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1. Einleitung

1.1 Krebs

Einem Bericht des Robert Koch-Institutes zufolge erkranken deutschlandweit j&hrlich etwa
450.000 Menschen an Krebs. Weiter ist dort zu lesen, dass im Jahr 2006 knapp 211.000
Menschen an den Folgen maligner Tumore gestorben sind. Obwohl die Krankheit Krebs
schon sehr lange bekannt ist, nach Papyri-Funden von E. Smith und G. Elbers aus dem spaten
19. Jahrhundert wird bereits um 1600 v. Chr. bei den alten Agyptern von dieser Krankheit
berichtet,™! konnte bis heute keine zuverlassige Behandlungsmethode zu ihrer Bekampfung
entwickelt werden. So stellt Krebs nach den Herz-Kreislauf-Erkrankungen aktuell die
zweithaufigste Todesursache in Deutschland dar.™

Unter dem Begriff Krebs versteht man das Auftreten einer unkontrollierten Proliferation
entarteter Korperzellen, die durch eine Vielzahl von Ursachen und Einflussen ausgeldst
werden kann. In gesundem Gewebe unterliegt die Zellteilung einem streng regulierten
Prozess, welcher durch die genetische Information im Zellkern gesteuert wird. Das
unkontrollierte Wachstum der Zellen wird gehemmt und es liegt ein Gleichgewicht zwischen
Zellzyklus und Apoptose vor. In malignen Zellen hingegen liegt eine Stérung der genetischen
Information zur Regelung eben dieses Gleichgewichtes vor, wodurch bdsartige Neoplasien
auftreten konnen, die gesundes Gewebe verdrdngen und zerstéren. Darliber hinaus kénnen
weitere Tochtergeschwulste, sog. Metastasen entstehen. Einige Ursachen fur das Auftreten
einer solchen Zellentartung sind bekannt. So konnen etwa radioaktive Strahlung und UV-
Strahlung aber auch Viren, Bakterien und Parasiten eine Krebserkrankung ausldsen. Mit Blick
auf letztere fuhrten Forschungen zur Entwicklung eines Impfstoffs gegen den durch
Papillomviren ausgeldsten Gebarmutterhalskrebs, woftir 2008 der Nobelpreis fir Medizin
verliehen wurde.”®! Die haufigsten Krebserkrankungen beim Menschen sind Brust-, Lungen-,
Darm- und Prostatakrebs wobei die Heilungschancen in Deutschland zur Zeit bei etwa 40%
liegen. Dieser Wert ist allerdings mit VVorsicht zu betrachten, da in der Onkologie ein Patient
bereits nach flnf krebsfreien Jahren als geheilt eingestuft wird. Haufig aber tritt die Krankheit
nach diesem fir die Statistik entscheidenden Zeitraum erneut auf. In Abb. 1.1 ist eine
geschlechtsbezogene prozentuale Verteilung der einzelnen Krebsarten dargestellt.

Aufgrund der Tatsache, dass es sich bei Krebs um die Auswirkungen eines genetischen

Defekts handelt, kann prinzipiell jede Art von Zelle betroffen werden. Eine effiziente
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Behandlung bestinde darin, das maligne Gewebe selektiv zu bekampfen, wéhrend das
gesunde Gewebe in direkter Nachbarschaft nicht in Mitleidenschaft gezogen wird. Die
heutige Medizin bedient sich zur Krebsbek&mpfung grundsatzlich dreier Methoden; Der

chirurgische Entfernung des malignen Gewebes, der Bestrahlungs- und der

Chemotherapie.[*>% "8
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Abb. 1.1: Prozentuale Verteilung der Krebserkrankungen in Deutschland

Bei der chirurgischen Behandlung eines Tumors wird mit Hilfe eines sehr prézisen und 6rtlich
begrenzten Eingriffs versucht, eine komplette Entfernung des Tumorgewebes zu erreichen
(kurative Operation). Ist dies nicht moglich, ist es das Ziel, die Tumormasse groBtmaglich zu
verkleinern, um so die Lebenszeit des Patienten zu verlangern und Beschwerden zu verringern
(palliative Operation). Bei der Chemotherapie werden mit Medikamenten, sog. Zytostatika,
Zellen bekédmpft, die sich im Begriff einer Teilung befinden. Da es sich bei Krebszellen um
sich haufig teilende Zellen handelt, werden diese durch die Chemotherapie besonders
angegriffen. Allerdings werden auch andere teilungsaktive Zellen, wie z.B. Zellen der Haare,
der Haut oder des blutbildenden Knochenmarks beeintréchtigt. Dies fuhrt zu gravierenden
Nebenwirkungen wie Ubelkeit, Haarausfall und einer allgemeinen Anfalligkeit fir
Infektionen. Ein Vorteil dieser Therapie ist jedoch die Moglichkeit, Metastasen aufgrund der
systemischen Wirkung der Zytostatika bekdmpfen zu konnen. Bei der Bestrahlungstherapie
wird demgegeniiber ausgenutzt, dass maligne Zellen h&ufig viel strahlungsempfindlicher sind
als gesundes Gewebe. Durch lokale Bestrahlung ist es so mdoglich, gezielt Tumorzellen

abzutdten oder die Zellteilung dieser zu verhindern.
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Fir einen groBRtmoglichen Behandlungserfolg werden meist alle drei Therapieansatze
kombiniert. Allerdings mangelt es all diesen Methoden an der nétigen Selektivitat bei der
Bekampfung des malignen Gewebes, so dass es fast immer auch zu einer (erheblichen)
Schéadigung von gesunden Zellen kommt. Dies bedingt eine Schwéachung des gesamten
Immunsystems, was den Heilungsverlauf oftmals negativ beeinflusst. Aus diesem Grund liegt
ein Hauptaugenmerk der Tumormedizin auf der stdndigen Weiter- bzw. Neuentwicklung der
Krebstherapie.  Einen  vielversprechenden  Ansatz  stellt  hierfir  die  sog.
Krebsimmuntherapie®®*** dar, die auf eine selektive Aktivierung des menschlichen
Immunsystems mit Hilfe von Anti-Tumorimpfstoffen abzielt. Durch Applikation eines
synthetischen Vakzins soll hierbei eine gezielte und spezifische Bekdmpfung maligner Zellen
durch das Immunsystem erreicht werden. Im Vergleich zu den bereits bekannten antiviralen
und antibakteriellen Vakzinen™ sollten Antitumorvakzine nicht nur prophylaktisch einsetzbar
sein, sondern vor allem akut zur Induktion einer selektiven und permanenten Immunantwort
gegen maligne Zellen fiihren. Auch eine Bekdmpfung der sich frei im Blutstrom befindlichen
metastasierenden Zellen wird so ermdglicht. Das immunologische Gedéchtnis des adaptiven
Immunsystems sollte weiterhin ein erneutes Ausbrechen der Krankheit verhindern. Basis
einer solchen Therapie ist allerdings ein signifikanter Unterschied der Zelloberflachenstruktur
malignen Gewebes, der zur ldentifizierung durch das Immunsystem herangezogen werden
kann. Ist die Differenzierung nicht ausreichend, wirde das Immunsystem gesunde Zellen
ebenfalls angreifen, was schlieBlich zu Autoimmunreaktionen fiihren kdnnte. Bei einem von
Krebs befallenen Organ ist im Verlauf des unkontrollierten Zellwachstums eine
charakteristische Verdnderung des Gewebes zu beobachten. Beispielsweise wird das

1121814351 a4 Karzinomen in erheblichem MaRe

Zelloberflachenglycoprotein  MUC
Uberexprimiert und stellt so ein geeignetes Unterscheidungsmerkmal zwischen gesundem und

Tumorgewebe dar, das im Zuge der Tumorimmuntherapie ausgenutzt werden kann.

1.2 Mucine

Mucine sind hochmolekulare, stark O-glycosylierte Zelloberflachen-Glycoproteine, die von
den meisten Epithelzellen des Verdauungs- und Bronchialtraktes exprimiert werden. Hierbei
dienen sie hauptsachlich dem Schutz der Zelloberflache vor Einwirkung von Pathogenen,
Enzymen sowie hohen lonenkonzentrationen und Sauren.!? Mucine lassen sich grob in zwei
Klassen einteilen: Zum einen in die sekretorischen Vertreter und zum anderen in die

membrangebundenen Mucine, zu welchen auch das MUC1 gehért. MUCL1 ist hauptséchlich
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auf der apicalen Seite, also der dem Lumen zugewandten Seite, zu finden und erstreckt sich
ca. 200 bis 800 nm in das Lumen hinein.® Man kann eine grobe Unterteilung in einen kurzen
cytoplasmatischen Bereich, in eine hydrophobe Transmembranregion, welche das Mucin in
der Plasmamembran fixiert, und in eine lange extrazellulare Einheit vornehmen.””? Die
Transmembranregion und vor allem die cytoplasmatische Region nehmen sowohl eine
wichtige Rolle in der Signaltransduktion,™" als auch in der Zell-Zell-Adhasion™® ein. Klare
Indizien hierfiir sind die vielfach vorkommenden potentiellen Phosphorylierungsstellen des
intrazellularen Bereiches und die direkte, von B-Catenin vermittelte, Interaktion von MUC1
mit dem Cytoskelett.”® Die extrazellulare Region zeichnet sich durch einen sehr hohen
Kohlenhydratanteil aus, der 50 bis 90 Gewichtsprozent ausmacht.”® Generell ist allen
Mucinen eine variable Anzahl (ca. 20 bis 150) sog. tandem repeats (repetitive
Sequenzeinheiten, variable number of tandem repeats, VNTR) zu eigen. Zwar unterscheiden
sich die siebzehn bekannten Mucine in der Zahl dieser tandem repeats, der Lange und der
Aminosduresequenz, doch besitzen alle einen hohen Gehalt an den Aminoséuren Prolin, Serin
und Threonin, wobei die beiden letztgenannten potentielle O-Glycosylierungsstellen
darstellen. Im Falle des MUC1 bestehen die Wiederholungseinheiten aus 20 Aminoséuren,
der Sequenz HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA und besitzen so funf potentielle O-
Glycosylierungsstellen. Der Grad der Glycosylierung und die Anzahl der vorhandenen
tandem repeat-Einheiten ist abhangig sowohl vom Gewebe, als auch wvom
Entwicklungsstadium der jeweiligen Zelle.™

Im Anschluss an die ribosomale Proteinbiosynthese werden im Bereich des Golgi-Apparates
die komplexen Oligosaccharid-Seitenketten aufgebaut, wobei im cis-Golgi eine selektive
enzymatische Glycosylierung an den Seitenkettenfunktionen der Aminoséuren Serin und
Threonin erfolgt. Hierbei wird zundchst durch eine N-Acetylgalactosaminyltransferase
(GaINACT) die sog. Tn-Antigen-Struktur aufgebaut.”?? Beim weiteren Durchlaufen des
Golgi-Apparates kommt es nun zu einer schrittweisen Verlangerung der Saccharidketten,
wobei durch eine Galactosylierung (B1,3GalT) die sog. Corel-Struktur ((BGal(1—3)-
aGalNAc; sog. T-Antigen) resultiert. Diese wiederum dient als Substrat fir die p1,6-N-
Acetylglucosaminyltransferase (C2GnT-1), wodurch die sog. Core2-Struktur®?* entsteht.
Durch eine Abfolge von weiteren Glycosyltransferase-katalysierten Glycosylierungen werden
anschlieBend komplexe Kohlenhydratseitenketten aufgebaut, bevor diese im trans-Golgi
durch das Anbinden einer Sialinsaure, einer Fucose oder durch Sulfatierung terminiert

werden. Auf diesem Weg kommt es zur Ausbildung verschiedener Glycosylierungsmuster,
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die jedoch alle auf eine von acht Kernstrukturen zuriickzufiihren sind. Bei MUCL sind
lediglich die beiden Kernstrukturen Corel und Core 2 (Abb. 1.2) von Bedeutung.

Corel: pGal-(1.3)-aGalNA ¢- O-Protein

Core2: BGal-(1,3)-[PGIcNA - (1,6)]- aGaNA ¢-O-Protein
Core3: PGleNAc-(1.3)-aGalNAc-C-Protein

Cored: PGlcNAc-(1.3)-[pGleNAc-(1.6)]-aGalN Ac-C-Protein
Cores: aGalN Ac-(1,3)-aGalNAc-C-Protein

Coret: pGIcNAc-(1.6)-0GalN A c-O-Protein

Core7: aGalNAc-(1,3)-aGalNAc-O-Protein

Cores: aGal-(1.3)-oGalN A c-C-Protein

Abb. 1.2: Core-Strukturen der O-Glycane bei Mucinen

Das gesunde epitheliale MUC1 nimmt auf der dem Lumen zugewandten Seite eine starre,
langgestreckte Konformation ein, wobei das Peptidriickgrat durch den bereits beschriebenen
hohen Glycosylierungsgrad vollstandig abgeschirmt ist und so dem Immunsystem fiir
Erkennungsprozesse jeglicher Art nicht zur Verfligung steht. (Abb. 1.3) Bei Tumorzellen, die
meist runde bis ovale Formen einnehmen, geht diese Polarisation verloren. Hieraus lasst sich
schlussfolgern, dass Glycoproteine in verdnderter Weise auf der gesamten Zelloberflache
exprimiert sein mussen. (Abb. 1.4) Der Grund hierflr liegt zum einen in einer fehlerhaften
Enzymaktivitat im trans-Golgi, bei der es zu einer vorzeitigen Terminierung des Wachstums
der Kohlenhydratseitenketten kommt.?*! Zum anderen liegt eine starke Uberexpression dieser

Oberflachenstrukturen auf der gesamten Zelle vor.

