die analytische RP-HPLC verfolgt. Durch Zugabe methanolischer
Natriummethanolat-1.6sung wird der pH-Wert bis zum vollstindigen Umsatz nachreguliert.
Anschliefend neutralisiert man die Reaktionsmischung durch Zugabe konz. Essigsiure,
entfernt Essigsiure und die Losungsmittel i. Vak. und kodestilliert dreimal mit 50 ml Toluol.

Die Reinigung des Peptids (76 mg) erfolgt mittels priparativer RP-HPLC. R;=35.33 min
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N-Acetyl-L-valyl-L-glutaminyl-glycyl-L-glutamyl-L-glutamyl-L-seryl-L-asparaginyl-L-
aspartyl-L-lysin-9-amido-4,7-dioxa-nonanylamid o-N-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-
alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-3,4-di-O-acetyl-2-desoxy-6-O-[ benzyl-(5-
acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-u-D-galacto-non-2-ulopyra-
nosyl)-onat|-a-D-galactopyranosyl)-L-seryl-O-(2-acetamido-3,4-di-O-acetyl-2-desoxy-6-
O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-
ulopyranosyl)-onat]-a-D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-
threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolin (170)

(Ac-Val-Gln-Gly-Glu-Glu-Ser-Asn- Asp-Lys-HN-(CH,CH»0)>(CH»),CONH-Ala-Pro-Pro-
Ala-His-Gly-Val-Ser(a-AcaNeuNAcCOOBn-(2-6)-a-GalAcoNAc)-Ser(a- AcsNeuNAc-
COOBn—(2—6)—(1—GalAczNAc)—Ala—Pro—Asp—Thr—Arg—I:cgo;A}c%;"Pro—OH)
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Ausgehend von 135 mg (0.10 mmol der Startaminosiure) des mit O;—CT—Pro versehenen
Polystyrol-Harzes 137 (Beladung: 0.74 mmol/g) wird das Peptid nach dem allgemeinen
Protokoll der Festphasensynthese (vgl. Seite 303) aufgebaut. Die Kupplung der beiden
glycosylierten Aminosiuren 31 erfolgt halbautomatisch im Reaktor des Peptidsynthesizers.
Hierbei wird das deblockierte Harz mit einer Losung aus 186.0 mg (0.160 mmol, 1.60 Aquiv.)
Fmoc-Ser(a-AcsNeuNAcCOOBn-(2-6)-u-GalAcoNAcC)-OH (31), 76.0 mg (0.200 mmol, 2.00
Aquiv.) HATU, 28.5 mg (0.209 mmol, 2.09 Aquiv.) HOAt und 36.0 mg (0.356 mmol, 3.56
Aquiv.) NMM in 2 ml NMP versetzt und 16 h geschiittelt (30 sec. Vortex, 30 sec. Stillstand).
Danach wird abfiltriert und mit NMP sowie Dichlormethan gewaschen. Nicht umgesetzte
Aminogruppen werden mit Capping-Reagenz blockiert. Die Fmoc-Schutzgruppe wird durch
Piperidin abgespalten, mit NMP und Dichlormethan gewaschen und im Stickstoffstrom
getrocknet. Direkt im Anschluss erfolgt die Doppelkupplung mit 186.0 mg (0.160 mmol,
1.60 Aquiv.) Fmoc-Ser(a-AcyNeuNAcCOOBn-(2-6)-a-GalAc,NAc)-OH (31), 76.0 mg
(0.200 mmol, 2.00 Aquiv.) HATU, 28.5 mg (0.209 mmol, 2.09 Aquiv.) HOAt und 36.0 mg
(0.356 mmol, 3.56 Aquiv.) NMM in 2 ml NMP. Es wird 16 h geschiittelt (30 sec. Vortex, 30
sec. Stillstand). Danach wird abfiltriert, mit NMP und Dichlormethan gewaschen und die
Kupplung wiederholt. Nach der Doppelkupplung werden nicht umgesetzte Aminogruppen mit
Capping-Reagenz blockiert, die Fmoc-Schutzgruppe durch Piperidin abgespalten, mit NMP
und Dichlormethan gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet. Fiir die darauf folgenden

Aminosiduren L-Valin, Glycin, L-Histidin und L-Alanin wird eine Doppelkupplung
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N-Acetyl-L-valyl-L-glutaminyl-glycyl-L-glutamyl-L-glutamyl-L-seryl-L-asparaginyl-L-
aspartyl-L-lysin-9-amido-4,7-dioxa-nonanylamid o-N-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-
alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-6-0-[ (5-acetamid o-3,5-
didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat |-a-D-galactop yranosyl)-L-
threonyl-0-(2-acetamido-2-desoxy-6-0-[(5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-
galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat |-a-D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-
aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolin (178)
(Ac-Val-GIn-Gly-Glu-Glu-Ser-Asn- Asp-Lys-HN-(CH,CH;0):(CH»),CONH-Ala-Pro-Pro-
Ala-His-Gly-Val-Ser(a-NeuNAcCOOH-(2-6)-a-GalN Ac)-Ser(a-NeuNAcCOOH-(2-6)-a-

OH CO0H
H
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21 mg (4.7 umol) des glycosylierten Konjugats 170 werden in 15 ml einer wissrigen
Natriumhydroxid-L.osung mit einem pH-Wert von 10.5 gel¢st und durch Zugabe einer
Natriumhydroxid-Stammlosung auf pH 11.0 nachreguliert. Der Reaktionsfortschritt wird iiber
die analytische RP-HPLC verfolgt. Durch Zugabe wiissriger Natriumhydroxid-Lésung wird
der pH-Wert bis zum vollstindigen Umsatz bei 11.0 gehalten. AnschlieBend neutralisiert man
die Reaktionsmischung durch Zugabe konz. Essigsiure, entfernt Essigsiure und die
Losungsmittel i. Vak. und kodestilliert dreimal mit 50 ml Toluol. Die Reinigung des Peptids
(46 mg) erfolgt mittels praparativer RP-HPLC. R; = 34.51 min (Gerit 3, Sdule: A-1, Gradient:
A-1), Ry =28.00 — 32.00 min (Geriit 3, Sdule: SP-1, Gradient: SP-1).

Ausbeute: 8 mg (2.1 pmol, 49 %): farbloses Lyophilisat.

Auf eine weitere Charakterisierung wird aufgrund der geringen Ausbeute verzichtet.

ESI-MS (positiv): fm/z] = 1269.19 ((M+3H]*, ber.: 1269.24).

C156H247N39071 (3804.85)
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5.10.3.2 Die Synthese von MUC1 Ovasy; _ 339-Konjugaten

N-Acetyl-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-
L-valyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-O-
(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl )-L-seryl-L-alanyl-L-
prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-seryl-9-
amido-4,7-dioxanonanylamido-N-L-isoleucyl-L-seryl-L-glutaminyl-L-alanyl-L-valyl-L.-
histidyl-L-alanyl-L-alanyl-L-histid yl-L-alanyl-L-glutamyl-L-isoleucyl-L-asparaginyl-L-
glutamyl-L-alanyl-glycyl-L-arginin (180)
(Ac-Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(a-GalAcsNAc)-Ser(a-Gal AcsNAc)-Ala-
Pro-Asp-Thr-Arg-Pro- Ala-Pro-Gly-Ser-HN-(CH,CH0),(CH2),CONH-Ile-Ser-Gln- Ala- Val-
His—Ala—Ala—His—Ala_—g}lu—lle—Asn—Glu—Ala—Gly—Arg—OH)

& -
e e A Dl A Ay Ay A

:
Ausgehend von 313 mg 7'20.05 mmol der Startaminosiure) des mit Tentagel® R PHB-
Arg(Pmc) Fmoc versehenen Polystyrol-Harzes 179 (Beladung: (.16 mmol/g) wird das Peptid
nach dem allgemeinen Protokoll der Festphasensynthese (vgl. Seite 303) aufgebaut. Die
Anbindung des Diethylenglycolspacers erfolgt halbautomatisch im Reaktor des
Peptidsynthesizers. Hierbei wird das deblockierte Harz mit einer Losung aus 120.0 mg
(0.300 mmol, 6.00 Aquiv.) FmocNH-Dispa-CO,H (63), 126.0 mg (0.331 mmol, 6.62 Aquiv.)
HATU, 47.0 mg (0.345 mmol, 6.90 Aquiv.) HOAt und 66.0 mg (0.652 mmol, 7.04 Aquiv.)
NMM in 2 ml NMP versetzt und 16 h geschiittelt (30 sec. Vortex, 30 sec. Stillstand). Im
letzten Teilschritt wird die Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin abgespaltent, mit NMP und
Dichlormethan gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet. Fiir die darauf folgenden
Aminosiuren L-Serin und Glycin wird eine Doppelkupplung durchgefiihrt. Die folgenden
acht Aminosiuren werden nach dem Standardprotokoll gekuppelt. Die Kupplung der
glycosylierten Aminosduren 17 und 14 erfolgt halbautomatisch im Reaktor des
Peptidsynthesizers. Hierbei wird das deblockierte Harz mit einer L.osung bestehend aus 65.0
mg (0.099 mmol, 1.98 Aquiv.) Fmoc-Ser(u-GalAc:NAc)-OH (17), 42.0 mg (0.110 mmol,
2.21 Aquiv.) HATU, 16.0 mg (0.118 mmol, 2.35 Aquiv.) HOAt und 23.0 mg (0.227 mmol,
4.55 Aquiv.) NMM in 1.5 ml NMP versetzt und 16 h geschiittelt (30 sec. Vortex, 30 sec.
Stillstand). Danach wird abfiltriert und mit NMP sowie Dichlormethan gewaschen. Nicht

umgesetzte Aminogruppen werden mit Capping-Reagenz blockiert, die Fmoc-Schutzgruppe
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58.80 (Pros®), 58.06 (Val,"), 57.99 (Thr,%), 57.68 (Thr,"), 57.27 (Val;"), 57.22 (Pros%), 56.46
(Pro”), 55.29 (Thrfy), 54.81 (Serns®). 54.45 (Ser,”), 51.42 (Glu,"), 51.40 (Gln® Glu,*,
Tleq ™), 51.09 (Hisg 23", 50.95 (Serly), 49.79 (Arg,"), 49.56 (Asn®), 49.52 (C2-GaIN™),
49.37 (C2-GalN®%), 49.22 (Arg,®), 49.07 (Asp®), 48.62 (Alag®), 48.02 (Ala,), 47.97 (Alas"),
4795 (Alag®), 47.91 (Alas"), 46.34 (Progasas’). 45.96 (Ala®), 45.93 (Ala,%). 45.85
(Alag 5"), 41.68 (Gly 1254, 40.03 (Arga ). 38.22 (C9-Spa), 36.59 (AsnP), 36.47 (Tleq "),
35.49 (C2-Spa), 35.48 (Asp"), 30.97 (GIn™), 29.99 (Valh), 29.91 (ValiP), 29.75 (Gluqp),
28.93 (Proy"), 28.78 (Pros"), 28.69 (Prog?), 28.54 (Pro,"), 27.66 (Arg 2)). 27.27 (Prost), 27.12
(GIn®, Glug o), 26.76 (His257), 24.67 (Argao)), 24.10 (Progzsas’), 23.92 (e, 23.41,
2235 (3 x CHs-Ac), 19.53 (Thr,"), 19.22 (Thry"), 19.38 (ThrYy), 18.85 (Vama) 18.24

>>>>>

(ekys 1), 10.67 (Tleq2P).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 1465.72 ((M+3H]**, ber.: 1465.71).
1099.65 (IM+4H]*", ber.: 1099.54).
C184H204N 55059 (4394.64)

N-Acetyl-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-
L-valyl-L-threonyl-O-(2-acetamido-3,4-di-O-acetyl-2-desoxy-6-0O-[benzyl-(5-acetamido-
4,7,8,9-tetra-0O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat |-a-
D-galactopyranosyl )-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-
L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-seryl-9-amido-4,7-dioxanonanylamido-/N-L-isoleucyl-L-seryl-
L-glutaminyl-L-alanyl-L-valyl-L-histidyl-L-alanyl-L-alanyl-L-histidyl-L-alanyl-L-
glutamyl-L-isoleucyl-L-asparaginyl-L-glutamyl-L-alanyl-glycyl-L-arginin (182)
(Ac-Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser(a- AcaNeuN AcCOOBn- (2-6)-a-
GalAc,NAC)-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-HN-(CH,CH>0).(CH,),CONH-Ile-
Ser-Gln-Ala-Val-His-Ala-Ala-His- Ala-Glu-Ile-Asn-Glu-Ala-Gly- Arg-OH)

w'TuﬁwnwMWW%%M%M%»vwwﬂrww@ww# E;*'p*“

Ausgehend von 125 mg (01 mmol der Startaminosiure) des mit 2-CT-Arg(Pmc) versechenen
Polystyrol-Harzes 181 (Beladung: 0.8 mmol/g) wird das Peptid nach dem allgemeinen
Protokoll der Festphasensynthese (vgl. Seite 303) aufgebaut. Die Anbindung des
Diethylenglycolspacers erfolgt halbautomatisch im Reaktor des Peptidsynthesizers mit einer
Losung bestehend aus 160.0 mg (0.400 mmol, 4.00 Aquiv.) FmocNH-Dispa-CO,H (63),
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N-Acetyl-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-
valyl-L-threonyl-O-[2-acetamido-3-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-galactopyranosyl)-2-
desoxy-6-0-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-
galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat |-a-D-galactopyranosyl]-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-
aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-seryl-9-amido-4,7-di-
oxanonanylamido-N-L-isoleucyl-L-seryl-L-glutaminyl-L-alanyl-L-valyl-L-histidyl-L-alanyl-
L-alanyl-L-histidyl-L-alanyl-L-glutamyl-L-isoleucyl-L-asparaginyl-L-glutamyl-L-alanyl-
glycyl-L-arginin (183)

(Ac-Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-Pro- Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser[a-3-(B-AcsGal)-(a-AcyNeuN Ac-COOBn-
(2-6))-a-GalNAc]-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro- Ala-Pro-Gly-Ser-HN-(CH,CH»0)»(CH>),-CONH-
[le-Ser-Gln-Ala-Val-His- Ala-Ala- His- Ala-Glu-lle- Asn-Glu-Ala-Gly-Arg-OH)
s ;&Ogjg&%%%mwﬁ%ikrgf«‘wiar;#fﬁd:*

Ausgehend von 125 mg (O.“lm mmol der Startaminosiure) des mit 2-C'T-Arg(Pmc) versehenen
Polystyrol-Harzes 181 (Beladung: 0.80 mmol/g) wird das Peptid nach dem allgemeinen
Protokoll der Festphasensynthese (vgl. Seite 303) aufgebaut, wobei fiir die erste Aminosiure
Glycin eine Doppelkupplung erfolgt. Die Anbindung des Diethylenglycolspacers erfolgt
halbautomatisch im Reaktor des Peptidsynthesizers mit einer Losung bestehend aus 160.0 mg
(0.400 mmol, 4.00 Aquiv.) FmocNH-Dispa-CO,H (63), 167.0 mg (0.439 mmol, 4.39 Aquiv.)
HATU, 62.0 mg (0.456 mmol, 4.56 Aquiv.) HOAt sowie 89.0 mg (0.880 mmol, 8.80 Aquiv.)
NMM in 2 ml NMP, die 16 h geschiittelt wird (30 sec. Vortex, 30 sec. Stillstand). Im letzten
Teilschritt wird die Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin abgespalten, mit NMP sowie
Dichlormethan gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet. Fiir die darauf folgenden zwei
Aminosiuren L-Serin und Glycin wird eine Doppelkupplung durchgefiihrt. Die weiteren acht
Aminosduren werden nach dem Standardprotokoll gekuppelt. Die Kupplung der
glycosylierten Aminosiure 49 erfolgt halbautomatisch im Reaktor des Peptidsynthesizers.
Hierbei wird das deblockierte Harz mit einer Losung bestehend aus 292.0 mg (0.200 mmol,
2.00 Aquiv.) Fmoc-Ser[a-3-(B-AcsGal)-(a-Ac;NeuNAcCOOB-(2-6))-0-GalNAc]-OH (49),
95.0 mg (0.25 mmol, 2.5 Aquiv.) HATU, 35.0 mg (0.26 mmol, 2.60 Aquiv.) HOAt, 51.0 mg
(0.51 mmol, 5.10 Aquiv.) NMM in 2 ml NMP versetzt und 16 h geschiittelt (30 sec. Vortex,
30 sec. Stillstand). Nicht umgesetzte Aminogruppen werden mit Capping-Reagenz blockiert,
die Fmoc-Schutzgruppe durch Piperidin abgespalten, mit NMP und Dichlormethan
gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet. Fiir die darauf folgenden Aminoséiuren I.-Valin
und Glycin wird eine Doppelkupplung durchgefiihrt. Die restlichen acht Aminosiuren werden

nach dem Standardprotokoll gekuppelt. Im letzten Teilschritt wird vom terminalen Glyein die
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Fmoc-Schutzgruppe abgespalten und ein  doppeltes Capping durchgefithrt. Das
polymergebundene Peptid wird in eine 6 ml Spritze mit Spritzenfilter iiberfithrt und
i. Hochvak. getrocknet. Es werden 428 mg eines Peptidpolymer-Adduktes (A =303 mg
Rohpeptid) erhalten. Zur Abspaltung des Peptids wird das Harz im Festphasenreaktor (6 ml
Spritze mit Spritzenfilter) 1 h in 6 ml einer Mischung aus 15 ml Trifluoressigsiure, 0.9 ml
Triisopropylsilan und 0.9 ml destilliertem Wasser geschiittelt. Das Produkt wird vom Harz
abgetrennt, wobei das Harz dreimal mit 4 ml der genannten Mischung gespiilt wird. Die
vereinigten Filtrate werden mit Toluol versetzt und i. Vak. bzw. i. Hochvak. von Reagenzien
und Losungsmitteln befreit. Der gelbe Riickstand (297 mg) wird dreimal mit 50 ml Toluol
kodestilliert. Die Reinigung des rohen Peptids erfolgt mittels préiparativer RP-HPLC.
Ry =34.92 min (Gerit 3, Siule: A-1, Gradient: A-1), Ry = 52.69 min (Gerit 3, Séule: SP-1,
Gradient: SP-4).
Ausbeute: 97 mg (18.9 pmol, 19 %); farbloses Lyophilisat [a]5* = —33.4 (¢ = 1.00, MeOH).
ESI-MS (positiv): [m/z] = 1707.48 ([M+3H]*, ber.: 1707.46).

1280.73 ([M+4H]*, ber.: 1280.60).
C221H334Ns6054 (5119.34)

N-Acetyl-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-
L-valyl-L-threonyl-O-[2-acetamid o-3-0-(p-D-galactopyranosyl)-2-desoxy-6-0-[ (5-acel-
amido-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl }-onat |-e-D-galacto-
pyranosyl]-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-
L-prolyl-glycyl-L-seryl-9-amid o-4,7-dioxanonanylamido-N-L-isoleucyl-L-seryl-L-
glutaminyl-L-alanyl-L-valyl-L-histidyl-L-alanyl-L-alanyl-L-histidyl-L-alanyl-L-glutamyl-
L-isoleucyl-L-asparaginyl-L-glutamyl-L-alanyl-glycyl-L-arginin (188)
(Ac-Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser[a-3-(B-Gal)-(a-NeuNAcCOOH-
(2-6))-a-GalNAc]-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro- Ala- Pro-Gly-Ser-HN-(CH,CH,0)>(CH;)»-
CONH-Ile-Ser-Gln-Ala- Val-His- Ala- Ala-His-Ala-Glu-Ile- Asn-Glu-Ala-Gly-Arg-OH)
«gff,ww&r?m%w&@ Iﬁﬁf%%%«wwuﬁJ&Jﬁxﬂ&Jaxif«mii«#»

69 mg (13.5 umol) des gly;:;)sylieﬂen Konjugats 183 werden in 50 ml Methanol gelést und
mit 0.5 ml Essigsiure und 70 mg Palladium (10 %) auf Aktivkohle versetzt. Durch
mehrmaliges Evakuieren und Fluten mit Argon wird griindlich entgast. Der Ansatz wird 72 h
bei Raumtemp. unter 1 bar Wasserstoffatmosphiire geriihrt. Danach wird die Wasserstoff-
atmosphére gegen ecine Argonatmosphédre ausgetauscht und die Mischung {iber einer

Kartusche mit C18-Siulenmaterial filtriert. Die kleine S#ule wird mehrmals mit reinem
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28.79 (Pros), 28.15 (Arg,"), 28.11 (Arg,?), 27.86 (GlnP), 27.59 (ProsP), 27.18 (Glu,.o"), 26.90
(His237), 24.96 (Argg)"), 24.35 (Proqasas’). 24.15 (Iles), 23.96 (lle,™), 22.76, 22.46 (3 x
CHs-Ac), 19.77 (Thr,"), 19.45 (Thry"), 19.19 (Val,"™), 19.11 (Thrs"), 18.63 (Val,™), 18.13
(Val,™), 17.83 (Alagh), 17.60 (Alas’), 17.51 (Alagses’), 17.04 (Alansf). 16.80 (AlaP),
15.26 (lefys »), 15.10 (Tefyys 1), 10.98 (e 2,°).