Abb. 1.3: Vorkommen von MUC1 auf einer benignen Zelle
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Abb. 1.4: Vorkommen von MUC1 auf einer malignen Zelle

In vielen Krebszelllinien, wie z.B. der Brustkrebszelllinie T47D®?%, findet man eine sehr
starke Herunterregulierung der B1,6-N-Acetylglucosaminyltransferase-Aktivitat (C2GnT-1).
Durch diese verdnderte Enzymaktivitdt kommt es nicht zur Ausbildung der Core2-
Strukturen®”!, sondern der Aufbau der Kohlenhydratseitenketten wird im Vergleich zu
gesunden Zellen sehr stark beeintrdchtigt. Weiterhin wurde bei der besagten
Brustkrebszelllinie ein stark erhéhter Sialinsduregehalt festgestellt. Dies ist ebenfalls auf eine
veranderte Enzymaktivitat zuriickzufithren, da in malignen Zellen héufig eine Uberexpression
von Sialintransferasen (ST6GalNAc-I, ST6GalNAc-Il, ST3Gal-1) beobachtet werden kann.
Hierdurch kommt es zu einem verfriihten Abbruch des Kettenwachstums durch die
Anbindung eines Sialinsduremolekils. Somit werden lediglich Corel-Strukturen aufgebaut,
die als sog. tumorassoziierten Antigenstrukturen (Abb. 1.5), wie etwa das Sialyl-Tn-Antigen
oder die beiden regioisomeren (2,3)-Sialyl-T- und (2,6)-Sialyl-T-Antigene,?® von Bedeutung
sind.

Durch die stark verkirzten Glycanketten kommt es zu einer deutlich geringeren Abschirmung
des Peptidruckgrats durch die Kohlenhydratseitenketten, so dass bislang verborgene
Peptidepitope dem Immunsystem zuganglich werden. Ein Beispiel fir einen
immundominanten Peptidabschnitt ist die tandem repeat-Teilsequenz PDTRP®%, welche
bereits erfolgreich von mehreren aus Tumorzellisolaten erhaltenen Antikdrpern erkannt
wurde. Diese Teilsequenz ist offenbar in der Lage eine turn-Konformation®®® einzunehmen,

welche durch die vorangehende Glycosylierung induziert wird.®Y Es wurde jedoch berichtet,
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dass eine Glycosylierung des Threonins innerhalb dieser Teilsequenz eine verringerte
Immunogenitat nach sich zieht.*? Ein weiteres Beispiel fiir eine immundominante
Peptidteilsequenz ist das Tetrapeptid GSTA, wobei hier eine Glycosylierung des enthaltenen
Threonins eine erhdhte Immunogenitat bewirkt.*!

Ein weiterer Unterschied zu gesundem Gewebe ist die Tatsache, dass in Tumorgeweben alle
finf  potentiellen  O-Glycosylierungsstellen  einer  tandem  repeat-Einheit ~ mit
Kohlenhydratepitopen besetzt sind, wahrend etwa in benignem Brustgewebe durchschnittlich

nur 2.5 Bindungsstellen besetzt sind.™**!

OH COOH
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p erhohte Aktivitat o)
AcHN HO
“Ser/Thr-Mucin-Protein ACHN
e o. . .
Tn-Antigen Sialyl-Ty-Antigen Ser/Thr-Mucin-Protein

B-1,3-Galactosyltransferase

verringerte Aktivitat

OH OH HOOC HO
HO HO a-2,3-Sialyltransferase \H/OLW\

CORE 1 o o

( ) Ho o AcH

erhohte Aktivitat AcHN
OH AcHN Ser/Thr—Mucin—Protein
“Ser/Thr-Mucin-Protein 2,3-Sialyl-T-Antigen
T-Antigen
Q.
2,6‘.8/.
o s COOH
-1,6-GIcNAC-T! f 5,
B cNAc-Transferase 0/7,@’q o e,ase \M\
verringerte Aktivitat Vit ACH Hd
HO OH Ho
o o
OH HO o
OH AcHN
HO o) “Ser/Thr-Mucin-Protein
HO Q ) 2,6-Sialyl-T-Antigen
AcHN Kettenverlangerung
(CORE 2) o OH o
o) 0 _— komplexe Mucin-Strukturen
HO O .
OH AcHN

O\Ser/Thr—Mucin—Protein

Abb. 1.5: Tumorassoziierte Antigenstrukturen des Mucins MUC1

Vor dem Hintergrund dieser spezifischen Unterschiede der Oberflachenglycoproteine
maligner Zellen im Vergleich zu gesundem Gewebe besteht die Moglichkeit, selektive, d.h.
ausschlieBlich gegen Tumorzellen gerichtete, Antikorperreaktionen durch Stimulation des
Immunsystems zu erzeugen. Fir eine erfolgreiche Immunisierung unabdingbar ist jedoch eine
vollstandige Homogenitat der Glycopeptidstrukturen, wie sie nur mit vollsynthetischen

Materialien erreicht werden kann.
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1.3 Immuntherapie und tumorassoziierte Antigene (TAA)

Die aktive Immuntherapie zielt neben der Induktion einer starken, selektiven und
tumorspezifischen Immunantwort ebenso auf eine Abschwachung bzw. Aufhebung der
Immunsupression ab, die durch den Tumor selbst ausgeldst wird. Der Einsatz einer gezielten
Immuntherapie wirde in besonderem Male der Nachbehandlung von Patienten dienen, denen
das maligne Gewebe bereits operativ entfernt wurde. Durch die Eliminierung der dabei
gegebenenfalls zuriickgebliebenen metastasierenden Zellen mit Hilfe des Immunsystems und
durch den Aufbau eines immunologischen Gedéachtnisses kdnnte einem erneuten Ausbruch
der Krankheit vorgebeugt werden.”) Zur Entwicklung und letztlich auch erfolgreichen
Anwendung einer solchen aktiven Krebsimmuntherapie missen jedoch mehrere
entscheidende Voraussetzungen erfullt sein.

e Zundchst mussen gravierende Unterschiede in den Oberflachenstrukturen maligner
und benigner Zellen vorhanden sein. Dies konnen sowohl qualitative wie auch
guantitative Merkmale sein.

e Das Immunsystem sollte in der Lage sein, diese Unterschiede zu erkennen und darauf
reagieren zu konnen. Nur so kann gewahrleistet werden, dass eine Stimulierung des
Immunsystems in einer Immunantwort mit anschlieBender Antikorperproduktion
mundet.

e Die Lernfahigkeit des adaptiven Immunsystems misste ausgenutzt werden, damit
einem erneuten Ausbrechen einer Krebserkrankung sofort entgegengewirkt werden
kann.

Um all diese Voraussetzungen erfiillen zu kdnnen, wird eine definierte Struktur benétigt, die
in der Lage ist, das Immunsystem in der benttigten Weise zu aktivieren. Hierflr bietet sich
die glycosylierte tandem repeat Sequenz des MUCL an (Abb. 1.6), die die hochgradig

immunogene Partialsequenz PDTRPAP beinhaltet.*?*!
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Ein eigenstandiges Vorgehen des menschlichen Immunsystems gegen Tumorzellen ist
aufgrund diverser immunsuppresiver Mechanismen des Tumors nicht mdglich.[35] So sind
Tumorzellen beispielsweise in der Lage, durch Sekretion von immunsupressiven Cytokinen,
wie etwa TGF-, eine Toleranzschwelle aufzubauen. Auch ein Verlust der tumorassoziierten
Oberflachenantigene oder die Verminderung bzw. der Verlust der Antigenprasentation durch
eine Veranderung der HLA-Expression kann eine Immunsuppression bewirken. Fehlen dem
Immunsystem kostimulierende Faktoren oder befinden sich die Tumorzellen an einem fur das
Immunsystem nicht erreichbaren Ort, ist eine Bekdmpfung des tumordsen Gewebes ohne
weitere Stimulation des Immunsystems ebenfalls erschwert.

Um diese suppressiven Mechanismen aufler Kraft zu setzen, gilt es, die tumorassoziierten
Antigene (TAA) in Form von vollsynthetischen Vakzinen so zu présentieren, dass sowohl
eine humorale als auch zelluldare Immunantwort resultiert. Hierfur sind strukturell exakt
definierte Glycokonjugate nétig, da eine ausreichende Sturukturhomogenitidt durch den
Einsatz von isolierten MUC1-Antigenen aus Tumorzellisolaten nicht gegeben ist.”®*® Fiir eine
grotmogliche Effizienz sollte das synthetisch hergestellte Vakzin neben einer effizienten
Antikorperproduktion, vermittelt von T-Helferzellen, auch eine starke cytotoxische T-
Zellantwort hervorrufen.

Um B-Zellen zu aktivieren, ist neben einer Wechselwirkung der B-Zelle mit der
antigenspezifischen T-Helferzelle auch eine Bindung des Antigens an den B-Zellrezeptor
erforderlich. Von membranstdndigen Immunglobulinen der B-Zellen erkannte Antigene
werden zunédchst mit Hilfe einer rezeptorvermittelten Endocytose in die Zelle eingeschleust
und dort prozessiert. Hierbei kommt es zur Bildung von Proteinfragmenten, die dann tber den

MHC-I1-Komplex (major histocompatibility complex) auf der Zelloberflache préasentiert
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werden. Diese Fragmente wiederum konnen anschlielend von spezifischen T-Helferzellen
erkannt werden, die dann ihrerseits die fur eine effiziente Immunantwort noétigen
kostimulierenden Faktoren beisteuern. Hierzu gehdren unter anderem spezielle Rezeptor-
Ligand-Wechselwirkungen etwa zwischen dem CD40-Rezeptor der B-Zelle und dem CD40L-
Liganden auf der Oberflache der T-Helferzelle. Weiterhin kommt es zur Sezernierung von
Zytokinen wie etwa IL-2, IL-4, IL-6 und TNF-a/p, welche der T-Helferzelle entstammen und
die Proliferation und Differenzierung der B-Zelle induzieren. T-Zell-Rezeptoren, welche sich
auf der Oberflache cytotoxischer T-Zellen befinden, sind in der Lage, Antigenstrukturen auf
sog. antigenpréasentierenden Zellen zu erkennen und zu binden. Diese werden durch den
MHC-II-Komplex prasentiert, und durch eine weitere Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung
zwischen dem B7-Liganden der antigenprasentierenden Zelle und dem CD28-Rezeptor der T-
Zelle kann die cytotoxische T-Zelle aktiviert werden. Hierbei kommt es ebenfalls zur
Sekretion von kostimulierenden Zytokinen, IL-1 und IL-2, die flr die Aktivierung eine
entscheidenen Rolle spielen.

Tumorassoziierte Antigene weisen lediglich eine geringe Immunogenitét auf. Da aber fir eine
ausreichende Immunantwort sowohl eine B-Zell- als auch T-Zell-vermittelte Reaktion
erfolgen muss, ist es notig, die tumorspezifischen Antigene Uber einen selbst nicht
immunogenen Spacer an einen Trager (immunogenes Protein) oder an ein Peptidepitop zu
binden, welches in der Lage ist, T-Zellen zu stimulieren.®! In Abb. 1.7 ist ein schematischer
Aufbau eines solchen Vakzins gezeigt.

Kohlenhydrat-Epitop

(@]
HON
Spacer . .
O\ MUC1-Peptid l Carrierprotein
| anar

Abb. 1.7: Schematischer Aufbau eines potentiellen Vakzins

In letzter Zeit konnte in immunologischen Studien gezeigt werden, dass der Einsatz solcher
vollsynthetischer Vakzine ein vielversprechender Ansatz ist.®! In der Arbeitsgruppe um Kunz
war es moglich, eine Induktion von spezifischen Antikorpern in transgenen Mausen auf Basis
eines vollsynthetischen MUC1-Glycopeptides zu erhalten.2%"28 Das Vakzin enthielt hierbei
die komplette tandem repeat-Sequenz des MUC1 und wurde mit einer STy-Seitenkette
versehen. Dieses Glycopeptid wurde anschliefend Uber einen Spacer auf Basis von

Triethylenglycol an ein T-Zellepitop des Tetanus-Toxoids gebunden. (Abb. 1.8)
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Abb. 1.8: Beispiel eines MUC1-Glycopeptid-Vakzins !

In jlngster Zeit konnten neben den natirlich auftretenden Kohlenhydrat-Antigenen auch
strukturverwandte Glycosylaminosauren synthetisiert werden, die an Stelle der O-
glycosidischen Bindung eine C-glycosidische Oxim-Verknlpfung zur entsprechenden
Aminosdure aufweisen. Diese erwiesen sich in immunologischen Studien nicht nur als
immunogener, sondern auch als metabolisch stabiler.

In Analogie zu diesen Uberlegungen konnte auch der Einbau eines Fluor-Substituenten an
Stelle einer Hydroxy-Funktionalitdt die metabolische Stabilitdt und Immunogenitat der
Verbindung positiv beeinflussen. Ein sterisch nachteiliger Effekt ist durch diesen Austausch
nicht zu erwarten, da der GroRenunterschied zwischen einer Hydroxy-Gruppe (1.40 A) und
einem Fluorsubstituenten (1.47 A) sehr gering ausfallt. Allerdings sollten sich die durch den
Fluorsubstituenten veranderten elektronischen Eigenschaften auf die Reaktivitat benachbarter
Funktionalitaten auswirken. Hierzu konnten unter anderem eine Beeinflussung der
Wasserstoffbriickenbindungen sowie eine groRere metabolische Stabilitdt gehdren. Auch ein
Einfluss auf die Immunogenitét ist denkbar, da durch den Einbau des Fluoratoms keine
korpereigene  Molekilstruktur gegeben ist. Die Gefahr einer schwécheren bzw.
unspezifischeren Immunantwort konnte in jungster Zeit wiederlegt werden, da ein fluor-
haltiges Glycopeptid-Konjugat bereits erfolgreich als Vakzin in transgenen Mausen getestet
wurde und keinerlei Unterschiede zu den naturlichen Vakzin-Vertretern festgestellt werden
konnte.1*14?] Djes gilt jedoch lediglich fiir die Substitution der Hydroxy-Funktion in der 6-
bzw. 6’-Position des Kohlenhydratepitops des T-Antigens. Um die minimal benétigten

antigenen Bindungsepitope zu ermitteln, ist ein gezielter F-Einbau in verschiedenen
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Positionen des tumorassoziierten Antigens notig, um so mit Hilfe von Struktur-Aktivitats-
Tests eine optimierte Struktur fur selektive und moglichst stabile VVakzinbausteine erhalten zu

kodnnen.