ESI-MS (positiv): [m/z] = 1563.79 ([M+H+2Na]3+, ber.: 1563.73).
1172.68 ([M+2H+2Na]*", ber.: 1172.80).
Cr93H308N56077 (4644.84)

5.11 Die Synthese von MUCI1-Glycopeptid-Lipidkonju-

gaten durch Fragmentkondensation

5.11.1 Festphasensynthese eines Mitogen-Pentapeptids

N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(R,S)-propyl |-L-cystyl-O-ferf-butyl-L-seryl-N-fert-
butyloxycarbonyl-L-lysyl-N-ferf-butyloxycarbonyl-L-lysyl-N-fert-butyloxycarbonyl-L-
lysyl-NV-fert-butyloxycarbonyl-L-lysin (190 e LM
ysy yloxy yl-L-lysin (190) R,
(Pam;Cys-Ser(O'Bu)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-OH) o | 0L ok

BoeHN, MNHBEoe

Ausgehend von 129 mg (0.10 mmol der Startaminosiure) des mit Lys(Boc)-(2-CT)
versehenen Polystyrol-Harzes 189 (Beladung: 0.78 mmol/g) wird das Peptid nach dem
allgemeinen Protokoll der Festphasensynthese (vel. Seite 303) aufgebaut. Dabei erfolgt fiir
die erste Aminoséure L-Lysin eine Doppelkupplung, die folgenden Aminosiuren L-Lysin, L-
Lysin und L-Serin werden einfach gekuppelt. Die Kupplung vom Pam;Cys-OH (77) erfolgt
halbautomatisch im Reaktor des Peptidsynthesizers. Hierbei wird das deblockierte Harz mit
einer Losung aus 228.0 mg (0.25 mmol, 2.50 Aquiv.) Pam;Cys-OH (77), 104.0 mg (0.27
mmol, 2.74 Aquiv.) HATU, 39.0 mg (0.29 mmol, 2.87 Aquiv.) HOAt und 56.0 mg (0.55
mmol, 5.54 Aquiv.) NMM in 2 ml NMP/CHCl, (2:1) versetzt und 16 h geschiittelt (30 sec.
Vortex, 30 sec. Stillstand). Danach wird abfiltriert und mit NMP sowie Dichlormethan
gewaschen. Nicht umgesetzte Aminogruppen werden mit Capping-Reagenz blockiert. Im
letzten Schritt wird mit NMP und Dichlormethan gewaschen und im Stickstoffstrom
getrocknet.

Zur Abspaltung des Lipopeptids wird das Harz in einen Festphasenreaktor (6 ml Spritze mit
Spritzenfilter) nach Merrifield iiberfilhrt und 1 h in 6 ml eciner Mischung aus 4 ml

Hexafluoroisopropanol und 16 ml Dichlormethan geschiittelt. Das Produkt wird vom Harz
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abgetrennt, wobei das Harz dreimal mit 4 ml der genannten Mischung gespiilt wird. Die
vereinigten Filtrate werden mit Toluol versetzt und i. Vak. bzw. i. Hochvak. von Reagenzien
und Losungsmitteln befreit, wobei zur Vermeidung einer erhohten Siurekonzentration
wihrend des Einengens mehrfach Toluol zugegeben wird. Es werden 180 mg eines farblosen
Feststoffes erhalten, der in Dioxan aufgenommen wird und durch Gefriertrocknung
lyophilisiert wird. Das erhaltene Lyophilisat wird ohne Reinigung in Fragmentkondensations-
reaktionen eingesetzt.

Ausbeute: 178 mg (0.09 mmol, 91 %); farbloses Lyophilisat.

ESI-MS (positiv): [m/7] = 1989.58 ([M+Na]", ber.: 1989.42).

Cio5H196N 100215 (1966.80)

5.11.2 Die Synthese von Pam;Cys-MUC1-Glycopeptid-Konjugaten

N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(R, S)-propyl]-L-cystyl-L-seryl-L-lysyl-L-lysyl-L-
lysyl-L-lysyl-9-amido-4,7-dioxanonanylamido-N-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-
prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-
aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-serin (192)
(Pam3Cys-Ser-Lys-Lys-Lys-Lys-HN-(CH2CH»0)2(CH;),CO-Gly-Ser-Thr- Ala-Pro-Pro- Ala-
His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro- Asp-"Thr- Arg-Pro- Ala-Pro-Gly-Ser-OH)

Y T ‘°H B e
45.8 mg (23.29 umol, 1.20 Aquiv.) Pam;Cys-Ser(OBu)-(Lys(Boc)),-OH (190) werden mit
11 mg (28.90 umol, 1.49 Aquiv.) HATU, 4 mg (29.40 umol, 1.51 Aquiv.) HOAt, 6 mg
(59.30 pmol, 3.06 Aquiv.) NMM in 1 ml absol. N,N-Dimethylformamid 30 min bei
Raumtemp. voraktiviert. Die Losung des Aktivesters wird anschlieffend zu 60 mg (19.41
umol) des Peptids 148 gegeben. Man spiilt mit 1 ml absol. ¥ N-Dimethylformamid nach und
rithrt die Losung 48 h bei Raumtemperatur. Das Rohprodukt wird i. Vak. bzw. i. Hochvak.
von Reagenzien und Losungsmitteln befreit. Der gelbe Riickstand (129 mg) wird
anschlieBend dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert. Die Reinigung des Peptids erfolgt mittels
priparativer RP-HPLC. R, = 37.48 min (Gerit 3, Sdule: A-2, Gradient: A-3), R; = 31.68 min
(Geriit 3, Sdule: SP-2, Gradient: SP-5).
Ausbeute: 77 mg (23.29 umol, 79 %); farbloser, amorpher Feststoff.
ESI-MS (positiv): [m/z] = 2532.25 ((M+H+Na]**, ber.: 2532.07).

1688.52 ((M+2H+Na]**, ber.: 1688.38).
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(Pr0(1,2,3,4,35), 47.61 (Alapza™), 42.36 (Gly:"). 42.32 (Gly,"), 42.16 (Glys"), 40.43 (Arg®), ”
(C9-Spa), 39.08 (Lys 234 " (CysP), T (C2-Pam, NHCO), 35.97 (Asp®), 35.60 (C2-Spa), ~
(2x C2-Pam), ~ (SCH,-Glyceryl), ~ (3 x Cl4-Pam), 30.22 (Val®), 29.51 (Argh), 29.22
(Progas4s’), ~ (3 x C4—Cl13- Pam) " (Lysaasal). 2627 (HisP), 2626 Lysazsad). "
(C3-Pam), 24.67 (Progssas’), ~ (2 x C3-Pam), 24.00 (Arg"), * (3 x C15-Pam), 21.92
(Lysa234), 18.70 (Thrg 23, 17.94 (Val™), 17.76 (Val™), 16.21 (Ala,"), 15.82 (Alas"), 15.32
(Ala(g,,4)ﬁ'), 13.88 (3 x C16-Pam).
" Werte konnten aufgrund der beschrinkten Loslichkeit nicht ermittelt werden.
Werte mit * sind mit einer gewissen Unsicherheit behaftet.
ESI-MS (positiv): [m/z] = 1228.10 ({M+3H]", ber.: 1228.08).

1233.81 ([IM+3H+O0x, schwerell ', ber.: 1233.75).
Ci173H302N33046S (3682.54)

N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(R,S)-propyl]-L-cystyl-L-seryl-L-lysyl-L-lysyl-L-
lysyl-L-lysyl-9-amido-4,7-dioxanonanylamid o-N-glycyl-O-fert-butyl-L-seryl-O-tert-butyl-
L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-N I""-trityl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-(Z-
acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-0-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-
galacto-pyranosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-O-ferf-butyl-L-aspartyl-O-tert-butyl-1L-
threonyl-N"-(2,2,5,7,8-pentamethylchroman-6-sulfonyl)-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-
prolyl-glycyl-L-O-fert-butyl-serin (193)
(Pam;Cys-Ser(Bu)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-HN-(CH,CH»0),(CH»),CO-Gly-
Ser(‘Bu)-Thr(‘Bu)-Ala-Pro-Pro- Ala-His(Trt)-Gly- Val-Thr(a-GalNAc)-Ser(a-GalNAc)-Ala-
Pro-Asp(O'Bu)-Thr('Bu)-Arg(Pmc)-Pro- Ala-Pro-Gly-Ser(‘Bu)-OH)

H

Par mOF’ i Fa::NHr ‘J\QTN\)L {NHEWNO\/\O,\)LNW \)\x ‘)L '_)LN_ANJﬁr \)LN/YN‘)L KN-‘)L JY%NJ E/N\}-N\)L J\H’QIN\)‘ lg’
NHAC HN-(’{_/
Qg@ ng R

49.4 mg (25.10 pmol, 1.70 Aquiv.) PamzCys-Ser(O Bu)—(Lys(Boc))4—OH (190) werden mit
12.0 mg (31.60 umol, 2.14 Aquiv.) HATU, 4.4 mg (32.30 umol, 2.19 Aquiv.) HOALt, 7.1 mg
(54.90 umol, 3.72 Aquiv.) NMM in 1 ml absol. N,N-Dimethylformamid 30 min voraktiviert.
Die Losung des Aktivesters wird anschlieBend zu 50 mg (14.77 umol) des Glycopeptids 156
gegeben. Man spiilt mit 0.5 ml absol. N,N-Dimethylformamid nach und riihrt die .6sung 16 h
bei Raumtemperatur. Das Rohprodukt wird i. Vak. bzw. i. Hochvak. von Reagenzien und

Losungsmitteln befreit. Der gelbe Riickstand (137 mg) wird dreimal mit 50 ml Toluol
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N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(R,S)-propyl]-L-cystyl-L-seryl-L-lysyl-L-lysyl-L-
lysyl-L-lysyl-9-amido-4,7-dioxanonanylamido-N-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-
prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galacto-
pyranosyl)-L-threonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl )-L-seryl-L-alanyl-
L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-serin (194)
(Pam3Cys-Ser-Lys-Lys-Lys-1.ys-HN-(CH,CH,0),(CH,),CO-Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-Pro- Ala-
His-Gly-Val-Thr(a-GalN Ac)-Ser(a-GalNAc)-Ala-Pro- Asp-Thr- Arg-Pro- Ala-Pro-Gly-Ser-

HO

H) TH: H: Hok%
W*'Hr‘.ihg;rf"u{fiu“’“"‘o’\)‘"’\r ‘*Nrr JL -JLN-*H)Y ‘.)LH’\r”‘.)LH:qr”J‘ J\g'qr"‘} :gl’ J‘ J\'r(:gf e l'f
AR e L