1.4 Biologisch aktive Fluorzucker

Das Interesse an fluorierten Kohlenhydraten ist in den letzten Jahren stark gestiegen®®), nicht
zuletzt durch ihre Rolle bei der Aufklarung von Rezeptor-Substrat-Wechselwirkungen, der
Ermittlung von Enzymspezifitaten oder auch bei der Klarung von Transportmechanismen.
Aufgrund des gestiegenen Bedarfs an fluorierten Substanzen kam es zu einer erheblichen
Weiter- bzw. Neuentwicklung von Fluorierungsmethoden, wozu beispielsweise die
Reagenzien Selectfluor™, Deoxofluor™ "4 DFMBA,*! DAST ®*®! und auch HF-NEt;!*"!
zéhlen.

Fluoratome konnen aufgrund ihrer GroRe durchaus als ,bioisoster zu Hydroxygruppen
bezeichnet werden, da sie haufig zu vergleichbaren biologischen Aktivitaten fiihren. Darlber
hinaus beeinflusst die sehr hohe Elektronegativitat des Fluorsubstituenten und dessen geringe
Polarisierbarkeit die Elektronendichteverteilung des gesamten Molekils und damit auch die
chemische Reaktivitat benachbarter Gruppen. Da fluorierte Wirkstoffe dennoch h&ufig eine
groRere biologische Aktivitat und/oder eine verbesserte metabolische Stabilitat im Vergleich
zu ihren nichtfluorierten Analoga zeigen, kommen fluorierte Verbindungen insbesondere in
pharmazeutischen Anwendungen zum Einsatz. Schon 1997 wurden mit dem Antidepressivum
Paxil® und dem antibakteriell wirksamen Ciprofloxacin (Cipro®) zwei fluorierte
Medikamente auf den Markt gebracht, die schnell zu den meistverkauften Préparaten z&hlten.
(Abb. 1.9) 1849

N
(0]
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HN._J A
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Ciprofloxacin (Cipro) Paroxetin (Paxil)

Abb. 1.9: Beispiele fur fluorierte Wirkstoffe

Ein weiteres Anwendungsgebiet fluorierter Kohlenhydrate ist die Verwendung von mit *°F-

Atomen markierter Glucose als das am haufigsten eingesetzte Radiopharmazeutikum.”
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Hierbei wird 2-Desoxy-2-[*®F]fluor-D-glucose intravends verabreicht und gelangt mit dem
Blutstrom in die Zellen. Mittels Positron-Emissions-Tomographie kénnen anschliefend in
einer nicht-invasiven Methode pathophysiologische Prozesse der Neurologie, Cardiologie und
Onkologie untersucht werden.

Des Weiteren spielen bei einer sehr groRen Zahl von molekularen Erkennungsprozessen im
Korper, wie etwa bei bakteriellen und viralen Infektionen, der Immunantwort oder auch der
Zelladhésion, komplexe Kohlenhydratstrukturen eine entscheidende Rolle. Diese werden von
Uber 100 verschiedenen Glycosyltransferasen aufgebaut. Die Beeinflussung und selektive
Inhibierung dieser Enzyme hat in den letzten Jahren zusehends an Bedeutung gewonnen,
gerade auch im Hinblick auf die Entwicklung neuer Medikamente und das Verstandnis
enzymatischer Wirkmechanismen.®Y Systematische Studien auf diesem Gebiet wurden in den
letzten Jahren unter anderem anhand von fluorierten Monosacchariden bzw. mucinghnlichen
Oligosaccharidderivaten,® die als Inhibitoren fiir verschiedene Glycosyltransferasen und
Glycosidasen wirken,®*** vorangetrieben. So konnte beispielsweise nachgewiesen werden,
dass 2-Desoxy-2-fluorglycoside potente Inhibitoren fir B-Glycosidasen darstellen, wobei
nicht nur eine kompetitive Hemmung des Enzyms stattfindet, sondern der Inhibitor kovalent
an das aktive Zentrum des Enzyms gebunden wird.®®! Weiterhin konnte kiirzlich gezeigt
werden, dass 2,4-Desoxy-2-acetamido-4-fluorgalactose einen sehr wirksamen Inhibitor beim
Aufbau des PSGL-1-Polypeptids (P-Selektin Glycoprotein Ligand 1) darstellt. Bei Zugabe des
Inhibitors zu einer Zellkultur konnte nach Einbau des fluorierten Kohlenhydrats ein Riickgang
der O-Glycosylierung, der Sialyl Lewis-X-Bildung und der Selektin-vermittelten Leukozyten-
Adhasion beobachtet werden.™ In 4-Position fluorierte Glucose bzw. Galactose stellt als
Uridindiphosphat-Addukt ebenfalls einen Inhibitor fur UDP-Galactose-4-Epimerase aus E.
coli dar.®® Dies konnte mit Hilfe eines sog. Indikator-dissplacement-assays nachgewiesen
werden, bei dem mittels Fluoreszenzspektroskopie der Austausch eines zu Beginn im aktiven
Zentrum befindlichen Farbstoffs durch den Inhibitor gemessen wird.

Wie bereits beschrieben wurde, besteht eine recht groRe strukturelle Ahnlichkeit zwischen
Desoxyfluorzuckern und ihren natirlichen Analoga. Daher konnte im Fall der
Kohlenhydratantigene durch den gezielten Einbau von Fluorsubstituenten nicht nur eine
verbesserte metabolische Stabilitdt erreicht werden, sondern auch eine vergleichbare
Immunogenitat und Antikorperspezifitat resultieren. Voraussetzung hierfur ware allerdings,
dass durch die Substitution der Hydroxyfunktionalitat keine, fir die Erkennung der
Antigenstruktur entscheidende Wechselwirkung verloren geht. Ein Beispiel fir die

erfolgreiche Erkennung eines fluorierten Haptens wurde bereits 1989 von der Gruppe um
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Glaudemanns verdffentlicht.®”! Dabei konnte gezeigt werden, dass 3-Desoxy-3-fluor-a-
methylglucopyranosid eine vierfach héhere Bindungsaffinitat zu dem Immunglobulin IgA
W3129 aufweist als das natirliche, nicht-fluorierte Derivat. Das analoge 2F-Derivat zeigt zu
diesem hingegen ein anndhernd identisches Bindungsverhalten. (Abb. 1.10) Eine mdgliche
Erklarung dieser Beobachtung konnte laut der Autoren die Acidifizierung der
Hydroxyfunktion in Nachbarschaft zum 3F-Substituenten sein, welche in einer stérkeren

Wasserstoffbrickenbindung zum Protein miindet.
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Abb. 1.10: Substrate fir Bindungsstudien am Immunglobulin IgA W3129

Die Arbeitsgruppe um Davis konnte ebenfalls zeigen, dass bei Substitution einer
Hydroxygruppe in 2-Position des Galactosemolekils eines Sialyllactosamins diese
Verbindung eine vergleichbar starke Bindung zu einem micronemalen Protein des Parasiten

Toxoplasma gondii zeigt, wie das nattrliche nicht-fluorierte Substrat. (Abb. 1.11)]

OH
OH pooc HO OH
HO O 0
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Abb. 1.11: Fluoriertes Sialyllactosamin der Arbeitsgruppe Davis

Erste Beispiele flr fluorierte Glycopeptide wurden unter anderem in der Arbeitsgruppe von
Kihlberg realisiert, indem 4-Fluorgalactose an ein Hydroxylysin angebunden wurde und diese
fluorierte Glycosylaminoséure anschliellend in ein Peptid bestehend aus 15 Aminosduren
integriert wurde.™®!

In ersten Studien wurden nun kirzlich auch fluorierte Vertreter tumorassoziierter
Kohlenhydrat-Antigene synthetisiert. Nach Einbau eines difluorierten T-Antigen-Analogons
in die MUCL1 tandem repeat-Peptidsequenz konnte so ein vollsynthetische Vakzin erhalten
werden, das in Impfstudien an transgenen Mausen vergleichbare Immunantworten und
Antikorperspezifititen wie bei der Verwendung der naturlichen nicht-fluorierten

Vakzinstrukturen induzierte. (Abb. 1.12)%
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Abb. 1.12: Vertreter eines fluorierten vollsynthetischen Vakzins “*

Solche Vakzine mit fluorierten Kohlenhydrat-Epitopen wéren vor allem dann von Interesse,
wenn mit dem Einbau des Mimetikums die gegen enzymatischen Abbau empfindlichen
Saccharidstrukturen ohne Verlust der immunologischen Wirkung im Metabolismus stabilisiert

werden wiirden, was sich vorteilhaft fiir Langzeitbehandlungen erweisen wiirde.!"!
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2. Zielsetzung

Auf epithelialen Tumorzellen wird das Glycoprotein MUCL stark tberexprimiert und besitzt
aufgrund einer veranderten Enzymaktivitét erheblich verkirzte Kohlenhydratseitenketten. Um
die hohe Selektivitdt des Immunsystems fiir die selektive Erkennung von Tumorzellen
ausnutzen zu konnen, mussen diese spezifischen Zelloberflachenstrukturen als Haptene
prasentiert werden. Dadurch sollte eine gezielte, d.h. ausschlieBlich gegen Tumorzellen
gerichtete, Immunantwort moglich sein. Versuche, mit Hilfe von Tumorzellisolaten eine
solche Immunantwort gegen Tumorgewebe hervorzurufen, fihrten bisher nicht zum Erfolg,
da stets neben der gewiinschten Anbindung der gebildeten Antikérper an maligne Zellen auch
eine Erkennung gesunder Epithelzellen auftrat. Ursache hierflir ist wahrscheinlich die
Mikroheterogenitét der Zelloberflachenglycoproteine von Tumorzellisolaten, bei denen neben
tumorassoziierten auch normale Kohlenhydratseitenketten vorliegen, wodurch Antikorper
gegen natlrliche Strukturen erhalten werden, die letztlich zu Autoimmunreaktionen fuhren
konnen. Um dies zu umgehen, missen strukturell exakt definierte tumorassoziierte
Antigenstrukturen auf Basis der extrazelluldren repetitiven Sequenz des MUC1 mittels
organisch-chemischer Synthese dargestellt werden. Des Weiteren erhofft man sich durch
einen selektiven Einbau von Fluorsubstituenten in das Kohlenhydratepitop eine erhohte
metabolische Stabilitét bei gleichbleibender oder auch verbesserter Antikorperspezifitat. Um
die notwendigen minimalen Epitope fiir eine ausreichend gute Antigenerkennung ermitteln zu
kénnen, mussen Fluorsubstituenten in verschiedene Positionen des Kohlenhydrat-Epitops
eingebaut werden. Dadurch ist es mdglich, den Einfluss der Substitution auf die eben
erwéhnten Eigenschaften in einer Struktur-Wirkungsbeziehung genauer zu untersuchen. Die
synthetisierten fluorierten Glycosylaminosiduren dienen dann als Bausteine fur die
Festphasenpeptidsynthese zum Aufbau vollsynthetischer, fluorhaltiger Vakzine, welche in
einem Vergleich mit den naturlichen Vertretern auf ihre immunologische Wirksamkeit hin
getestet werden konnen.

In der vorliegenden Arbeit sollen mehrere neuartige Vertreter solcher fluorierter
tumorassoziierter Kohlenhydratantigene hergestellt werden. Dies soll in Ergdnzung zu den
bereits bekannten Fluorderivaten des tumorassoziierten T-Antigens geschehen, die einen
Fluorsubstituenten in der 6-, 6>- und 2’-Position enthalten.[***%?l Bei den hier anvisierten
Zielverbindungen soll zundchst der Einbau eines Fluorsubstituenten in die 3- und 4-Position

bzw. eine Difluorierung der 6-Position des Galactosemolekiils vorgenommen werden. Die
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erhaltenen Verbindungen sollen dann in die entsprechende Glycosyldonoren 1, 2 und 3 als
zentrale Synthesebausteine Uberfiihrt werden und nach Ausarbeitung geeigneter
Glycosylierungsmethoden den Aufbau der gewilinschten T-Antigen-Analoga 4, 5 und 6
ermdglichen. (Abb. 2.1)

OAc OAc
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o) 0 o)
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1 2

OAc OAc Ac OAc F OAc
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Abb. 2.1: Wichtige fluorierte Zielstrukturen

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die Herstellung eines in der 6-Position difluorierten
Analogons des Ty-Antigens 8. Hierzu soll neben einer Syntheseroute, bei der die
Fluorsubstituenten bereits zu einem friihen Zeitpunkt durch Verwendung eines difluorierten
Galactosyldonors eingebaut werden, auch die Einfuhrung der Fluoratome an einem bereits

bestehenden Tn-Antigenvorldufer untersucht werden. (Abb. 2.2)
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Abb. 2.2: Synthesestrategie zur Darstellung eines difluorierten Ty-Antigen-Analogons

Die Schwierigkeit beim Aufbau der fluorierten Antigene besteht zum einen in der selektiven
Einfuhrung des Fluorsubstituenten, und zum anderen in der Wahl eines geeigneten
Schutzgruppenmusters, das den spateren Einsatz in der Festphasenpeptidsynthese erlaubt.

Mit Hilfe der Festphasenglycopeptidsynthese sollen die erhaltenen fluorierten T-Antigen-
Analoga in die aus 20 Aminosauren bestehende Sequenz der MUC1-Wiederholungseinheit

eingebaut werden, wobei die Glycosylaminosdure nicht in der immundominanten Doméne



18 2. Zielsetzung

PDTRP enthalten sein soll.®? Um eine ausreichend starke Immunantwort induzieren zu
konnen, muss das Glycopeptid noch zusétzlich mit sog. ,, Immunostimulanzien™ kovalent
verknUpft werden. Dies liegt an der Tatsache, dass es sich bei tumorassoziierten Antigenen
um Selbst-Antigene handelt, die vom Immunsystem als korpereigene Strukturen erkannt
werden und daher nicht zu einer Immunantwort fihren. Erst durch die Anbindung von
immunogenen Carrier-Proteinen, T-Helferzell-Peptidepitopen oder Mitogenen kann eine
ausreichend starke Immunreaktion ausgelost werden.*”

Daher sollen die fluorierten Glycopeptide Uber einen nicht immunogenen Spacer mit
Rinderserumalbumin (BSA) oder Tetanus-Toxoid (TTox) verknipft werden (Abb. 2.3), wobei
der Abstandhalter neben der selektiven Anbindung auch die Aufgabe hat, die gegenseitige
Beeinflussung der Zellepitope von Antigen und Carrier zu minimieren. Die anschlieRende
immunologische Evaluierung der synthetisierten Antitumorimpfstoffe soll in Kooperation mit
Prof. Dr. E. Schmitt am Institut fir Immunologie der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz
erfolgen. Hierbei kann in Experimenten mit dem Serum bereits immunisierter Mause die

Anwendbarkeit der synthetisierten VVakzinkandidaten genauer untersucht werden.
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Abb. 2.3: Zielstruktur der vorliegenden Arbeit

Um die metabolische Stabilitat der fluorierten Antigenanaloga genauer untersuchen zu
konnen, sollen des Weiteren Abbaustudien mit einer kommerziell erhdltlichen -
Galactosidase  durchgefiihrt werden. Das Ziel ist hierbei eine Aussage zur
Abbaugeschwindigkeit der fluorierten Antigene im Vergleich zur natlrlichen Struktur zu
erhalten. (Abb. 2.4)
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Abb. 2.4: Enzymatischer Abbau der fluorierten T-Antigene durch eine B-Galactosidase
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3. Allgemeiner Teil

Fluorierte tumorassoziierte Kohlenhydratantigen-Analoga bieten sich aus den einleitend
diskutierten Griinden als geeignete Vertreter zur Entwicklung von neuartigen tumorselektiven
Vakzinen an. Hierflr sprechen unter anderem die Immunogenitét der modifizierten Strukturen

und deren potentiell erhéhte metabolische Stabilitaten.

3.1 Synthese von 3’- bzw. 4’-F-T-Antigen-Analoga

Wie bereits erwahnt wurde, stellt das TF-Antigen (Thomson-Friedenreich-Antigen, oder auch
T-Antigen) einen wichtigen Vertreter der tumorassoziierten MUCL-Antigene dar. Im
Gegensatz zur Biosynthese,”™ bei der, wie einleitend beschrieben, zunichst die
Peptidsequenz aufgebaut wird und anschlieRend im Golgi-Apparat die Glycosylierung erfolgt,
muss bei einer organischen Totalsynthese solcher komplexer Strukturen die Glycosylierung

zuvor an einer einzelnen Aminosaure, hier Threonin, stattfinden.

OAc OAc OAc ~—0
X AcO X Ph™ "o
o} o o} o}
X o :} X + HO
AcO AcHN OI AcO g, AcHN I

FmocHN™ "CO,H FmocHN CO,tBu
10,11 J 1,2 u 12
OH OAc
HO AcO
HO o I * o)
HO FmocHN” “CO,tBu ~ AcO
HO OH N3
Br
13 14 15

Abb. 3.1: Retrosynthetische Analyse der fluorierten T-Antigene

Hierflr wird ein orthogonal geschiutztes Threonin-Derivat 14 mit einem geeigneten
Galactosamindonor 15 in einer Glycosylierungsreaktion umgesetzt. Des Weiteren wird zum
Aufbau des T-Antigens ein Galactosyldonor 1,2 bendétigt. Dieser wird in einer weiteren

Glycosylierungsreaktion an das bereits bekannte Tn-Antigen 12 angebunden. Die beiden
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fluorierten Galactosyldonoren lassen sich in einer divergenten Syntheseroute von Glucose
ausgehend tber mehrere Stufen darstellen. (Abb. 3.1)

3.1.1 Synthese des 3’-F-T-Antigens

Versuche zur direkten Fluorierung des Galactals

Zur Herstellung des in 3-Position fluorierten Antigens 19, wurde zundchst versucht, den
Fluorsubstituenten auf der Stufe des Galactals 18 einzufiihren. Zu diesem Zweck wurde das
4,6 Di-O-acetyl-D-gulal 17 benétigt, welches ausgehend von 3,4,6-Tri-O-galactal 16 in drei

Stufen dargestellt werden kann.®

16 18

OAc

AcO OAc AcO OAc Aco OAc AcO

o o} o o)
AcOb — ﬁa — Fb —-

OH AcHN
o)
17 19 I

FmocHN CO,tBu

Abb. 3.2: Synthese des 3F-Ty-Antigens 19 ausgehend von Galactal 16

Ausgehend von Galactose 20 wurde das peracetylierte Galactal 16 hergestellt.®! Hierzu
wurde nach erfolgter Peracetylierung mit Essigsaureanhydrid (Ac,0) in Pyridin durch die
Umsetzung mit HBr (33%ig) in Eisessig das anomere Bromid erzeugt, welches in einer
reduktiven Eliminierung mit Hilfe von aktiviertem Zink und Imidazol in das gewinschte

Produkt Gberfiihrt werden konnte.[®

OH 1.) Acy0, Pyridin
HO 2.) HBr/HOAc AcO OAc
o 3.) Zn*, Imidazol %&
HO AcO —
HO “OH 68%
20 16

Abb. 3.3: Darstellung des peracetylierten Galactals 16

In der darauffolgenden Synthesesequenz wurde das Ausgangsmaterial 16 zundchst mit
Thiophenol und SnCl, bei -60 °C umgesetzt und so in einer Sy’-artigen Ferrier-Reaktion das
Thioglycosid 21 aufgebaut. Hierbei koordiniert die Lewis-Sdure an den Sauerstoff des Acetyl-

Substituenten in der 3-Position und erméglicht so dessen Austritt als Abgangsgruppe.®®% Es
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wurde unter wasserfreien Bediungungen gearbeitet, da die Anwesenheit von Protonensduren

in einer Addition der Sdure an die Doppelbindung (22) resultieren wirde. (Abb. 3.4)

AcO OAc
o}

AcO ——
HX PhSH, SnCl,
16 -60°C
67%
OAc
AcO AcO OAc
o O
AcO —
SPh

H X
22 21

Abb. 3.4: Ferrier-Reaktion im Vergleich zur Protonensédureaddition

Im nachsten Schritt wurde das Thioglycosid 21 durch den Einsatz von m-
Chlorperbenzoesaure (MCPBA) zunéchst zum Sulfoxid 22 oxidiert, welches anschlieRend in
Gegenwart von Piperidin in einer Allyl-Sulfoxid-Umlagerung zum gewunschten Gulalderivat
17 reagiert.!*”®® Durch Zugabe von Piperidin als thiophiles Reagenz wird der intermediér
gebildete Sulfenséureester 23 an der schwachsten Bindung, der S-O-Bindung, gespalten und

das Produkt 17 wurde in 62% erhalten.

E o mCPBA

22 23

Abb. 3.5: Allylsulfoxid-Umlagerung zum Gulalderivat 17

Da die [2,3]-sigmatrope Umlagerung ausschlieBlich aus der a-anomeren Position des
Enantiomerengemisches erfolgt, jedoch 21 als Anomerengemisch eingesetzt wurde, erkléart
dies die maRige Ausbeute dieser Umsetzung.

Nach erfolgreicher Synthese des Gulals 17 konnten nun erste Versuche zur Fluorierung
unternommen werden. Als Fluorierungsreagenz sollte N,N-Diethylaminoschwefeltrifluorid™®!
(DAST®) verwendet werden, da es sich in einer Reihe von analogen Fluorierungsreaktionen

bereits erfolgreich bewahrt hatte.!*>*!
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AcO OAc ® AcO OAc
fe) DAST o
— F —
OH
17 18

Abb. 3.6: Versuch der direkten Fluorierung des Gulals 17

Mechanistisch lasst sich die Fluorierung mittels DAST® als ein nucleophiler Angriff eines in
situ erzeugten Fluoridions an den Kohlenstoff der Hydroxyfunktion beschreiben.®! Hierbei
kommt es zu einer Inversion der Konfiguration am Substitutionszentrum, weshalb zur

Erzeugung einer 3F-Galactose-Einheit ein Gulalvorlaufer eingesetzt werden muss. (Abb. 3.7)

©
/\N/\ / HF@ .
R._H SF R _H R._H Vo
T : T ——— " hogn
OH / o, /— F O
S—N
F2 AN

Abb. 3.7: Mechanismus der DAST®-Fluorierung

Zunachst wurde die Reaktion bei einer Temperatur von -60 °C durchgefuhrt, was allerdings
zu keinem Umsatz fiihrte. Auch ein Erwédrmen auf Raumtemperatur bzw. Erhitzen in
Dichlormethan unter Ruckfluss fuhrte zu keiner nennenswerten Produktbildung (vgl. Tab.
3.1). Ein Wechsel zu Toluol als Losungsmittel und einer Reaktionsfiihrung bei 80 °C verlief
ebenfalls erfolglos. Zudem wurde unter diesen Bedingungen sowie in Gegenwart von Collidin
als HF-Fanger eine allméhliche Zersetzung des Eduktes mittels Dinnschichtchromatographie
nachgewiesen. Um zu dberprifen, ob mit einer besseren Energietubertragung die
Produktbildung nicht dennoch begunstigt werden kann, wurden weitere Versuche unter
Mikrowelleneinstrahlung durchgefuhrt. Hierbei wurde wiederum zunédchst CH.Cl, als
Losungsmittel  verwendet, wobei die Reaktionslésung in einem abgeschlossenen
Reaktionsgefal wahrend 60 Minuten auf 80 °C erhitzt wurde. Da auch unter diesen
Bedingungen lediglich Zersetzungsprodukte resultierten, wurde anschlielend die zugesetzte
Base variiert. Allerdings fiihrte in beiden mikrowellenunterstiitzten Reaktionen,? sowohl die
Verwendung von CH,Cl, bei 80 °C, als auch NEt; in einem 3:1-Gemisch aus Toluol und
CH.Cl, bei 100 °C zu keiner Produktbildung, sondern zu einer nahezu vollstdndigen
Zersetzung des Eduktes. (Tab. 3.1)
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Reagenzien Bedingungen Ausbeute
DAST,CH,Cl, -60 °C bis Raumtemperatur kein Produkt
DAST,CH.Cl, -40 °C bis 40 °C kein Produkt
DAST, Toluol 80 °C Zersetzung

DAST, Collidin, Toluol 80 °C Zersetzung
DAST, Collidin, CH,Cl, MW, 100w, 80 °C, 60 min. Zersetzung
DAST, DMAP, CH.CI, MW, 100w, 80 °C, 60 min. Zersetzung
DAST, NEts, Toluol/CH.ClI; 3:1 MW, 100w, 100 °C, 60 min. Zersetzung

Tab. 3.1: Versuche zur Fluorierung des Gulals 17

Um zu untersuchen, ob das Schutzgruppenmuster die Reaktionstrdgheit des Edukts bedingt,
sollten die Acetylschutzgruppen gegen Benzylether ausgetauscht werden. So konnten in
verwandten Fluorierungsreaktionen Isopropyliden-Schutzgruppen erfolgreich fur den Aufbau
der Fluorzucker eingesetzt werden, da diese nicht elektronenziehend wirken und somit das
Substrat auch nicht fiir die Substitutionsreaktion desaktivieren.!*?