Das erhaltene partiell geschiitzte Lipopeptid 193 wird 1 h in 6 ml einer L.osung aus 15 ml
Trifluoressigsdure, 0.9 ml Triisopropylsilan und 0.9 ml destilliertem Wasser bei Raumtemp.
geriihrt. Im Anschluss wird mit Toluol versetzt und i. Vak. bzw. i. Hochvak. von Reagenzien
und Losungsmitteln befreit. Der gelbe Riickstand (114 mg) wird dreimal mit 50 ml Toluol
kodestilliert. Die Reinigung des rohen Peptids erfolgt mittels priparativer RP-HPLC.
R =38.12 min (Geriit 3, Siule: SP-2, Gradient: SP-6), R = 31.04 min (Gerit 3, Siule: SP-2,
Gradient: SP-7).
Ausbeute: 36 mg (8.8 pmol, 60 %); farbloses Lyophilisat, [a]3* = —84.7 (¢ = 1.00, H,0).
600 MHZz-'"H-NMR ['H'H-COSY, HMBC, TOCSY] (D:;0): {d/ppm] = 8.50 (s, 1H,
Haa-His), 7.21 (s, 1H, Hya-His), CH-Glyceryl {'}, Cys® {'}, 4.80 (d, 1H, *Jyy 1o = 4.1 Hz,
H1-GalN™), 477 (d, 1H, *Juom = 3.7 Hz, H1-GaIN®®), 4.64 — 4.34 (m, 13H, Asp™ {4.61},
* {460}, Pros* {4.58}, Arg™ {4.52}, SerSy {4.52}, Thriy {4.51}, Ala,* {4.48}, Alas"
{4.45}, Ser,” {4.45}, OCHa,-Glyceryl {'}, Seraa® {441}, Alas™ {4.39}), 433 — 3.41 (m,
60H, Pros” {4.31}, Pro," {4.29}, Pros" {4.28}, Pro;" {4.27}, Thr,* {4.25}, Lyss" {421},
Thrby {4.21}, Val* {4.20}, Thr,* {4.19}, OCHay-Glyceryl {'}, Lyss® {4.16}, Lysqo® {4.13},
Ala,” {4.12}, Thr,? {4.12}, Thr,® {4.08}, H2-GaIN**" {4.03}, H2-GaIN™ {3.96}. Gly 123"
{3.93 — 3.75}, H5-GaIN™ (3,87}, Serss™ {3.86}, H4-GaIN*"™ (383}, Ser’s (3.79},
Ser;s 4" {3.78}, H3-GaIN®" {3.77}, H5-GaIN*" {3.75}, H3-GaIN™ {3.74}, H6, -Galeer’Th"
{3.74}, Ser,”™ {373}, Progas™ {3.72}. Prous™ {3.70}, H3-Spa {3.67}, Serm {3.66},
H8-Spa {3.64}, H6,-GalN**"™ (3,60}, Prog,s™ {3.53}, H5-Spa {3.53}, H6-Spa {3.53},
Progs,™ {3.47}), 3.34 — 3.20 (m, 2H, Cys™ {3.337}, Cys™ {3.227'}), 3.21 — 3.03 (m, 6H,
His™ (3.16, dd, 1H, *Juispapise = 6.1 Hz, “Jespapspp = 11.9 Hz}, Arg® {3.09}, H9-Spa {3.09},
His™ {3.07}), 2.90 — 2.79 (m, 11H, Lysq234° {2.85}, Asp™ {2.83}, SCH,-Glyceryl {'}),
2.76 (dd, TH, *Tasppb aspa = 7.0 Hz, *Tasppp asppa = 18.0 Hz, Asp™), 2.50 (m., 2H, H2-Spa), 2.25
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N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(R,S)-propyl]-L-cystyl-L-seryl-L-lysyl-L-lysyl-L-
lysyl-L-lysyl-9-amido-4,7-dioxanonanylamido-N-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-
prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-O-(2-acetamid o-2-desoxy-6-
0O-[(5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat |-a-D-
galactopyranosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-
alanyl-L-prolyl-glycyl-L-serin (195)

(PamzCys-Ser-Lys-Lys-Lys-Lys-HN-(CH2CH0),(CH;2)>CO-Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-Pro- Ala-
His-Gly-Val-Thr-Ser(a-NeuNAcCOOH-(2-6)-a-GalNAc)-Ala-Pro- Asp-Thr- Arg-Pro-Ala-
Pro-Gly-Ser-OH)

HG HO. HO\;
p-.iNHr \AN{JLEW \.)LN’“VD\/\Q/\j\ t\! X );f \)L _JLN—)L J\f e 'TN‘)L E'n\)ckm f njug’n‘ihliuj\rﬁn'nju’jﬁ’”
%’ a_~ " Do/g Aoa HB_{ a/_/- (,— [} [} =3
™ MHMG . HN:H(N
o ol HHAE
CGO)-FOHD "

47.7 mg (24.08 pmol, 1.70 Aquiv.) Pamg,Cys—Ser(OfBu)—(Lys(Boc))4—OH (190) werden mit
11.5 mg (30.20 umol, 2.14 Aquiv.) HATU, 4.3 mg (31.60 umol, 2.23 Aquiv.) HOAt und
6.9mg (5340 umol, 3.77 Aquiv.) N-Ethyldiisopropylamin in 1 ml absol.
N,N-Dimethylformamid 1 h bei Raumtemp. voraktiviert. Die Losung des Aktivesters wird
anschlieBend zu 50 mg (14.16 umol) des partiell geschiitzen Glycopeptids 157 gegeben. Man
spiillt mit 1 ml absol. N.N-Dimethylformamid nach und riihrt die Lodsung 16 h bei
Raumtemperatur. Das Rohprodukt wird i. Vak. bzw. i. Hochvak. von Reagenzien und
Losungsmitteln befreit und der gelbe Riickstand (138 mg) wird dreimal mit 50 ml Toluol
kodestilliert. Das erhaltene partiell geschiitzte rohe Peptid wird anschliefend 70 min in einer
Mischung aus 8.0 ml Trifluoressigsiure, 1.0 ml Triisopropylsilan und 1.0 ml destilliertem
Wasser bei Raumtemp. geriihrt. Im Anschluss wird mit Toluol versetzt und i. Vak. bzw. i.
Hochvak. von Reagenzien und Losungsmitteln befreit. Der gelbe Riickstand (254 mg) wird
dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert. Die Reinigung des Lipopeptids erfolgt mittels
priparativer RP-HPLC. R; = 25.07 min (Gerit 3, Siule: SP-2, Gradient: SP-5).

Ausbeute: 34 mg (8.1 umol, 58 %); farbloses Lyophilisat, [a]5* = —92.6 (¢ = 1.00, H,0).

600 MHz-"H-NMR ['H-H-COSY, HMBC, TOCSY] (D:0): [d/ppm] = 860 (s, 1
HaarHis), 7.30 (s, 1H, Hya-His), CH-Glyceryl {7}, Cys® {7}, 4.75 (m., 1H, H1-GalN), 4.64 —
3.23 (m, 76H, Asp® {4.60}, His* {4.59}, Pro,” {4.59}, Arg" {4.52}, Serg;y {4.51}, Alas*
{4.49}, Alay" {4.48}, Alas" {4.46}, Sers" {4.45}, Ser " {4.34}, OCHy,-Glyceryl {"}, Pros™
{431}, Thrs* {4.29}, Pro.™ {4.29}, Proy* {4.27}, Pros* {4.27}, Thr." {4.25}, Thr,* {4.20},
Lys;" {4.16}, Lysps" {4.13}, Ala," {4.12}, Lys," {4.11}, Val" {4.11}, Thl'(1,2,3)ﬁ {4.09},
OCHa-Glyceryl {"}, H2-GaIN {4.03}, H9,-Sia {3.99}, Glyass" {3.94 — 3.78}, Ser(l,g)ﬁa

{3.86}, H4-GaIN {3.84}, Serbay {3.83}. Serqo™ {3.77}. Ser® {3.76}, H5-GalN (3.76}.
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ESI-MS (positiv): [m/z] = 2097.18 ([M+2H+O0x. schwesel] =, ber.: 2097.21).

1398.45 ([M+3H+O0x. sewetell ™, ber.: 1398.47).

1048.97 (IM+4H+O0sx. sehwerel] ™, ber.: 1049.11).
HR-ESI-MS (positiv): {m/z] = 1397.7980 ([M+3H+Oox. schwerell , ber.: 1397.8037).
Ci92H330N40050S (4176.99)

N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(R,S)-propyl]-L-cystyl-L-seryl-L-lysyl-L-lysyl-L-
lysyl-L-lysyl-9-amido-4,7-dioxanonanylamido-N-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-
prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-O-[ 2-acetamid o-3-O-(p-D-
galactopyranosyl)-2-desoxy-6-0-[(5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-
2-ulopyranosyl)-onat]-a-D-galactopyranosyl |-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-
threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-serin (196)
(PamzCys-Ser-Lys-Lys-Lys-Lys-HN-(CH,CH,0),(CH,),CO-Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-Pro- Ala-
His-Gly-Val-Thr-Ser[a-3-(3-Gal)-(a-NeuN AcCOOH-(2-6))-a-GalNAc]-Ala-Pro- Asp-Thr-
Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-OH)

HH: H:

,HGEH

30.0 mg (15.28 pmol, 1.70 Aquiv.) PamgCys—Ser(O’Bu)—(Lys(Eoz))4—OH (190) werden mit
7.0 mg (18.41 umol, 2.05 Aquiv.) HATU, 3.0 mg (22.04 umol, 2.45 Aquiv.) HOAt, 4.5 mg
(34.8 umol, 3.87 Aquiv.) N-Ethyldiisopropylamin in 1 ml absol. N,N-Dimethylformamid
30 min voraktiviert. Die L.osung des Aktivesters wird anschlieffend zu 31 mg (8.99 pmol) des
Peptids 159 gegeben. Man spiilt mit 1 ml absol. N N-Dimethylformamid nach und riihrt die
Losung 16 h bei Raumtemperatur. Das Rohprodukt wird i. Vak. bzw. i. Hochvak. von
Reagenzien und Losungsmitteln befreit. Der gelbe Riickstand (111 mg) wird dreimal mit
50 ml Toluol kodestilliert. Das erhaltene partiell geschiitzte rohe Peptid wird anschliefend 70
min in einer Mischung aus 8.0 ml Trifluoressigsidure, 1.0 ml Triisopropylsilan und 1.0 ml
destilliertem Wasser bei Raumtemp. geriihrt. Im Anschluss wird mit Toluol versetzt und 1.
Vak. bzw. i. Hochvak. von Reagenzien und Losungsmitteln befreit. Der gelbe Riickstand
(83 mg) wird dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert. Die Reinigung des Lipopeptids erfolgt
mittels praparativer RP-HPLC. Ry =22.18 — 27.36 min (Gerét 3, Siule: SP-2, Gradient: SP-7).
Ausbeute: 24 mg (5.5 umol, 62 %); farbloses Lyophilisat, [a]5* = — 82.7 (¢ = 1.00, H,O).

600 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY, HMBC, TOCSY] (D,0): [d/ppm] = 861 (s, 1H,
HoarHis), 7.31 (s, 1H, Hya-His), CH-Glyceryl { '}, Cys® {}, 4.84 (m., 1H, H1-GalN), 4.72 —
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(C2-Pam, NHCO), 36.46 (Asp®), 35.68 (C2-Spa), * (2 x C2-Pam), " (SCH,-Glyceryl), ~ 3 x
C14-Pam), 30.61 (Argh), 30.15 (Val®), 29.35 (Progzzas’). 27.39 Lysaaza’), 2633
Lysaasa’), 2624 (HisP), © (3 x (C4-C13-Pam), * (C3-Pam), = 2x C3-Pam), 24.65
(Progasas"), 23.99 (Argh), 22.21, 22.08 (2 x CHs-Ac), ~ (3 x C15-Pam), 22.12 (Lysq2s4)),
18.87 (Thry"), 18.76 (Thrps7), 18.24, 17.81 (Val'™), 16.22 (Ala,f), 15.41 (Ala)®), 15.40
(Alag4), 13.94 (3 x C16-Pam).
" Werte konnten aufgrund der beschriinkten Loslichkeit nicht ermittelt werden.
Werte mit ~ sind mit einer gewissen Unsicherheit behaftet.
ESI-MS (positiv): [m/z] = 2178.16 ([IM+2H+O0x. schwerel] - ber.: 2178.23).

1452.44 (IM+3H+O00x schweret] ™", ber.: 1452.49),

1089.46 ([M+4H+O0y senwerell ™', ber.: 1089.62).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1451.8159 ((M+3H+Ouy schweret]” ", ber.: 1451.8214).
Ci98H34oN40054S (4339.13)

N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(R,S)-propyl|-L-cystyl-L-seryl-L-lysyl-L-lysyl-L-
lysyl-L-lysyl-9-amido-4,7-dioxanonanylamido-N-glycyl-O-fert-butyl-L-seryl-O-tert-butyl-
L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-NIm-trityl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-tert-
butyl-L-threonyl-0-[2-acetamido-3-O-(p-D-galactopyranosyl)-2-desoxy-6-0-[ (5-
acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulop yranosyl)-onat]-a-D-galacto-
pyranosyl]-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-O-fert-butyl-L-aspartyl-O-fert-butyl-L-threonyl-
N?-(2,2,5,7 8-pentamethylchroman-6-sulfonyl)-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-
glycyl-L-O-fert-butyl-serin (197)
(PamzCys-Ser(‘Bu)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-HN-(CH,CH,0),(CH;),CO-Gly-
Ser(‘Bu)- Thr(‘Bu)-Ala-Pro-Pro-Ala-His(Trt)-Gly- Val-Thr(‘Bu)-Thr[a-3-(B-Gal)-(a-NeuN Ac-
COOH—(2—6))—a—Ga1NAc]—Ala—Pro—Asp(OtBu)—Thr(fBu)—Arg(Pmc)—Pro—Ala—Pro—Gly—Ser(fBu)—
OH)
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64.7 mg (32.90 umol, 1.70 Aquiv.) Pam;Cys-Ser(O'Bu)-(Lys(Boc))-OH (190) werden mit
14.5 mg (38.13 umol, 1.97 Aquiv.) HATU, 5.5 mg (40.41 umol, 2.09 Aquiv.) HOAL, 9.5 mg
(73.50 umol, 3.80 Aquiv.) N-Ethyldiisopropylamin in 1 ml absol. N,N-Dimethylformamid
30 min voraktiviert. Die Losung des Aktivesters wird anschliefend zu 67 mg (19.34 umol)
des partiell geschiitzen Glycopeptids 160 gegeben. Es wird mit 1 ml absol.
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N, N-Dimethylformamid nachgespiilt und die Losung 16 h bei Raumtemp. geriihrt. Das
Rohprodukt wird i. Vak. bzw. i. Hochvak. von Reagenzien und Losungsmitteln befreit. Der
gelbe Riickstand (161 mg) wird dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert. Das erhaltene
vollgeschiitzte rohe Peptid wird anschlieBend mittels priparativer RP-HPL.C gereinigt und
ohne weitere Charakterisierung der nichsten Stufe unterworfen. Ri= 27.20 — 31.00 min
(Geriit 3, Sdule: SP-2, Gradient: SP-5).
Ausbeute: 56 mg (10.3 umol, 53 %); farbloses Lyophilisat.
ESI-MS (positiv): fm/z] = 2707.10 ((M+2H]*, ber.: 2707.12).

1805.05 ([M+3H]*, ber.: 1805.08).
Ca61Has50N40075S2 (5412.72)

N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(R,S)-propyl]-L-cystyl-L-seryl-L-lysyl-L-lysyl-L-
lysyl-L-lysyl-9-amido-4,7-dioxanonanylamido-N-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-
prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-O-[ 2-acetamid o-3-O-(p-D-
galactopyranosyl)-2-desoxy-6-0-[(5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-
2-ulopyranosyl)-onat]-a-D-galactopyranosyl |-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-
threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-serin (198)
(PamsCys-Ser-Lys-Lys-Lys-Lys-HN-(CH,CH,0),(CH,),CO-Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-Pro- Ala-
His-Gly-Val-Thr-Thr[a-3-(B-Gal)-(a-NeuNAcCOOH-(2-6))-a-GalNAc]-Ala-Pro- Asp-Thr-
Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-OH)
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Das gereinigte, partiell geschiitzte Lipopeptid 197 wird in einer Mischung aus 8.0 ml
Trifluoressigsdure, 1.0 ml Triisopropylsilan und 1.0 ml destilliertem Wasser 70 min bei
Raumtemp. geriihrt. Im Anschluss wird mit Toluol versetzt und i. Vak. bzw. i. Hochvak. von
Reagenzien und Losungsmitteln befreit. Der gelbe Riickstand (75 mg) wird dreimal mit 50 ml
Toluol kodestilliert. Die Reinigung des Peptids erfolgt mittels praparativer RP-HPLC.
R¢=25.50 — 31.10 min (Geriit 3, Sdule: SP-2, Gradient: SP-7).
Ausbeute: 29 mg (6.7 umol, 34 %); farbloses Lyophilisat, [«]3* = — 78.6 (¢ = 1.00, H;0).
ESI-MS (positiv): fm/z] = 2177.20 ((M+2H]", ber.: 2177.24).

1451.81 (IM+3H]", ber.: 1451.81).

1088.98 ([M+4H]", ber.: 1089.12).
C199H344N40064S (4353.16)
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N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(R,S)-propyl]-L-cystyl-L-seryl-L-lysyl-L-lysyl-L-
lysyl-L-lysyl-9-amido-4,7-dioxanonanylamido-N-glycyl-L-seryl-O-(2-acetamido-2-des-
oxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-
glycyl-L-valyl-L-threonyl-O-[ 2-acetamido-3-O-(p-D-galactopyranosyl)-2-desoxy-6-0-[ (5-
acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat]-a-D-galacto-
pyranosyl]-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-
L-prolyl-glycyl-L-serin (199)
(PamzCys-Ser-Lys-Lys-Lys-Lys-HN-(CH,CH,0),(CH,),CO-Gly-Ser-Thr(a-GalNAc)-Ala-
Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Thr[a-3- (B-Gal)-(a-NeuN AcCOOH-(2-6))-a-GalNAc]-
Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-OH)
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28.1 mg (14.29 umol, 1.70 Aquiv.) Pamg,Cys—Ser(OfBu)—(Lys(Boc))4—OH (190) werden mit
7.0mg (18.41 umol, 2.19 Aquiv.) HATU, 2.5 mg (18.37 umol, 2.19 Aquiv.) HOAt und
40mg (3090 umol, 3.68 Aquiv.) N-Ethyldiisopropylamin in 0.5 ml absol.
N,N-Dimethylformamid 30 min voraktiviert. Die Losung des Aktivesters wird anschlieBend
7u 30 mg (8.40umol) des Peptids 161 gegeben. Man spilt mit 0.5 ml absol
N, N-Dimethylformamid nach und rithrt die Losung 16 h bei Raumtemperatur. Das
Rohprodukt wird i. Vak. bzw. i. Hochvak. von Reagenzien und Losungsmitteln befreit. Der
gelbe Riickstand (71 mg) wird dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert. Das erhaltene partiell
geschiitzte rohe Lipopeptid wird anschliefend in einer Mischung aus &0 ml
Trifluoressigsdure, 1.0 ml Triisopropylsilan und 1.0 ml destilliertem Wasser 70 min bei
Raumtemp. geriihrt. Im Anschluss wird mit Toluol versetzt und i. Vak. bzw. i. Hochvak. von
Reagenzien und Losungsmitteln befreit. Der gelbe Riickstand (80 mg) wird dreimal mit 50 ml
Toluol kodestilliert. Die Reinigung des Lipopeptids erfolgt mittels priparativer RP-HPLC.
R¢=22.0 - 26.5 min (Gerit 3, Siule: SP-2, Gradient: SP-7).

Ausbeute: 23 mg (5.1 pmol, 61 %); farbloses Lyophilisat, [a]3* =—89.7 (¢ = 1.00, H,0).

600 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY, HMBC, TOCSY] (D;0): [d/ppm] = 8.60 (s, 1H,
Haar-His), 7.30 (s, 1H, Hyar-His), CH-Glyceryl {}, 4.92 — 4.85 (m, 2H, H1-GaIN™ {4.89},
H1-GaIN>*5T {4.88}), 472 — 4.42 (m, 15H, His® {4.69}, Asp® {4.68}, Ser;" {4.62}, Arg”
{4.60}, Pros® {4.60}, Cys” {4.56"}, Thr," {4.55}, Alagnsay™ {4.54), Thry ¢ o {4.53}, Thriy

{4.52}, Serq2” {447}, OCHy,-Glyceryl {'}). 4.42 — 412 (m, 17H, H1-Gal' {4.39}, Pro,”
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52.33 (His%), 51.89 (C5-Sia), 51.11 (Arg®), 50.09 (Asp®), 49.51 (Ala"), 49.49 (C2-GaIN™),
4839 (C2-GalN**®T), 47.81 (Progs’), 47.79 (Pros®), 47.69 (Props”), 47.54 (Alagsa™,
4359 (CysP), 4233 (Glyn2s®, 40.54 (Arg), 40.48 (C9-Spa), 40.14 (C3-Sia), 39.14
Lysazsa). — (C2-Pam, NHCO), 35.70 (C2-Spa), 35.23 (Asp®), ~ (2 x C2-Pam),
(SCI,-Glyeeryl), © (3 x C14-Pam), 30.66 (Argh), 30.30 (Val’), 29.32 (Progzs4s"), 27.47
Lysaoza’), 2641 (Hish, 26.21 Lysazse). (3 x (C4-—C13-Pam)), ~ (C3-Pam), = (2
C3-Pam), 24.70 (Progasas’). 24.02 (Argh), 22.42, 22.22, 22.17 3 x CHs-Ac), "~ 3x

C15-Pam), 22.08 (Lys 2354, 18.91 (Thr;"), 18.72 (Thry"), 18.72 (Thr!, ), 18.56 (Thr}y),

17.94 (Val™), 15.98 (Alags), 15.36 (Alags "), 13.89 (3 x C16-Pam).
" Werte konnten aufgrund der beschrinkten Loslichkeit nicht ermittelt werden.
Werte mit ~ sind mit einer gewissen Unsicherheit behaftet.
ESI-MS (positiv): [m/z] = 2286.74 ((M+MeCN+2H+O0y. senwerell >, ber.: 2286.78).