Zunachst konnte ausgehend von 3,4,6-Tri-O-acetyl-galactal 16 nach Deblockierung aller
Alkoholfunktionen in einer Zemplén-Umesterung!® unter Verwendung von NaOMe in
MeOH das vollstandig deblockierte Galactal 241" erhalten werden. In einer selektiven
Benzylierungsreaktion mit Hilfe von NaH und Benzylbromid konnte dieses dann in das
erwiinschte Produkt 25 tberfiihrt werden.™ Hierbei gilt allerdings zu bemerken, dass die
Ausbeute mit lediglich 37% recht gering ausfiel, was womdglich auf eine ungeniigende
Differenzierung der beiden sekundéren Alkoholfunktionen zurtickzufiihren ist. Nachdem der
gewinschte Alkohol 25 erhalten werden konnte, wurde die verbliebende 3-OH-Funktion
durch Reaktion mit Ac,O in Pyridin als Acetat blockiert und das Galactalderivat 26 wurde
erneut in einer bereits beschriebenen Ferrier-Reaktion mit Thiophenol umgesetzt. Die
darauffolgende Oxidation zum entsprechenden Sulfoxid mit anschlieBender Umlagerung
lieferte in einer Ausbeute von 59% das flr die Fluorierung benétigte Gulalderivat 28. (Abb.
3.8)
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Abb. 3.8: Erster Syntheseweg zur Darstellung von 4,6-Di-O-benzyl-gulal 28

Aufgrund der insgesamt nur maRigen Ausbeute wurde nach einer alternativen Syntheseroute
gesucht, die das gewunschte Produkt in einer kiirzeren Sequenz und mit besseren Ausbeuten
liefern sollte. Ausgehend von Thioacetal 21 konnte nach Schutzgruppenmanipulation die
entsprechende benzylierte Verbindung 27 erhalten werden,!">™ die mit Hilfe der bereits
vorgestellten Reaktionssequenz aus Oxidation und [2,3]-sigmatroper Umlagerung in das
gewinschte Gulal-Derivat 28 tberfihrt wurde. (Abb. 3.9)

OA B
AcO TAC 1) NaOMe, MeOH ~ BnO BN 1) mCPBA, CH,Cl, B0 QBN
o) 2.) NaH, BnBr, DMF ﬂ 2.) Piperidin, THF &3
— — > —
SPh 34% SPh 59% OH
21 27 28

Abb. 3.9: Alternative Syntheseroute zur Darstellung von 4,6-Di-O-benzyl-gulal 28

Trotz der relativ schlecht verlaufenden Deacetylierung konnte so die Gesamtausbeute an 4,6-
Di-O-benzylgulal 28 von 6% auf 20% erhoht werden.
Leider verliefen die Versuche zur Fluorierung des Gulals 28 unter den verschiedensten

Reaktionsbedingungen erneut erfolglos. (Tab. 3.2)

Reagenzien Bedingungen Ausbeute
DAST,CH,Cl, 0°Chis40°C kein Produkt
DAST, Toluol 80 °C Zersetzung
DAST, Collidin 80 °C Zersetzung
DAST, Collidin MW, 100w, 80 °C Zersetzung
DAST, DMAP MW, 100W, 80 °C Zersetzung

DAST, NEt; MW, 100w, 100 °C Zersetzung

Tab. 3.2: Bedingungen der Fluorierung des Gulal 28
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Synthese der 3-F-Galactose Uber ein Gulonolacton

Da alle Versuche einer direkten Fluorierung verschiedener Gulal-Derivate fehlschlugen,
musste nach einer geeigneten Alternative gesucht werden, um die Einfihrung des Fluor-
Substituenten an C-3 des Galactoserestes zu erreichen. Naheliegend, jedoch weniger elegant,
ist der frihe Einbau des Fluorsubstituenten vor der Bildung des Glycals, d.h. auf der Stufe
eines Galactose-Vorlaufers, was im Vergleich zur direkten Route eine deutlich groRere
Anzahl an Transformationen und Reinigungsschritte bedeutet. Der groRe Vorteil dieser
Syntheseroute ist jedoch, dass man mit Hilfe eines gemeinsamen Vorlaufers, dem in 3-
Position fluorierten, anomeren Bromid 1, in einer divergenten Synthese sowohl die
Darstellung des Tn-Analogons als auch des fluorierten T-Antigens verfolgen kann. (Abb.
3.10)

OAc OAc
AcO AcO
O O
O

AcO AcHN o)

OH OAc / FmocHNICOztBu
HO AcO 4
o) o)
F — .
AcO Br

HO OH OAc
AcO
29 1 (0]
F
AcHN
(e}

FmocHN CO,tBu
30

Abb. 3.10: Divergente Synthesestrategie durch frihe Einfuhrung des Fluor-Substituenten

Um die Einfiihrung des Fluor-Substituenten in die 3-Position eines Galactose-Bausteins mit
Hilfe einer nucleophilen Fluorierung erreichen zu kdénnen, muss wiederum ein geeigneter
Gulose-Vorlaufer eingesetzt werden, der ausgehend von D-Gulono-1,4-lacton 31 synthetisiert
wurde. Reduktion mit NaBH, Uberflihrte zunéchst die Ketofunktion in einen Alkohol der nach
Gleichgewichtseinstellung unter den gewéhlten Reaktionsbedingungen hauptséchlich in der
Pyranoseform 32 vorlag.["* Durch die anschlieRende Umsetzung mit Ac,O in Pyridin wurde
somit ein vollstdndig blockiertes Gulosederivat erhalten, welches in einer Reaktion mit HBr in
Eissessig zum anomeren Gulosylbromid 33 reagierte. (Abb. 3.11)
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o OH OAc
O HO 1.) Acy0O, Pyridin ~ AcO
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Abb. 3.11: Synthese des anomeren Gulosylbromids 33

Letzteres wurde nun in einer Glycosylierungsreaktion nach Helferich!™! mit Allylalkohol als
Akzeptor und Hg(CN), bzw. dem etwas besser 16slichen HgBr, als Promotoren umgesetzt.
Aufgrund der Nachbargruppenbeteiligung des Acetylsubstituenten in der 2-Position konnte
bei dieser Glycosylierungsreaktion das reine B-konfigurierte Produkt 34 in einer guten
Ausbeute von 72% erhalten werden. In der nachfolgenden Deacetylierung nach Zemplénl™
und Umsetzung mit Benzaldehyddimethylacetal in Gegenwart katalytischer Mengen an para-
Toluolsulfonsaure bildete sich bei 50 °C das 4,6-O-Benzylidenacetal 35 der Gulose, das in
einer Ausbeute von 49% uber diese beiden Stufen isoliert werden konnte. Um die Synthese zu
vervollstdndigen, musste in einem letzten Schritt die selektive Blockierung der reaktiveren 2-
Hydroxyfunktion erfolgen, die durch Umsetzung des Diols 35 mit Benzoylchlorid in CH,ClI,
und Pyridin in einer Ausbeute von 63% gelang.l’” Die zweifach benzoylierte Verbindung

konnte hingegen lediglich in geringen Spuren nachgewiesen werden.

OAc X-"0oH OAc
AcO Ha(CN)y, HaBr, A0
o o o
A 72% >
AcO”A%Og; AcOAO
33 34

1.) NaOMe, MeOH
2.) pTosOH, DMF, 50°C

o
Ph" o BzCl, P o
MeQ o CH,Cl,, Pyridin o
O\/\ —— O\/\
MeO HO
HO
35

63% OBz

49%
36

Abb. 3.12: Darstellung des Gulose-Vorlaufers 36 fur die anschliefende Fluorierungsreaktion

Nachdem die Synthese des orthogonal blockierten Gulosederivats 36 erfolgreich durchgefiihrt
werden konnte, sollte nun in einer DAST-vermittelten nucleophilen Substitutionsreaktion ein
Fluoratom eingefiihrt werden.[***! In einem ersten Versuch wurde das Edukt in CH,Cl,
vorgelegt und tropfenweise mit DAST® versetzt. Bei dieser Reaktionsfihrung konnte durch
Dunnschichtchromatographie auch nach einer Reaktionszeit von 24 Stunden keinerlei

Produktbildung festgestellt werden; nur das Startmaterial konnte unveréndert nachgewiesen
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werden. Daher wurde in einem weiteren Versuch das Edukt in Gegenwart von Pyridin in
Toluol vorgelegt und DAST® langsam bei -30°C zugetropft. Nach Erwarmen der
Reaktionslosung auf Raumtemperatur Uber Nacht konnte ein Produkt isoliert werden, dass
sich nach genauerer Analyse mittels NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie als das
Eliminierungsprodukt 38 erwies. (Abb. 3.13)
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Abb. 3.13: Versuche zur Fluorierung der Gulose 36 mit DAST

Bei n&herer Betrachtung dieser Reaktion ist die Eliminierung aus zwei Gesichtspunkten nicht
unerwartet. Zundchst wird das Proton in 2-Position durch den elektronenziehenden Benzoyl-
Substituenten acidifiziert, was eine Eliminierung nach einem E2-Mechanismus mit sich fiihrt.

In Abb. 3.14 ist ein mdoglicher Mechanismus der beobachteten Eliminierungsreaktion

aufgezeigt.
o B o] b N
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~N~ H Pz
O o © ° o —_— O o
~ X Foo---- > ~ X — ~ X
HO OBz (.) OBz OBz
36 SF, 38
v
Ph OO
S o
F ~ X
OBz
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Abb. 3.14: Mdglicher Mechanismus der beobachteten Eliminierungsreaktion
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Zundachst kommt es zu einem Angriff des Alkohols auf die SFs-Gruppe des
Fluorierungsreagenzes. Nach Substitution eines Fluoratoms sollte in einer normal ablaufenden
Substitution nun das eben erzeugte Fluorid-Anion das Kohlenstoffatom des ehemaligen
Alkohols angreifen und unter Inversion das gewilinschte Produkt bilden. Hier scheint
allerdings der Angriff des Fluorids langsamer zu sein als die entsprechende Eliminierung.
Daher kann Pyridin das B-standige Wasserstoffatom angreifen und der nun in eine bessere
Austrittsgruppe umgewandelte Alkohol eliminiert unter Ausbildung der Doppelbindung.
Dariliber hinaus ist die Eliminierung durch die antiperiplanare Anordnung des zu
abstrahierenden Protons und der Austrittsgruppe stark beglnstigt, da es zu einer idealen
Orbitalwechselwirkung zwischen dem o-Orbital der C-H-Bindung an Position 2 und dem o -
Orbital der C-O-Bindung des Alkohols kommen kann.["® Diese Reaktionsweise konnte unter
anderem an einem Glucosamin-Derivat beobachtet werden, welches nach Umsetzung mit
DAST® lediglich das Eliminierungsprodukt lieferte.' (Abb. 3.15)

Ph—X~0 Ph~X~0
o% DAST, Benzol o%
>
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HO OBn OBn
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Abb. 3.15: Eliminierungsreaktion bei einer versuchten DAST-vermittelten Fluorierung

Auch beim Einsatz von TBAF als Fluorierungsreagenz konnte eine unerwinschte
Eliminierungreaktion bei diversen Substraten und in verschiedenen Positionen des
Kohlenhydratgeriistes beobachtet werden.®"!

Nachdem es bisher unter Verwendung von DAST® nicht gelang, das gewiinschte
Fluorierungsprodukt 37 zu synthetisieren, sollte in einem weiteren Versuch der Alkohol 36
zundchst in den Aktivester 41 Gberflhrt werden. Dadurch sollte die Position 3 selektiv fiir die
anschlieBende Substitutionsreaktion aktiviert werden. Auf die Ester der Sulfonséure als
Abgangsgruppe wird haufig zuriickgegriffen, da sie besonders gute nucleofuge Eigenschaften
aufweisen.® Hier sollte die Austrittstendenz zusitzlich durch die Anwesenheit des
elektronenziehenden Heterozyklus erhoht sein. Weiterhin gilt zu erwdhnen, dass die N-
Imidazol-1-sulfonyl-Gruppierung wéhrend der Substitutionsreaktion in Imidazol und
Schwefeltrioxid zerfallt, was das Gleichgewicht vollstdndig auf die Seite des Produkts
verschiebt. Eine entsprechende Fluorierung uber den Sulfonylester der Isopropylidenacetal-

geschiitzten Glucofuranose wurde auf diese Weise bereits in guten Ausbeuten beschrieben.®!
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Um diese Reaktion auf das vorliegende Substrat 36 zu Ubertragen, wurde zundchst der
sekundare Alkohol mit Sulfurylchlorid und Imidazol bei -40 °C in den Sulfonylaktivester 41
Uberfiihrt und ohne Reinigung direkt in einer Fluorierungsreaktion mit Hilfe von
Tetrabutylammoniumfluorid eingesetzt. Bei dieser Reaktion in einem Gemisch aus THF und
CH,CI; konnte allerdings keine Produktbildung festgestellt werden. (Abb. 3.16)

H
Ph” <O o N Ph” :O o Ph™ "o ?
o [N/> o TBAF, THF o
O\/\ - O\/\ M E O\/\
ho OBz SO,Cl, DMF o OBz OBz
-40°Ctort 1
36 0=S=0 41 37

Abb. 3.16: Versuch der Fluorierung mittels Imidazolsulfonylester 41

Obwohl es durch die geschickte Wahl des Schutzgruppenmusters moglich war, ein geeignetes
Gulosederivat fir die anschlieBende Fluorierungsreaktion zu synthetisieren, gelang letztere
allerdings weder mit DAST noch unter Einsatz eines Imidazolsulfonylaktivesters. Da auch die
Kosten fir das bendtigte Edukt, D-gulono-1,4-lacton 31, relativ hoch waren, wurde auf eine

weitere Ausarbeitung von geeigneten Fluorierungsbedingungen fir dieses Substrat verzichtet.

Synthese der 3-F-Galactose ausgehend von Glucose

Eine weitere Mdglichkeit, den zentralen 3F-Galactalbaustein 29 zu erhalten, sollte von der
wesentlich kostengiinstigeren Glucose 13 aus erfolgen. (siehe Abb. 3.10) Dazu muss jedoch
das Stereozentrum in 3-Position zunéchst invertiert werden, um die benétigte Konfiguration
an C3 bei der nucleophilen Substitution durch Fluor zu erhalten. Des Weiteren gilt es, die
Stereochemie der Alkoholfunktion in 4-Position zu invertieren. Hieraus ergeben sich zwei
Maoglichkeiten: Entweder erfolgt zunéchst die Inversion der 3- und 4-Position zu einem
Gulosederivat 32, oder es wird erst die 3-Position invertiert, so dass die Fluorierung an einer
Allose 42 erfolgt, die schlieRlich in den gewiinschten Galactosebaustein tberfiihrt wird. (Abb.
3.17)
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Abb. 3.17: Mdgliche Zwischenstufen bei der Synthese der 3-F-Galactose 28 ausgehend von Glucose 13

Bei der hier gewahlten Route, die in Anlehnung an die Synthese von Brimacomb et al.®?
erfolgt, kommt es zu einer simultanen Inversion der beiden Stereozentren in 3- und 4-Position
der Glucofuranose 43, woraus ein Gulosederivat 44 resultiert, welches im Anschluss in einer

nucleophilen Fluorierung zur fluorierten Galactose 45 umgesetzt werden soll.

>< . oo P
Y = ek = =
43 44 45 1

Abb. 3.18: Uberblick tiber die Synthese des 3-F-Galactosebausteins 1 ausgehend von Glucofuranose 43

Hierzu wurde zunéchst wasserfreie Glucose 13 mit Aceton und konzentrierter Schwefelsaure
zur  1,2;5,6-Di-O-isopropyliden-glucofuranose 43  umgesetzt.®® Dabei darf die
Innentemperatur des Reaktionskolbens zu keiner Zeit einen Wert von 10 °C Uberschreiten, da
sonst die Gleichgewichtseinstellung zwischen Furanose- und Pyranoseform in Richtung
letzterer verschoben wirde. In einer darauffolgenden Oxidation der resultierenden
Hydroxyfunktion in 3-Position durch Pyridiniumdichromat (PDC)®4 konnte das
entsprechende Keton 46 erhalten werden. Dieses wurde ohne Reinigung direkt durch Erhitzen
in wassriger Diethylether-Losung in das korrespondierende Hydrat 47 tberfihrt, 52 bevor in
einer B-Eliminierungsreaktion mit Ac,O in Pyridin das Enolacetat 48 erhalten werden
konnte.’®”1 (Abb. 3.19)
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Abb. 3.19: Synthese des Enolacetats 48 ausgehend von D-Glucose 13

Die anschliel’ende Inversion der beiden Stereozentren in Position 3 und 4 erfolgte in einer
Palladium-katalysierten Hydrierung der Doppelbindung des Enolacetats, die selektiv von der
Oberseite des Molekils ablief und so zur Bildung der 1,2;5,6-Di-O-1sopropyliden-3-O-
acetylgulofuranose 49 in einer Ausbeute von 82% flihrte. (Abb. 3.20) Die Selektivitat dieser
Reaktion lasst sich sehr anschaulich an Hand der sperrigen 1,2-Di-O-Isopropylidengruppe
erklaren, die eine Anndherung des Katalysators von der Unterseite erschwert. Die ebenfalls in
der Literatur beschriebene Reduktion des Enolacetats mit anschliefender Reduktion des
Esters mit NaBH,®" lieferte im Gegensatz dazu das gewiinschte Produkt nur in einer
Ausbeute von 15%. Nach Deblockierung'®®” wurde der Vorlaufer der Fluorierungsreaktion
in einer Ausbeute von 19% (ber sechs Stufen ausgehend von Glucose und unter Inversion

zweier Stereozentren erhalten. (Abb. 3.20)

0 o 0
H,, Pd/C, MeOH
\ 82% NaOMe, MeOH
P — ><O N ><O X
C
K O\/ S OAQ% ’ 0 OHO\/
48 49 44
NaBH, EtOH

15%

Abb. 3.20: Synthese des Fluorierungsvorlaufers 1,2;5,6-Di-O-1sopropyliden-gulofuranose 44

Bei der folgenden DAST-vermittelten nucleophilen Fluorierungsreaktiont*®! von 44 in
Gegenwart von Dimethylaminopyridin (DMAP) konnte das gewinschte Produkt 45 nach
einer Reaktionszeit von 24 Stunden bei Raumtemperatur in einer Ausbeute von 78% erhalten
werden.®2®! Eine in diesem Zusammenhang in der Literatur haufig beobachtete Eliminierung

zur 1,2;5,6-Di-O-isopropyliden-erythro-hex-3-enofuranose 50, die insbesondere bei der
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Verwendung von TBAF als Fluorierungsreagenz auftrat, wurde nicht beobachtet.® (Abb.
3.21)

o
F
<0 X
0
® O
o DAST, DMAP \/
CH,Cl, 45
>0 8 78%
S OHOY ° o)
L4 \
44 00 /—;o
Ao
50

Abb. 3.21: Reaktion zur gewiinschten 3-F-Galactofuranose 45 ohne Nebenproduktbildung 50

Im ndchsten Schritt sollte nun die Furanoseform in eine Pyranose umgewandelt werden, wozu
der Fluorzucker 45 in einer Wasser/Ethanol-Mischung unter Zugabe von saurem
lonentauscher drei Tage lang auf 65 °C erhitzt wurde.®"#8 Hierbei kam es zur Abspaltung der
Isopropylidengruppen und Freisetzung der deblockierten 3-Desoxy-3-Fluor-galactopyranose

29, die zur weiteren Verwendung mit Ac,O in Pyridin peracetyliert wurde.’" (Abb. 3.22)

. OH OAc
IR 120 H™, EtOH, HO AcO
HZO 65°C o Ac,0, Pyridin o
j ’ F%S ) F%S
>< T on 97% (2 Stufen) e oAc
29 51

Abb. 3.22: Darstellung der peracetylierten 3-Fluor-Galactopyranose 51

[75]

Fur die nachfolgende Glycosylierungsreaktion nach Helferich wurde das Bromid

Ac33FGalBr 1 als Donor hergestellt, (Abb. 3.23) da sich diese Donoren in friiheren
Umsetzungen zum Aufbau von TF-Antigen-Analoga bewahrt hatten, wéhrend 3F-

Trichloracetimidate zu deutlich schlechteren Ausbeuten fiihrten, %%

OAc OAc
AcO AcO
0 HBr/HOAc o
F 69% F
AcO ©OAc AcO g,

51 1

Abb. 3.23: Darstellung des anomeren Bromids 1
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Zur Herstellung des Glycosylbromids 1 wurde die peracetylierte Verbindung 51 vorgelegt und
unter Eiskiihlung langsam mit HBr in Eisessig (33 Gew.%) versetzt.?**] Obwohl noch nicht
samtliches Startmaterial umgesetzt war, wurde die Reaktion nach 18 Stunden Ruhrens bei
Raumtemperatur abgebrochen und das gewiinschte Produkt wurde in 69% Ausbeute isoliert.
Letztere konnte auch bei langerer Reaktionsdauer nicht verbessert werden, da hierbei
allmahlich Hydrolyse eintritt, wie anhand von ESI-Massenspektrometrie nachgewiesen
werden konnte. Bei genauerer Untersuchung des verbliebenen Edukts zeigte sich anhand des
'H-NMR-Spektrums, dass nur das reaktivere B-Acetat unter den Reaktionsbedingungen
umgesetzt wurde. (Abb. 3.24)

Bromid /
/
va /3
//
/ i : /
a/B-Acetat /
//
)
Jﬂ JWLM :
i L

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
69 68 67 66 65 64 63 62 61 60 59 58 57 56 5.? 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39

Abb. 3.24: Vergleich der 1H-NMR-Spektren des fluorierten Bromids, a-Acetats und o/p-Acetats

In Abb. 3.24 sind die jeweiligen *H-NMR-Spektren des 3F-Bromids, des o-Acetats und des
Anomerengemisches aus o- und [B-Acetat dargestellt. Bei genauerer Betrachtung des
Spektrums des Anomerengemisches fallt zunéchst das Signal bei 6.4 ppm auf, bei dem es sich
um das 1-H Proton des a-konfigurierten Acetats handelt, das eine axiale Kopplungskonstante

von 4.31 Hz des anomeren Protons zum benachbarten 2-H aufweist.
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Abb. 3.25: Vergleich der Kopplungskonstanten der a- und B-Konfiguration am Kohlenhydrat

Die im Regelfall erwartete Multiplizitit des anomeren Protons, die eine Aufspaltung zu einem
Dublett bedingt, wird hier von der Kopplung des Protons zum Fluorsubstituenten Uberlagert.
Da die Kopplungskonstante zum Fluor annéhernd identisch mit der des anomeren Protons
zum 2-H ist, nimmt das 1-H-Signal die Gestalt eines pseudo-Tripletts an. Des Weiteren fallt
ein recht intensives Dublett bei etwa 5.6 ppm ins Auge. Hierbei handelt es sich um das Signal
des B-konfigurierten Acetats, das eine Kopplungskonstante von 8.22 Hz zum benachbarten 2-
H aufweist. Das Spektrum des Bromids zeigt ebenfalls eine relativ kleine Kopplungskonstante
von 4.12 Hz (6.7 ppm) und weist auf die a-Konfiguration am anomeren Zentrum hin.
Betrachtet man nun das bei der Reaktion zurtickgebliebene Edukt (mittleres Spektrum), fallt
im Vergleich zum Spektrum des eingesetzten Edukts sofort auf, dass es sich nicht mehr um
ein Anomerengemisch handelt, sondern lediglich um das o-Anomer des Acetats, was
wiederum durch die Kopplungskonstante des 1-H-Protons (J = 4.23 Hz, 6.4 ppm) zum
Nachbarproton belegt werden kann. Dieser Wert ist sehr gut vergleichbar mit der aus dem
Anomerengemisch ermittelten Kopplungskonstanten von 4.31 Hz.

Die mangelnde Reaktivitdt des a-anomeren Acetats lasst sich durch den elektronenziehenden
und damit desaktivierenden Einfluss des Fluoratoms und den anomeren Effekt erklaren. In
cyclischen, sesselférmigen Kohlenhydraten nehmen Substituenten in der Regel die
aquatoriale, thermodynamisch gunstigere Position ein. Am anomeren Zentrum hingegen
findet man elektronegative Substituenten in einer axialen Position. Der Grund hierfur liegt im
sog. Anomeren Effekt, welcher nach Lemieux in der Dipol-Dipol-Wechselwirkung der
anomerbenachbarten Gruppen liegt. Einer der beiden Dipole wird durch die freien
Elektronenpaare des Ringsauerstoffs erzeugt, wéhrend der andere Dipol entlang der, durch
den elektronegativen  Substituenten  polarisierten  Bindung zwischen anomeren
Kohlenstoffatom und dem Substituenten zeigt. In der B-Konfiguration zeigen beide Dipole in
die gleiche Richtung, und verstarken somit die Polarisierung des Molekils. Demgegeniber
neutralisieren sich die beiden Dipole teilweise in der a-Konfiguration, so dass diese

Konfiguration elektrostatisch begiinstigt ist. (Abb. 3.26)
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Abb. 3.26: Darstellung der am anomeren Effekt beteiligten Dipole

Der Anomere Effekt lasst sich auch auf stereoelektronische Effekte zuriickzufuihren, wobei
die Uberlappung eines freien Elektronenpaars des O-Atoms mit dem antindenden o*-Orbital
der C-Br-Bindung betrachtet wird. Die axiale Koordination des Substituenten wird nun
dadurch erzwungen, das diese Hyperkonjugation, d. h. die n-O — o*-Delokalisierung der
nichtbindenden Elektronen, Uber eine antiperiplanare Anordnung der beteiligten Orbitale
optimal erfolgen kann.*!

Der Energieunterschied der beiden anomeren Acetate kann daher zur Erkl&rung der
beobachteten Substratselektivitdt in der Bromierungsreaktion herangezogen werden. Das
energetisch glnstigere o-Anomer wird durch die desaktivierende Eigenschaft des
Fluorsubstituenten in seiner Reaktivitat soweit herabgesetzt, dass es unter den vorliegenden
Bedingungen nicht reagieren kann. Das B-Anomer hingegen, energetisch héher liegend, kann
die Reaktion zum Bromid eingehen. Die erhaltene Ausbeute von 69% spiegelt das
Anomerenverhéltnis des eingesetzten Edukts in etwa wieder, wodurch diese Beobachtung
untermauert werden kann.

Um auch das o-Anomer umsetzen zu konnen, ware beispielsweise eine in situ-
Anomerisierung des Eduktes denkbar, bei der es standig zu einer Gleichgewichtseinstellung
zwischen den beiden Anomeren kommt. Das B-Anomer konnte in der Reaktion umgesetzt
werden und wird selbst wieder unter S&ureeinwirkung aus dem unreaktiven o-Anomer
nachgebildet. Allerdings konnte durch die weitere Zugabe von HBr in Eisessig und eine
Erhéhung der Reaktionstemperatur auf 40 °C keine verbesserte Ausbeute erreicht werden,
sondern es wurde lediglich eine beschleunigte Bildung des Hydrolyseproduktes beobachtet.
Alternativ konnte auch die Acetylierung der vollstandig deblockierten Verbindung 29 unter
Verwendung von NaOAcP durchgefiihrt werden, wobei vornehmlich das B-Anomer entsteht,
welches dann vollstandig mit HBr abreagieren konnte.

Daneben ist noch zu erwahnen, dass das a-Bromid eine recht geringe Lebensdauer besitzt.
Beispielsweise sind bei -20 °C bereits nach 2-3 Wochen eindeutige Spuren von
(sdurekatalysierter) Zersetzung zu erkennen und der formals farblose Feststoff nimmt dann

eine braunlich-schwarze Farbe an.
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In einer anschiefenden reduktiven Eliminierung mit aktiviertem Zinkstaub® konnte das
anomere Bromid 1 in das fluorierte Galactalderivat 18 Gberfuhrt werden. (Abb. 3.27) Auch
dieses Produkt weist eine relativ geringe Stabilitat auf, weshalb bereits nach wenigen Stunden
in deuteriertem Chloroform Zersetzung auftritt. Verwendet man als Ldsungsmittel
Chloroform, welches Uber basischem Aluminiumoxid gelagert wurde, tritt diese Zersetzung

erst mit einer Verzégerung ein, was auf einen saurekatalysierten Prozess hindeutet.

Me
OAc ) [N/>
AcO Zn N AcO OAc
o — N . 0
F EtOAC, 79% FA
AcO Br
1 18

Abb. 3.27: Reduktive Eliminierung zum 3-Desoxy-3-fluor-4,6-di-O-acetylgalactal 18

Aus Zeitgrinden konnte die weitere Reaktion des fluorierten Galactals 18 zum Azidonitrat
bzw. Azidobromid mit anschlieBender Glycosylierung nicht durchgefiihrt werden, zumal bei
der Azidonitratisierungsreaktion, bei der sich ein stark saurer pH-Wert ergibt, aufgrund der
eben beschriebenen Sdurelabilitdt mit Problemen gerechnet werden kann.