1524.83 ((M+MeCN+3H+O00x. schwerel] ' ber.: 1524.86).

1143.75 ((IM+MeCN+4H+00x. schweret] T, ber.: 1143.89),
HR-ESI-MS (positiv): fm/z] = 1524.1851 (IM+MeCN+3H+O0y sehwerall > ber.: 1524.1863).
C205H354N40069S (4515.30)

N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(R,S)-propyl|-L-cystyl-L-seryl-L-lysyl-L-lysyl-L-
lysyl-L-lysyl-9-amido-4,7-dioxanonanylamido-N-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-
prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-O-[ 2-acetamid o-2-desoxy-3-
0-(6-0-benzyl-3-0-[(5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyra-
nosyl)-onat|-(1nNeuNac—4dcar-lacton)-p-D-galactopyranosyl)-a-D-galactopyranosyl |-L-seryl-
L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-
serin (200)

(PamzCys-Ser-Lys-Lys-Lys-Lys-HN-(CH,CH,0),(CH, );CONH-Gly-Ser- Thr-Ala-Pro-Pro-
Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser[a-NeuNAcCOOH-(2-3)-(1 neunac— dca-lacton)-(B-6-O-BnGal)-a-
GalNAc]-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro- Ala-Pro-Gly-Ser-OH)
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30.2 mg (15.33 pmol, 2.00 Aquiv.) Pam;Cys-Ser(OBu)-(Lys(Boc));-OH (190) werden mit
7.3 mg (19.20 umol, 2.5 Aquiv.) HATU, 2.7 mg (19.84 umol, 2.59 Aquiv.) HOAL, 4.5 mg
(34.80 umol, 4.54 Aquiv.) N-Ethyldiisopropylamin in 1.0 ml absol. N,N-Dimethylformamid

H, MH N9
H

30 min voraktiviert. Die Losung des Aktivesters wird anschliefend zu 29 mg (7.67 umol) des
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5.11.3 Die Synthese von MUCI1-Glycopeptid-Glycophosphor-
lipid-Konjugaten (AS595)

4,7,10,12-Tetraoxadodecanoyl-(6-0O-[ 4-(diphenylphosphat)-3-0-((R)-3-benzyloxytetra-
decanoyl)-6-0-benzyl-2-desoxy-2-((R)-3-dodecanoyloxytetradecanoylamino)-p-D-gluco-
pyranosyl]-3-0-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl)-2-desoxy-2-((R)-3-benzyloxytetradeca-
noylamino)-p-D-glucopyranosid)-9-amino-4, 7-dioxanonanylamido-N-glycyl-O-fert-butyl-
L-seryl-O-tert-butyl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-V II“—trityl-L-histidyl-
glycyl-L-valyl-O-fert-butyl-L-threonyl-O-fert-butyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-O-fert-butyl-
L-aspartyl-O-fert-butyl-L-threonyl-N"-(2,2,5,7,8-pentamethylchroman-6-sulfonyl)-L-
arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-O-fert-butyl-serin (201)
(B-6-[B-4-((PhO),PO)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl )-6-Bn-GlcNH-((R)-3-(dodecanoylox y)-
tetradecanoyl)]-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-GleNH-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-O-Spa-
COHN-(CH,CH,0),(CH,);CONH-Gly-Ser(‘Bu)-Thr(‘Bu)-Ala-Pro-Pro- Ala-His(Trt)-Gly-Val-
Thr(tBu)—S er('Bu)-Ala-Pro-Asp(‘Bu)-Thr(‘Bu)-Arg(Pmc)-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser(‘Bu)-OH)
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39.6 mg (17.79 umol, 1.10 Aquiv.) AS595-Spa-CO,H (136) werden mit 9.0 mg (23.67 umol,
1.46 Aquiv.) HATU, 4.0 mg (29.40 pmol, 1.82 Aquiv.) HOAt und 4.0 mg (39.50 umol,
2.45 Aquiv.) NMM in 1 ml absol. N, N-Dimethylformamid 30 min bei Raumtemp.
voraktiviert. Die Losung des Aktivesters wird anschlieBend zu 50.0 mg (16.17 umol) des
partiell geschiitzten Peptids 148 gegeben. Man spilt viermal mit 0.5 ml absol.
N.N-Dimethylformamid nach und riihrt die Losung 24 h bei Raumtemperatur. Das
Rohprodukt wird i. Vak. bzw. i. Hochvak. von Reagenzien und Losungsmitteln befreit. Der
gelbe Riickstand wird dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert und anschlieBend lyophilisiert.
Die Reinigung des rohen Peptids (105 mg) erfolgt mittels priparativer RP-HPLC. R, = 32.18
min (Gerit 3, Sdule: SP-2, Gradient: SP-5).

Ausbeute: 46 mg (8.7 umol, 54 %); farbloses Lyophilisat, [a]5* = — 15.6 (¢ = 1.00, CHCls).
400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCL): [6/ppm] = 8.18 (s, 1H, Ha-His), 7.87 (m., 1H,
NH-Alay), 7.50 (m,, 1H, NH-Thr,), NH-Gly; {"}, NH-Gly, {'}, NH-Gly; {"}, NH-Ser; {'}.
NH-Ser> {"}, NH-Sers { '}, NH-Thry { '}, NH-Ala; {'}, NH-Ala, { }, NH-Alas { '}, NH-His
{"}. NH-Val {"}, NH-Asp {'}, NH-Arg {'}, 7.44 — 7.36 (m, 10H, Hype,-Trt {7.40}, Hpa-Trt
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4,7,10,12-Tetraoxadodecanoyl-(6-0O-[ 4-(diphenylphosphat)-3-0-((R)-3-benzyloxytetra-
decanoyl}-6-0-benzyl-2-desoxy-2-((R)-3-dodecanoyloxytetradecanoylamino)-p-D-gluco-
pyranosyl]-3-0-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl)-2-desoxy-2-((R)-3-benzyloxytetradeca-
noylamino)-p-D-glucopyranosid)-9-amino-4,7-dioxanonanylamido-N-glycyl-L-seryl-L-
threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-
L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-
serin (202)

(B-6-[B-4-((PhO),PO)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl )-6-Bn-GlcNH-((R)-3-(dodecanoylox y)-
tetradecanoyl)]-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-GlcNH-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-O-Spa-
COHN-(CH,CH,0),(CH,),CONH-Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly- Val-Thr-Ser-Ala-
Pro-Asp-Thr-Arg-Pro- Ala-Pro-Gly-Ser-OH)
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46 mg (8.7 uymol) des komplett geschiitzten Glycolipidkonjugates 201, 12 mg Triethylsilan
(103.0 umol, 11.9 Aquiv.) und 5 ml Ameisensiure werden 7 h bei Raumtemp. geriihrt.
Anschlieffend verdiinnt man mit 20 ml Toluol und entfernt die Ameisensiure sowie Toluol im
Hochvakuum. Der Riickstand (37 mg) wird mit 20 ml Dioxan lyophilisiert.

Rohausbeute: 37 mg (8.4 pmol, 97 %); farbloses Lyophilisat.

Ca21H345N30050P (4397.24)

4,7,10,12-Tetraoxadodecanoyl-(6-O-[4-phosphat-3-0-((R)-3-hydroxytetradecanoyl)-2-
desoxy-2-((R)-3-dodecanoyloxytetradecanoylamino)-p-D-glucopyranosyl]-3-O-((R)-3-
hydroxytetradecanoyl)-2-desoxy-2-((R)-3-hydroxytetradecanoylamino)-p-D-glucopyra-
nosid)-9-Amino-4,7-dioxanonanylamido-N-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-
L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-
aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-serin (203)
(B-6-[B-4-((PhO),PO)-3-((R)-3-(OH)tetradecanoyl)-GlcNH-((R)-3-(dodecanoyloxy)-tetra-
decanoyl}]-3-((R)-3-(OH)tetradecanoyl }-GlcNH-((R)-3-(OH)tetradecanoyl )-O-Spa-COHN-
(CH2CH»0)2(CH2);CONH-Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly- Val-Thr-Ser- Ala-Pro-Asp-
Thr—Arg—Pro—Ala—Pro—Gly—Ser—OH)
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37 mg (8.41 pmol) des partiell deblockierten Glycolipidkonjugates 202 werden in einer
Mischung aus 20.0 ml Tetrahydrofuran und 2.25 ml Essigsiure gelost und mit 70 mg
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4,7,10,12-Tetraoxadodecanoyl-(6-0O-[ 4-(diphenylphosphat)-3-0-((R)-3-benzyloxytetra-
decanoyl}-6-0-benzyl-2-desoxy-2-((R)-3-dodecanoyloxytetradecanoylamino)-p-D-gluco-
pyranosyl]-3-0-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl)-2-desoxy-2-((R)-3-benzyloxytetradeca-
noylamino)-p-D-glucopyranosid)-9-Amino-4,7-dioxanonanylamido-N-glycyl-O-fert-butyl-
L-seryl-O-tert-butyl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-NV II“—trityl-L-histidyl-
glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl }-L-threonyl-O-(2-acet-
amido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-O-fert-butyl-L-aspar-
tyl-O-tert-butyl-L-threonyl-N’-(2,2,5,7 8-pentamethylchroman-6-sulfonyl )-L-arginyl-L-
prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-O-fert-butyl-serin (204)
(B-6-[B-4-((PhO),PO)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl )-6-Bn-GlcNH-((R)-3-(dodecanoylox y)-
tetradecanoyl)]-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-GlcNH-((R)-3-(BnO)}tetradecanoyl)-O-Spa-
COHN-(CH,CH,0),(CH,);CONH-Gly-Ser(‘Bu)-Thr('Bu)-Ala-Pro-Pro-Ala-His(Trt)-Gly-Val-
Thr(a-GalNAc)-Ser(a-GalNAc)-Ala-Pro-Asp(‘Bu)-Thr('Bu)-Arg(Pmc)-Pro-Ala-Pro-Gly-
Ser(‘Bu)-OH)
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77.0 mg (34.60 umol, 1.5 Aquiv.) AS595-Spa-CO,H (136) werden mit 16.5 mg (43.40 pmol,
1.88 Aquiv.) HATU, 6.2 mg (45.60 pmol, 1.98 Aquiv.) HOAt und 10.0 mg (77.00 pmol,
3.36 Aquiv.) N-Ethyldiisopropylamin in 1 ml absol. N,N-Dimethylformamid 40 min bei
Raumtemp. voraktiviert. Die Losung des Aktivesters wird anschlieBend zu 78.0 mg (23.04
umol) des Peptids 156 gegeben. Man spiilt zweimal mit 0.5 ml absol. N N-Dimethylformamid
nach und rithrt die Losung 16 h bei Raumtemperatur. Das Rohprodukt wird i. Vak. bzw. i.
Hochvak. von Reagenzien und Losungsmitteln befreit. Der gelbe Riickstand wird dreimal mit
50ml Toluol kodestilliert und anschlieBend lyophilisiert. Die Reinigung des lipopeptids
(246 mg) erfolgt mittels priparativer RP-HPLC. Ry = 50.5 — 56.5 min (Gerit 3, Siule: SP-2,
Gradient: SP-7).