Nachdem nun der Einbau des Fluorsubstituenten in der 3-Position der Galactose unter Erhalt
der bendtigten Konfiguration durchfuhrbar war, konnte in der weiterfolgenden Synthese mit
dem Aufbau des auf Zelloberflachen maligner Zellen auftretenden T-Antigens fortgefahren
werden. Hierbei soll das eben beschriebene fluorierte Galactose-Derivat 1 in einer

Glycosylierungsreaktion als Donor zum Einsatz kommen.

Synthese des 3’-F-T-Antigens

Fur die Darstellung des fluorierten T-Antigen-Analogons werden zundchst ein orthogonal
geschitztes Threonin-Derivat 14 und als Akzeptor 2-Desoxy-2-azido-4,6-di-O-benzyliden-
galactopyranose 15 benétigt, welche ausgehend von Threonin 52 bzw. Galactose 20 in
mehreren Schritten zuganglich sind. *%°! (Apb. 3.28)
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Abb. 3.28: Retrosynthese des fluorierten T-Antigens 4

Die Synthese des Tn-Akzeptors 12 muss so erfolgen, dass die Glycosylierungsreaktion unter
Erhalt des Schutzgruppenmusters moglich ist.”**”! Dies kann durch den Einsatz der Fmoc-
Schutzgruppe fir die Aminofunktion und tber eine Blockierung der S&uregruppe als tert-
Butylester geschehen. Zur Einfiihrung der Fmoc-Schutzgruppe wurde das freie Amin mit N-
(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-succinimidylcarbonats  (Fmoc-Osu) in  Gegenwart von
NaHCO3; in einem Gemisch aus Aceton und Wasser umgesetzt, wéhrend die Umsetzung zum
tert-Butylester eine Aktivierung der Carbonséure mit N,N-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)
unter Cu(l)-Katalyse und mit einem Uberschuss an tert-Butanol erforderte.*®%¢%! Dije
gewiinschte orthogonal blockierte Verbindung 14 konnte so in einer Ausbeute von 37%
erhalten werden. (Abb. 3.29)

HO Fmoc-OSu, NaHCO; HO tBuOH, DCC HO
I Acetone, H,0 I CuCl j\/

H,N~ ~CO,H FmocHN™ ~CO,H 37% (2 Stufen)  FmocHN” ~CO,tBu
52 53 14

Abb. 3.29: Synthese des orthogonal blockierten Threonins 14

Eine genaue Kontrolle des Reaktionsverlaufes bei der Veresterung ist aufgrund des
Uberschissigen tert-Butanols notwendig, gestaltet sich jedoch schwierig und es tritt in nicht
unerheblichem Malie die Veretherung der sekundéaren Alkoholfunktion als Nebenreaktion auf,

wodurch die Gesamtausbeute drastisch reduziert wird.
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Die Darstellung des Galactosaminyl-Donors 15 folgte ebenfalls einer literaturbekannten
Route, bei der D-Galactose 20 in einer fiinfstufigen Synthesesequenz zu 3,4,6-Tri-O-acetyl-
2-desoxy-2-azido-a-D-galactopyranosylbromid 16 umgesetzt wird. Hierfur mussten zundchst
die freien OH-Gruppen der D-Galactose mit Hilfe von Ac,O und Pyridin in die
entsprechenden Acetylgruppen umgewandelt werden. AnschlieRend wurde wie zuvor (siehe
Abb. 3.23) durch Reaktion mit HBr in Eisessig das anomere Bromid 54 erzeugt, das aufgrund
des anomeren Effekts selektiv in Form des a-konfigurierten Produkts entstand.® Nach

reduktiver Eliminierung mit aktiviertem Zink konnte so in einer Gesamtausbeute von 68%

tiber drei Stufen der Galactal-Baustein 16 dargestellt werden.®%3!
OH - OAc
HO 1.) Ac,O, Pyridin AcO AcO OAc
o 2.) HBr/HOAc o Zn*, Imidazol %
H A —
© HO “OH 0 AcO 68% (3 Stufen) AcO
)
20 54 16

Abb. 3.30: Synthese des Galactals 16

Letzterer wurde anschlieBend in einer Azidonitratisierung nach Lemieux umgesetzt.* In
dieser Reaktion werden mittels Cer(I'VV)ammoniumnitrat und Natriumazid eine Azid-Funktion
in die 2-Position und eine Nitratgruppe an der anomeren Position des Pyranoserings

eingefihrt, wobei das Produkt als Gemisch der beiden Anomere anféllt. (Abb. 3.31)

OAc

AcO OAc Ce(NO3)s(NHa)2  pco
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Abb. 3.31: Azidonitratisierung nach Lemieux**

Die Bildung des Azidonitrats verlauft gemaR Lemieux wahrscheinlich nach einem
radikalischen Mechanismus. Dabei wird zunéchst durch das starke Oxidationsmittel Ce(IV)
ein Elektron des Azids abstrahiert. Das resultierende Azidradikal wiederum ist in der Lage,
die Doppelbindung des Galactals 16 anzugreifen und bildet ein radikalisches, cyclisches
Zwischenprodukt aus. Dieses wird in einer erneuten Oxidationsreaktion durch Ce(IV) in ein
Oxocarbeniumion 0berfihrt, welches im Anschluss vom nucleophilen Nitration an der
anomeren Position angegriffen werden kann. Aufgrund des anomeren Effekts entsteht dabei

zwar vermehrt das o-Anomer, doch ist die zu beobachtende Stereoselektivitit der
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Nitrataddition nicht vollstdndig. Flr die weitere Reaktion des Azidonitrats 55 ist das

Vorliegen eines Anomerengemisches aber nicht von Bedeutung. (Abb. 3.32)

Ce* + Nj Ce® + Nj
AcO OAc . AcO OAc Cett AcO OAc ®
0 N3 o © 0
AcON_N ——— ACO — AcON_
16 N3 Ce® N;
OAc
AcO ©
o NO; AcO OAc
AcO 0
N; ONO, AcO ®
N3

Abb. 3.32: postulierter Mechanismus der Azidonitratisierung nach Lemieux

Da bereits bekannt war, dass das Azidonitrat 55 leicht hydrolysiert,'®>*! wurde es direkt in
einer Reaktion mit wasserfreiem Lithiumbromid zum 3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-azido-o.-

D-galactopyranosylbromid 15 umgesetzt. (Abb. 3.33)

OAc OAc
AcO . AcO
- o LiBr, H;CCN - o
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Abb. 3.33: Synthese des Galactosyldonors 15

In der nachfolgenden Glycosylierungsreaktion, welche eine von Paulsen modifizierte
Variante der Konigs-Knorr-Glycosylierungsreaktion darstellt,**>*%! wurde das Azidobromid
15 unter Aktivierung mit wasserfreiem Silbercarbonat und Silberperchlorat mit dem
orthogonal blockierten Threonins-Derivat 14 umgesetzt. Nach einer bekannten Vorschrift™*!
wurden die Aminosaure und die Promotoren in einer Mischung aus Toluol und
Dichlormethan tber Molsieb vorgelegt und anschlieBend mit dem Donor versetzt. Obwohl
auch hier der anomere Effekt wirkt und das Azid als benachbarte funktionelle Gruppe keinen
B-dirigierenden Nachbargruppeneffekt aufweist, entsteht in geringen Mengen das -Anomer,
das sich durch Flashchromatographie nicht vollstandig abtrennen lasst.* Folglich wurde auf
dieser Stufe das Anomerengemisch nicht weiter getrennt, sondern direkt in der nachfolgenden
Synthese eingesetzt. (Abb. 3.34)
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Abb. 3.34: Glycosylierung zum Fmoc-Thr(aAcsGalN3)-OtBu 56

Zur Reduktion des erhaltenen Azids 56 wurde Zinkpulver, das zuvor durch Behandlung mit
CuSQ, aktiviert wurde, eingesetzt. Dadurch konnte die Azid-Funktion reduziert werden,
wobei die entstandene Aminofunktion bei gleichzeitiger Zugabe von Ac;O in situ zum
Acetamid 57 umgewandelt wurde. ! (Abb. 3.35)

OAc OAc
AcO AcO
Zn*, THF, Ac,O
o} s T 2 o}
AcO AcOH AcO
N3 26% (2 Stufen) AcHN
(0] O
FmocHN CO,tBu FmocHN CO,tBu
56 57

Abb. 3.35: Reduktive N-Acetylierung zum Ty-Antigen 57

Auf dieser Stufe gelang die Abtrennung des noch vorhandenen B-Anomers mittels
Flashchromatographie und das reine a-konfigurierte Tn-Antigen-Derivat 57 konnte in einer
Ausbeute von 26% isoliert werden.

Um 57 in einen geeigneten Akzeptorbaustein umzuwandeln, ist zunéchst die Umesterung der
vorhandenen Acetylschutzgruppen in 3-, 4- und 6-Position nach Zemplén nétig.[’® Hierzu
wurde 57 in Methanol so lange mit frisch hergestellter NaOMe-L0dsung versetzt, bis sich ein
pH-Wert von 85 — 9.0 einstellte. Wahrend der Reaktion wurde der pH-Wert standig
kontrolliert und ggf. nachreguliert, wobei jedoch zu basische Bedingungen vermieden werden
mussen, da es ansonsten zur Abspaltung der basenlabilen Fmoc-Schutzgruppe kommen kann.
Da ein teilweiser Verlust der Schutzgruppe jedoch meistens zu beobachten ist, wurde diese in
einem zweiten Schritt unter Verwendung von Fmoc-OSu und DIPEA wieder installiert. (Abb.
3.36)
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Abb. 3.36: Zemplén Umesterung
Um die Anbindung des Galactoserestes regioselektiv in der 3-Position zu gewahrleisten,®*
mussen die 4- und 6-Position des Triols 58 zundchst selektiv blockiert werden. Dies kann mit
Hilfe von Benzylidendimethylacetal in Gegenwart Kkatalytischer Mengen an p-
Toluolsulfonsaure erfolgen,*®! wobei der benétigte Glycosylakzeptor 12 in einer Ausbeute

von 96% isoliert wurde.
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Abb. 3.37: Synthese des Glycosylakzeptors 12

In einem néachsten Schllsselschritt sollte das fluorierte Thomson-Friedenreich-Antigen-
Analogon 59 mit Hilfe einer Helferich-Glycosylierung™ aufgebaut werden, da sich diese
Glycosylierungsreaktion bereits bei strukturell dhnlichen Substraten als erfolgreich erwiesen
hatte!? und bei Verwendung des Bromids, welches auch fiir die Synthese des fluorierten
Galactals 18 bendtigt wurde, die Zahl der herzustellenden Vorlaufermolekile fur die
verschiedenen Antigenanaloga moglichst klein gehalten werden kann.

Unter Aktivierung des Donors durch Hg(CN), konnte mit Hilfe einer konventionellen
Reaktionsfiihrung bei Raumtemperatur keine Produktbildung nachgewiesen werden.
Lediglich die Hydrolyse des Donors war mittels Dinnschichtchromatographie festzustellen.
Da allerdings die verminderte Reaktivitat der fluorierten Glycosyldonoren bekannt ist, wurde
ein in der Arbeitsgruppe entwickeltes, mikrowellengestiitzes Protokoll eingesetzt.**#? Nach
drei Stunden bei 80 °C und einer Energieeinstrahlung von 100 Watt konnte das gewiinschte

fluorierte Disaccharid erstmals und in einer Ausbeute von 67% isoliert werden.
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Abb. 3.38: Mikrowellenunterstiitze Glycosylierung nach Helferich zu 59

Aufgrund der Koordination der Acetylgruppe in 2-Position des Galactosylbromids 1 an das
intermedidr gebildete Carbeniumion (Nachbargruppeneffekt) erfolgt der Angriff des
Nucleophils lediglich von der dquatorialen Seite aus und es wurde wie erwartet das [-
konfigurierte Disaccharid isoliert. (Abb. 3.39)
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Abb. 3.39: Nachbargruppeneffekt der Acetylschutzgruppe bei der B-Glycosylierung zum T-Antigen 59

Bei der genauen Charakterisierung des Disaccharids 59 konnten jedoch teilweise doppelte
Signalsatze im H-, *C-, und auch *F-NMR-Spektrum nachgewiesen werden. In Abb. 3.40
ist der aromatische Bereich des ‘H-NMR-Spektrums des Disaccharids 59 abgebildet, der bei
den Signalen deutlich eine Schulter erkennen lasst. Beispielsweise tritt bei dem Dublett bei
7.60 ppm ein weiteres deutliches Signal auf, das zu tieferem Feld verschoben ist. Ahnliche
zusatzliche Signale treten auch bei den restlichen Multipletts mehr oder weniger stark auf, wie
beispielsweise bei dem Dublett bei 7.76 ppm, das lediglich eine leichte Schulter zu hoherem
Feld aufweist. Insgesamt ergibt jedoch erst die Integration (ber alle Signale die richtige

Anzahl an Protonen.
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Abb. 3.40: Teilweise verdoppelte Signalsatze der Fmoc-Schutzgruppe im Disaccharid 59

Da die massenspektrometrische Analyse nur die Masse des gewinschten Produktes nachwies
und somit ein Nebenprodukt als Verunreinigung ausgeschlossen werden konnte, wurde das
Produkt per HPLC untersucht, um so die Anwesenheit von Anteilen des o-Anomers
auszuschlielen. Das in Abb. 3.41 gezeigte Chromatogramm des analytischen HPLC-Laufs
zeigt jedoch eindeutig die Anwesenheit nur eines Produktes an. Aus friheren Arbeiten ist
zudem bekannt, dass die anomeren Fluor-Disaccharide in der Regel ausreichend
unterschiedliche Retentionszeiten besitzen, um voneinander getrennte Signale zu liefern.”!
Daher ist davon auszugehen, dass es sich bei den zusétzlichen NMR-Signalen um die von
Rotameren handelt, die auf der eingeschrankten freien Drehbarkeit des Fmoc-Restes um die
Carbamatgruppe beruhen. (Abb. 3.42)
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Abb. 3.41: HPLC-Profil des fluorierten Disaccharids 59
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Abb. 3.42: Rotamerenbildung der Fmoc-Schutzgruppe in 59