Ausbeute: 63 mg (11.3 pmol, 49 %); farbloses Lyophilisat, [a]5* =— 4.7 (¢ = 1.00, CHCl5).
600 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY, HMBC, TOCSY] (CDCL): [d/ppm] = 8.00 (s, 1H,
Haar-His), NH-Gly; {}, NH-Gly, {"}, NH-Gly; {"}, NH-Thr, { '}, NH-Thrs { "}, NH-Ser {"}.
NH-Ser> {"}, NH-Sers { }, NH-Ala; { }, NH-Ala, {'}, NH-Alas { }, NH-Ala, { }, NH-His
{"}, NH-Val {"}, NH-Asp {"}, NH-Arg {}, 7.44 — 7.36 (m, 11, Hypep-Trt {7.42}, Hpar-Trt
{7.42}, NH-Thr, {7.42} HaarHis {7.41}), 7.33 — 7.20 (m, 24H, Ha-Ph), 7.20 - 7.03 (m,
13H, Ha-Ph, NH-Spa' {7.13}, Hono-Trt {7.09)), 6.88 (d, 1H, *Jnpuo = 8.3 Hz, NH-GlcNY),
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4,7,10,12-Tetraoxadodecanoyl-(6-0O-[ 4-(diphenylphosphat)-3-0-((R)-3-benzyloxytetra-
decanoyl}-6-0-benzyl-2-desoxy-2-((R)-3-dodecanoyloxytetradecanoylamino)-p-D-gluco-
pyranosyl]-3-0-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl)-2-desoxy-2-((R)-3-benzyloxytetradeca-
noylamino)-p-D-glucopyranosid)-9-Amino-4,7-dioxanonanylamido-N-glycyl-L-seryl-L-
threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-gl ycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-
desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyra-
nosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-
prolyl-glycyl-L-serin (205)

(B-6-[B-4-((PhO),PO)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl )-6-Bn-GlcNH-((R)-3-(dodecanoylox y)-
tetradecanoyl)]-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-GlcNH-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-O-Spa-
COHN-(CH2CH»0)2(CH,),CONH-Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-Pro- Ala-His-Gly- Val- Thr(a-Gal-
NAC)—Ser(a—GalNAc)—Ala—Pro—Asp—Thr—Arg—Pro—Ala—Pro—Gly—Ser—OH)
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56 mg (10.0 umol) des partiell geschiitzten Glycolipidkonjugates 204 werden in einer
Mischung aus 8.0 ml Trifluoressigsdure, 1.0 ml Wasser und 1.0 ml Triisopropylsilan 70 min
bei Raumtemp. geriihrt. AnschlieBend verdiinnt man mit 20 ml Toluol und entfernt die
Losungsmittel im Hochvakuum. Der Riickstand wird mit 20 ml Dioxan lyophilisiert. Das
partiell deblockierte Rohpeptid (51 mg) wird als farbloses Lyophilisat erhalten, welches durch
priparative RP-HPLC gereinigt wird. Ry = 29.6 — 34.2 min (Gerit 3, Siule: SP-2, Gradient:
SP-5), Ry = 44.90 — 50.50 min (Gerit 3, Saule: SP-2, Gradient: SP-7), R; = 29.60 — 34.20 min
(Gerit 3, Sdule: SP-2, Gradient: SP-5).
Ausbeute: 30 mg (6.3 umol, 62 %); farbloses Lyophilisat.
NMR: Aufgrund von Unloslichkeit nicht méglich.
ESI-MS (positiv): [m/z7] = 2402.42 ([M+2H]*", ber.: 2402.33),

1601.94 ([M+3H]*, ber.: 1601.88).
HR-ESI-MS (positiv): fm/z] = 1601.2162 ([M+3H]>, ber.: 1601.2159).
Ca37H371N32060P (4803.63)
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4,7,10,12-Tetraoxadodecanoyl-(6-0O-[ 4-(diphenylphosphat)-3-0-((R)-3-benzyloxytetra-
decanoyl}-6-0-benzyl-2-desoxy-2-((R)-3-dodecanoyloxytetradecanoylamino)-p-D-gluco-
pyranosyl]-3-0-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl)-2-desoxy-2-((R)-3-benzyloxytetradeca-
noylamino)-p-D-glucopyranosid)-9-amino-4,7-dioxanonanylamido-N-glycyl-O-fert-butyl-
L-seryl-O-tert-butyl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-NV II“—trityl-L-histidyl-
glycyl-L-valyl-O-fert-butyl-L-threonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-6-0-[ (S-acetamido-3,5-
didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat |-a-D-galactopyranosyl)-L-
seryl-L-alanyl-L-prolyl-O-tert-butyl-L-aspartyl-O-tert-butyl-L-threonyl-N"-(2,2,5,7,8-
pentamethylchroman-6-sulfonyl)-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-O-fert-
butyl-serin (206)

(B-6-[B-4-((PhO),PO)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl )-6-Bn-GlcNH-((R)-3-(dodecanoylox y)-
tetradecanoyl)]-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-GlcNH-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-O-Spa-
COHN-(CH,CH50),(CH,)»CONH-Gly-Ser(‘Bu)-Thr('Bu)-Ala-Pro-Pro-Ala-His(Trt)-Gly-Val-
Thr(‘Bu)-Ser(a-NeuNAcCOOH-(2-6)-a-GalNAc)- Ala-Pro-Asp(‘Bu)-Thr(‘Bu)- Arg(Pmc)-Pro-
Ala-Pro-Gly-Ser(‘Bu)-OH)
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70.9 mg (31.90 umol, 1.5 Aquiv.) AS595-Spa-CO,I (136) werden mit 15.5 mg (40.80 umol,
1.92 Aquiv.) HATU, 5.6 mg (41.10 pmol, 1.94 Aquiv.) HOAt, 9.0 mg (69.60 umol, 3.28
Aquiv.) N-Ethyldiisopropylamin in 1 ml absol. N,N-Dimethylformamid 40 min voraktiviert.
Die Losung des Aktivesters wird anschlieBend zu 75.0 mg (21.25 umol) des partiell
geschiitzen Glycopeptids 157 gegeben. Man spiilt zweimal mit 0.5 ml absol
N, N-Dimethylformamid nach und riihrt die Losung 16 h bei Raumtemperatur. Das
Rohprodukt wird i. Vak. bzw. i. Hochvak. von Reagenzien und Losungsmitteln befreit. Der
gelbe Riickstand wird dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert und anschlieBend lyophilisiert.
Die Reinigung des rohen Peptids (209 mg) erfolgt mittels priparativer RP-HPLC. R; = 48.50
—54.23 min (Gerit 3, Saule: SP-2, Gradient: SP-7).

Ausbeute: 61 mg (10.6 umol, 50 %); farbloses Lyophilisat, [a]5* = — 11.4 (¢ = 1.00, CHCls).
600 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY, TOCSY] (DMSO-ds): [é/ppm] = 8.10" (s, 1H,
NH-GIecN™), 8.07 (s, 1H, Hoar-His), NH-Gly; { '}, NH-Gly, { '}, NH-Glys { '}, NH-Ser; {'},
NH-Ser, {7}, NH-Sers {"}, NH-Thr; {7}, NH-Thr> {"}, NH-Thrs {'}, NH-Ala; {"}, NH-Ala,
{"}, NH-Alas {"}, NH-Alay {"}, NH-His {"}, NH-Val {"}, NH-Asp {'}, NH-Arg {'}, 7.48 —
7.34 (m, 10H, Hyar-His {7.48}, Hyew-Trt {7.40}, Hpan-Trt {7.40}), 7.34 — 7.20 (m, 24H,
HarPh), 7.19 - 7.02 (m, 13H, NH-Spa' {7.19}, Hup-Trt {7.08}, Har-Ph), 6.94 (m., 1H,
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4,7,10,12-Tetraoxadodecanoyl-6-0-[4-(diphenylphosphat)-3-0-((R)-3-benzyloxytetra-
decanoyl}-6-0-benzyl-2-desoxy-2-((R)-3-dodecanoyloxytetradecanoylamino)-p-D-gluco-
pyranosyl]-3-0-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl)-2-desoxy-2-((R)-3-benzyloxytetradeca-
noylamino)-p-D-glucopyranosid)-9-Amino-4,7-dioxanonanylamido-N-glycyl-L-seryl-L-
threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-O-(2-
acetamido-2-desoxy-6-0-[(5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-
ulopyranosyl)-onat]-a-D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-
threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-serin (207)
(B-6-[B-4-((PhO),PO)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-6-Bn-GleNH-((R)-3- (dodecanoyloxy)-
tetradecanoyl)]-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-GlcNH-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-O-Spa-
COHN-(CH,CH>0),(CH;),CONH-Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-Pro- Ala-His-Gly- Val-Thr-Ser-
(GL—NeuNAcCOOBn (2-6)-a-GalNAc)-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro- Ala-Pro-Gly-Ser-OH)
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60 mg (10.5 umol) des particll geschiitzten Glycolipidkonjugates 206 werden in einer

"H,,. e

Mischung aus 8.0 ml Trifluoressigsdure, 1.0 ml Wasser und 1.0 ml Triisopropylsilan 70 min
bei Raumtemp. geriihrt. AnschlieBend verdiinnt man mit 20 ml Toluol und entfernt die
Reagenzien sowie Toluol im Hochvakuum. Der Riickstand wird mit 20 ml Dioxan
Iyophilisiert. Das partiell deblockierte Rohpeptid (53 mg) wird als farbloses Lyophilisat
erhalten, welches anschlieBBend mittels praparativer RP-HPL.C gereinigt wird.
Ri=31.40 — 35.85 min (Geriit 3, Sdule: SP-2, Gradient: SP-5).
Ausbeute: 29 mg (5.9 pmol, 56 %); farbloses L.yophilisat.
NMR: Aufgrund von Unloslichkeit nicht méglich
ESI-MS (positiv): [m/z] = 2446.66 ((M+2H]*, ber.: 2446.33).

1631.44 ((M+3H]*, ber.: 1631.56).

1223.70 ((M+4H1™, ber.: 1223.92).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1630.5553 ((M+3H]>", ber.: 1630.5546).
Ca40H375N32070P (4891.69)
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4,7,10,12-Tetraoxadodecanoyl-(6-0O-[ 4-(diphenylphosphat)-3-0-((R)-3-benzyloxytetra-
decanoyl}-6-0-benzyl-2-desoxy-2-((R)-3-dodecanoyloxytetradecanoylamino)-p-D-gluco-
pyranosyl]-3-0-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl)-2-desoxy-2-((R)-3-benzyloxytetradeca-
noylamino)-p-D-glucop yranosid)-9-amino-4,7-dioxanonanylamido-N-glycyl-L-seryl-L-
threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-0-[2-
acetamido-3-0-(p-D-galactopyranosyl)-2-desoxy-6-0-[(5-acetamid o-3,5-didesoxy-D-
glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat]-a-D-galactopyranosyl |-L-seryl-L-alanyl-
L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-serin (208)
(B-6-[B-4-((PhO),PO)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl )-6-Bn-GlcNH-((R)-3-(dodecanoylox y)-
tetradecanoyl)]-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-GleNH-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-O-Spa-
COHN-(CH,CH>0),(CH,),CONH-Gly-Ser-"Thr- Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly- Val-Thr-Ser[ a-3-
(B-Gal)-(a-NeuN AcCOOH-(2-6))-a-GalN Ac]-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro- Ala-Pro-Gly-Ser-
OH)
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39 mg (17.53 umol, 1.35 Aquiv.) AS595-Spa-CO-H (136) werden mit 7.7 mg (20.25 pmol,
1.56 Aquiv.) HATU, 2.85 mg (20.94 umol, 1.61 Aquiv.) HOAt und 5.0 mg (38.70 umol,
2.98 Aquiv.) N-Ethyldiisopropylamin in 0.5 ml absol. N,N-Dimethylformamid 105 min
voraktiviert. Die Losung des Aktivesters wird anschliefend zu 48.0 mg (13.00 umol) des
Peptids 159 gegeben. Man spiilt zweimal mit 0.5 ml absol. N,N-Dimethylformamid nach und
rithrt die L.osung 16 h bei Raumtemperatur. Das Rohprodukt wird i. Vak. bzw. i. Hochvak.
von Reagenzien und Losungsmitteln befreit. Der gelbe Riickstand wird dreimal mit 50 ml
Toluol kodestilliert und anschlielend lyophilisiert.
Cz03Ha65N32050PS (5899.14)
Das erhaltene partiell geschiitzte Lipopeptid (124 mg) wird anschlieBend in 6 ml einer
Mischung aus 15 ml Trifluoressigsdure, 0.9 ml Triisopropylsilan und 0.9 ml destilliertem
Wasser 1 h bei Raumtemp. geriihrt. Im Anschluss wird mit Toluol versetzt und i. Vak. bzw. i.
Hochvak. von Reagenzien und Losungsmitteln befreit. Der gelbe Riickstand (158 mg) wird
dreimal mit 50 ml Toluol kodestilliert. Die Reinigung des rohen Peptids erfolgt mittels
priparativer RP-HPLC. R; = 34.7 — 40.0 min (Gerit 3, Siule: SP-2, Gradient: SP-5).
Ausbeute: 23 mg (4.6 umol, 36 %); farbloses Lyophilisat.
NMR: Aufgrund von Unloslichkeit nicht méglich.
ESI-MS (positiv): fm/z] = 2527.93 ((M+2H]*, ber.: 2527.86).

1685.61 ([M+3H]", ber.: 1685.24).
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HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1684.5753 ([M+3H]3+, ber.: 1684.5722).
Ca46H385N32077P (5053.83)

4,7,10,12-Tetraoxadodecanoyl-(6-O-[4-(diphenylphosphat)-3-0-((R)-3-benzyloxytetra-
decanoyl)-6-0-benzyl-2-desoxy-2-((R)-3-dodecanoyloxytetradecanoylamino)-p-D-gluco-
pyranosyl]-3-0-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl)-2-desoxy-2-((R)-3-benzyloxytetradeca-
noylamino)-p-D-glucopyranosid)-9-Amino-4,7-dioxanonanylamido-N-glycyl-O-fert-butyl-
L-seryl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-
prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-O-[ 2-acetamid o-3-O-(p-D-galactopy-
ranosyl)-2-desoxy-6-0-[(5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyra-
nosyl)-onat|-a-D-galactopyranosyl|-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-O-feri-butyl-L-aspartyl-
O-tert-butyl-L-threonyl-N’-(2,2,5,7 8-pentamethylchroman-6-sulfonyl)-L-arginyl-L-
prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-O-fert-butyl-serin (209)
(B-6-[B-4-((PhO),PO)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl )-6-Bn-GlcNH-((R)-3-(dodecanoylox y)-
tetradecanoyl)]-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-GlcNH-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-O-Spa-
COHN-(CH»CH;0)2(CH;),CONH-Gly-Ser ‘Bu)-Thr(a-GalNAc)-Ala-Pro-Pro- Ala-His-Gly-
Val-Thr('Bu)-Thr[a-3-(B-Gal)-(a-NeuNAcCOOH-(2-6))-0-GalNAc]-Ala-Pro-Asp(‘Bu)-
Thr(fBu)-Arg(Pmc)-Pro-Ala-Pro-Gly-ser(fBu)-OH)
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44.5 mg (19.94 pmol, 1.5 Aquiv.) AS595-Spa-CO,H (136) Werden mit 9.0 mg (23.67 pmol,
1.78 Aquiv.) HATU, 3.3 mg (24.25 umol, 1.82 Aquiv.) HOAt und 6.0 mg (46.40 umol,
3.49 Aquiv.) N-Ethyldiisopropylamin in 0.7 ml absol. N,N-Dimethylformamid 105 min
voraktiviert. Die Losung des Aktivesters wird anschliefend zu 48.0 mg (13.29 umol) des
Peptids 161 gegeben. Man spiilt zweimal mit 0.5 ml absol. N,N-Dimethylformamid nach und
rithrt die Losung 16 h bei Raumtemperatur. Das Rohprodukt wird i. Vak. bzw. i. Hochvak.
von Reagenzien und Losungsmitteln befreit. Der gelbe Riickstand wird dreimal mit 50 ml
Toluol kodestilliert und anschliefend lyophilisiert. Die Reinigung des rohen Peptids (122 mg)
erfolgt mittels priparativer RP-HPLC. R; = 48.7 — 58.1 min (Gerit 3, Saule: SP-2, Gradient:
SP-7).

Ausbeute: 59 mg (10.1 pmol, 76 %); farbloses Lyophilisat, [a|3* = + 1.5 (c = 1.00, CHCl5).
600 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY, TOCSY] (DMSO-ds): [d/ppm] = 8.06 (s, 111, Haa-1is),
NH-Gly; {"}, NH-Gly> { '}, NH-Glys {"}, NH-Ser; {"}, NH-Ser, {'}, NH-Sers {"}, NH-Thr;
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4,7,10,12-Tetraoxadodecanoyl-(6-0O-[ 4-(diphenylphosphat)-3-0-((R)-3-benzyloxytetra-
decanoyl}-6-0-benzyl-2-desoxy-2-((R)-3-dodecanoyloxytetradecanoylamino)-p-D-gluco-
pyranosyl]-3-0-((R)-3-benzyloxytetradecanoyl)-2-desoxy-2-((R)-3-benzyloxytetradeca-
noylamino)-p-D-glucopyranosid)-9-amino-4,7-dioxanonanylamido-N-glycyl-L-seryl-0-(2-
acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-
alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-0-[ 2-acetamid o-3-O-(p-D-galactopyranosyl)-
2-desoxy-6-0-[ (5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulop yrano-
syl)-onat|-a-D-galactopyranosyl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-
arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-serin (210)
(B-6-[B-4-((PhO),PO)-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl )-6-Bn-GlcNH-((R)-3-(dodecanoyloxy)-
tetradecanoyl)]-3-((R)-3-(BnO)tetradecanoyl)-GlcNH-((R)-3-(BnO)}tetradecanoyl)-O-Spa-
COHN-(CH,CH,0),(CH,),CONH-Gly-Ser- Thr(a-GalNAc)-Ala-Pro-Pro- Ala-His-Gly-Val-
Thr-Thr[a-3-(B-Gal)-(a-NeuNAcCOOH-(2-6))-a-GalNAc]-Ala-Pro- Asp-Thr- Arg-Pro-Ala-
Pro-Gly-Ser-OH) e
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E‘a St
o BH HOTOH

56 mg (9.6 umol) des partiell geschiitzten Glycolipidkonja:gates 209 werden in einer

fal

c HZ < i
Brd
ﬂ

Mischung aus 8.0 ml Trifluoressigsdure, 1.0 ml Wasser und 1.0 ml Triisopropylsilan 70 min
bei Raumtemp. geriihrt. AnschlieBend verdiinnt man mit 20 ml Toluol und entfernt die
Reagenzien sowie Toluol i. Hochvakuum. Der Riickstand wird mit 20 ml Dioxan lyophilisiert.
Das partiell deblockierte Rohpeptid (51 mg) wird als farbloses Lyophilisat erhalten, welches
anschlieBend mittels priparativer RP-HPLC gereinigt wird. Ry = 29.7 — 38.5 min (Gerit 3,
Séule: SP-2, Gradient: SP-5).
Ausbeute: 15 mg (2.9 pmol, 30 %); farbloses Lyophilisat.
NMR: Aufgrund von Unléslichkeit nicht moglich
ESI-MS (positiv): [m/z] = 2636.33 ((M+2H]*, ber.: 2636.41).

1757.88 (IM+3H]"", ber.: 1757.94).
HR-ESI-MS (positiv): [m/7] = 1756.9398 ((M+3H]™>, ber.: 1756.9372).
CassHa00N33052P (5271.05)




























































































































































































































































518 SPEKTRENANHANG

ESI-TOF und HR-ESI-TOF Massenspektrum der Verbindung 180,

1: TOF MS ES+
100 1249.58 2STes
[1249.78
. . =~ . v ) Hougd
5 P o o 1 y X
A A T A At A gt 0 B
REDE SR Ba T
E =7
) b P Glycopeptid 184 CagaHasN5e0442 ”
M = B237.35

% 1561.70
1561.46
125819  |1567.21
|
1240.98 ‘
125839 |157g.22
1041.50
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ESI-TOF Massenspektrum der Verbindung 184.
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