Fur den Einbau des erhaltenen fluorierten T-Antigens 59 in die MUC1-Peptidsequenz sind
noch abschliel3ende Schutzgruppenmanipulationen notig, um den
Glycosylaminosdurebaustein  fur die Festphasenpeptidsynthese gegen Acidolyse zu
stabilisieren. Hierzu wurde zun&chst in einer séurekatalysierten Reaktion mit aktiviertem
Kieselgel (NaHSO4xSiOy)"® das Benzylidenacetal gespalten und die beiden

Alkoholfunktionen des Galactosamin-Bausteins wieder freigesetzt. (Abb. 3.43)
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Abb. 3.43: Deblockierung der Alkohole des Galactosamin-Bausteins zum Diol 60

Der erhaltene Baustein 60 zeigte ebenfalls in den NMR-Spektren zusatzliche Signalsatze, die
verschiedene Rotameren zugeschrieben werden und im Fall der **C-Resonanzen vor allem die
Signale der Fmoc-Gruppe betreffen. (Abb. 3.44)
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Abb. 3.44: Protonen-NMR-Spektrum (links) und Verdopplung des 13C-Signals des C=0O(Urethan)
Kohlenstoffatoms (rechts) des Diols 60

Zum Schutz der beiden freien Hydroxyfunktionen wurde das Diol 60 in Pyridin geldst, mit
Ac,0 versetzt und Uber Nacht gerthrt. Das gewilinschte Hexaacetat 4 konnte so in einer
Ausbeute von 83% Uber beide Stufen, d.h. Abspalten des Acetals und Umsetzung zum
Diacetat, erhalten werden. (Abb. 3.45)
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Abb. 3.45: Umsetzung des Diols 60 zum Hexaacetat 4

Um den Glycosylaminosdure-Baustein in der Festphasenpeptidsynthese einzusetzen, wurde
der C-Terminus der Aminosdaure unter sauren Bedingungen mit TFA/Wasser freigesetzt.
(Abb. 3.46)

OAc OAc OAc OAc
AcO AcO AcO AcO
O (0] (@] (@]
F o H,O, TFA E o
AcO AcHN & 92% AcO AcHN ¢
FmocHN CO,tBu FmocHN CO,H
4 61

Abb. 3.46: Synthese des in 3-Position fluorierten T-Antigen-Festphasenbausteins 61

Wie bei den beiden Verbindungen zuvor werden in den NMR-Spektren der Verbindung 4
zusétzliche Signale beobachtet, die auf das VVorliegen von Rotameren hindeuten.

Im zweidimensionalen COSY-Spektrum ist deutlich zu erkennen, dass die Protonen des
Dubletts bei 7.60 ppm (1-H, 8-H Fmoc) mit den Protonen bei etwa 7.30 ppm (2-H, 7-H Fmoc)
wechselwirken, also diesen benachbart sind. Aber auch die beiden zusétzlichen Signale bei
7.55 und 7.47 ppm zeigen ein Kreuzsignal zu diesen Protonen. Da nur eine Integration tber
alle diese drei Signale die flr dieses Strukturelement korrekte Anzahl von 2 Protonen ergibt,
liegt die Verbindung in verschiedenen Konformationen vor, die unterschiedliche
Resonanzfrequenzen im NMR-Experiment erzeugen. (Abb. 3.47)
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Abb. 3.47: COSY-NMR-Spektrum des Festphasenbausteins 61

Wie bei Verbindung 4 konnte zudem massenspektrometrisch und durch analytische HPLC nur
ein Produkt detektiert werden. Interessanterweise war der Einfluss der Rotamerbildung auf
die chemische Verschiebung nicht nur auf die Signale der Fmoc-Gruppe beschrénkt (deren
eingeschrankte Rotation durch die Carbamat-Struktur naheliegend ist), sondern konnte im Fall
des Diols 60 und der S&aure 61 auch fir die Signale der H-Atome des Galactoserestes
beobachtet werden. Dabei scheint die Polaritdt des Molekiils eine Rolle zu spielen. Welche
Wechselwirkungen genau fir die Rotamerbildung und deren Erscheinung im NMR-Spektrum

entscheidend sind, konnte bisher jedoch noch nicht néher untersucht werden.

3.1.2 Synthese des 4’-F-T-Antigens

Nachdem die Synthese des in 3-Position fluorierten T-Antigens 61 erfolgreich durchgefihrt
werden konnte, galt es als néchstes, eine Strategie fur die Fluorierung der Galactose in 4-
Position zu entwickeln, wobei erneut zunéchst der Fluor-Einbau auf der Stufe des Glucals

untersucht wurde.
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Direkte Fluorierung des Glucals

Da die nucleophile Fluorierung zur Inversion des betreffenden Stereozentrums fiihrt, muss die
Synthese des in 4-Position fluorierten Galactals 63 von einem Glucose-Baustein aus, dem

Glucal 62, erfolgen.

OH OAc
OBn F OBn F
HO [e) HO O (0] (e}
HO — Brgb — Bnoh —T N
HO ©OH AcHN
(0]
13 62 63 64

FmocHN CO,tBu

Abb. 3.48: Synthese des 4-F-Ty-Antigens 64 ausgehend von Glucose 13

Hierzu wurde Glucose 13 durch Peracetylierung mit Ac,O in Gegenwart von Pyridin,
Umsetzung mit HBr in Eisessig und Zink-vermittelte reduktive Eliminierung mit einer
Ausbeute von 65% (iber drei Stufen in das gewiinschte Glucal 65 tberfiihrt.%* (Abb. 3.49)

OH 1.) Ac,0, Pyridin
2.) HBr/HOAC OAc
HO (o) 3.) Zn*, Imidazol AcO (0]
HO AcON__—
HO OH 65%
13 65

Abb. 3.49: Darstellung des peracetylierten Glucals 65

AnschlieRend wurde in einer Zemplén-Umesterung”™ mit NaOMe in MeOH vollstandig
deblockiert und das Glucal 66 wurde mit Hilfe der Stannylen-Methode** ™ se|ektiv in das
3,6-Di-O-benzyl-glucal 62 Gberflhrt. (Abb. 3.50)

1,) (BusSn)O,,
OAc OH Benzol OBn
ACO% NaOMe, MeOH Hoﬁ 2.) BnBr, Bu,NBr HO%
ACOM——= 92% HOA—— 33% BnOA——
65 66 62

Abb. 3.50: Synthese des 3,6-Di-O-Benzylglucals 62

Dabei wurden die Hydroxygruppen in 3- und der 6-Position des Glucals 66 durch
Tributylzinnoxid komplexiert und dadurch fiir einen elektrophilen Angriff des
Alkylhalogenids aktiviert. (Abb. 3.51)
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Abb. 3.51: Mechanismus der regioselektiven Benzylierung des Glucals 66

Dieser Angriff wird durch den Einsatz von quartdren Ammoniumhalogeniden
(Tetrabutylammoniumbromid) deutlich beschleunigt,™**! was z.B. auf eine Insertion des
Halogenidions in die Zinn-Sauerstoffbindung zurtckgefiihrt wird. Dies fihrt unter
Abspaltung von Tributylzinnbromid zur Bildung des Alkoholats in Form eines

solvensseparierten lonenpaars.

@
©)
NBU4 NBU4
Br@ e o
Bu3zSnOR _ BuzSnBrOR  — BuzSnBr + RO + NBu,

Abb. 3.52: Erklarung der gesteigerten Nucleophilie der Stannylene

Alternativ werden auch neutrale oder anionische pentakoordinierte Zinn-Spezies als reaktive
Syntheseintermediate diskutiert.***5¢] (Apb. 3.53)

Abb. 3.53: Mdgliches reaktives Intermediat bei der Aktivierung von Alkoholen durch Zinnreagenzien

Das gewtinschte Produkt konnte allerdings nur in einer Ausbeute von 33% erhalten werden,
was jedoch im Wesentlichen auf Probleme bei der Isolierung und Reinigung zuriickzufiihren
iSt.[113]

Fir die anschlieBende nucleophile Substitutionsreaktion wurden das Glucal 62 und
Dimethylaminopyridin (DMAP) bei -40 °C in Dichlormethan tropfenweise mit DAST
versetzt. (Abb. 3.54)

OBn F OBn
HO o) Fluorierung o
BnO — 7 BnO —
62 63

Abb. 3.54: Versuche zur Fluorierung des Glucals 62
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Trotz Erwarmen der Mischung auf Raumtemperatur konnte jedoch auch nach 24 Stunden kein
Umsatz festgestellt werden. Analoge Umsetzungen mit Pyridin als Base bzw. unter
Verwendung von DMAP und DAST in Dichlormethan, sowie Deoxofluor**™in Toluol unter
gleichzeitiger Mikrowelleneinstrahlung verliefen ebenso wenig erfolgreich. Zudem konnte
weder durch Erhohung der Reaktionstemperatur auf 100 °C noch durch Uberfiihrung des
Alkohols in das Triflat 67 wund anschlieBender Reaktion mit einer 1M
Tetrabutylammoniumfluorid-Losung das gewiinschte Produkt gebildet werden.**®! (Abb.
3.55)

O O
Il I
OBn F3C_S_O_§_CF3 O OBn TBAF. THF F OBn

I 1
HO O o} o F3C—§—O O (0]
BnO _ o BnO _ — > BnO _—
Pyridin, CH,Cl,
62 67 63

Abb. 3.55: Versuch der Fluorierung des Glucals 62 Giber das Triflat 67

Bei allen beschriebenen Versuchen konnte entweder keine Reaktion des Eduktes oder aber

dessen Zersetzung beobachtet werden. (siehe Tab. 3.3)

Reagenzien Bedingungen Ausbeute
DAST, DMAP, CH.CI, -40 °C bis 25 °C kein Produkt
DAST, Pyridin, CH,Cl, 40 °C kein Produkt
DAST, DMAP, CHCl, MW, 100W, 80 °C Zersetzung

Deoxofluor, CH,ClI, 0°Chis25°C Zersetzung
Deoxofluor, Toluol 25 °C bis 100 °C Zersetzung
Triflat-Anhydrid, TBAF 40 °C Zersetzung

Tab. 3.3: Ubersicht tiber die Versuche zur Fluorierung des Glucals 62

Synthese der 4-F-Galactose ausgehend von Glucose

In Analogie zur Synthese des in 3-Position fluorierten Bausteins 18 sollte daher auch das 4F-
Galactal 65 uber ein entsprechendes Glycosylbromid 2 aufgebaut werden. Letzteres stellt mit
einen gemeinsamen Vorlaufer fir die Glycosylierung zum fluorierten T-Antigen 5 sowie zum
Aufbau des entsprechenden Ty-Antigens 64 dar. (Abb. 3.56)
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Abb. 3.56: Divergente Synthesestrategie zur Synthese der in 4-Position fluorierter Antigene

Fur die Synthese des Bausteins 66 sollte die Hydroxygruppe an C-4 frei bleiben, wahrend alle
anderen Hydroxyfunktionen durch Benzylether™blockiert wurden. (Abb. 3.57)

éﬁﬂ — Bnﬁﬁ gﬁ — AcoF%m:OOBr

HO OH BnO OBn BnO ©OBn

13 66 68 2

Abb. 3.57: Wichtige Zwischenstufen der Synthese des 4-F-Galactosylbromids 2

Hierzu wurde zundchst das anomere Zentrum von Glucose 13 durch Umsetzung mit
Benzylalkohol und p-Toluolsulfonséure blockiert, und das erhaltene Produkt wurde direkt in
einer weiteren Reaktion mit Benzaldehyd und Zn(I1)CIl, zum 4,6-O-Benzylidenacetal 70
umgesetzt.2*2 (Abb. 3.58)

oo O
Ph/v
Hcﬁ&ﬂ Hcéoﬁ ﬁﬁ
SO3 ZnCl,

HO OH HO OBn 10%(28tufen) HO ©OBn

0°C
13 69 70

Abb. 3.58: Umsetzung der Glucose 13 zum Benzylidenacetal 70

Obwohl die Gesamtausbeute dieser beiden Stufen nur bei 10% lag, wurde die Synthese
fortgesetzt, wobei die beiden verbliebenen Alkoholfunktionen durch Reaktion mit NaH und

Benzylbromid ebenfalls in die Benzylether tiberfiihrt wurden.? (Abb. 3.59)
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1.) NaH, DMF
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Abb. 3.59: Umsetzung des Acetals 70 zur vollstandig blockierten Verbindung 71

Zur regioselektiven Offnung des Acetals, die zur Freisetzung der Alkoholfunktion in der 4-
Position fiihrte wahrend die 6-Position durch einen Benzylether blockiert blieb, wurde
Verbindung 71 in Dichlormethan mit Trifluoressigsaureanhydrid, Triethylsilan und
Trifluoressigsaure versetzt. Nach Aufarbeitung und chromatographischer Reinigung konnte so
Verbindung 66 in 55% Ausbeute isoliert werden.?2%! (Abb. 3.60)

o o
F3C)J\O)J\CF3 OBn

Ph—\~0 Et,SiH, TFA o .
Bcr),o 0 CH,Cl, 0°Ctort BnO
BnO 'OBn 55% BnO ©OBn
71 66

Abb. 3.60: Regioselektive Offnung des Acetals zum Alkohol 66

Leider scheiterten jedoch auch an diesem Baustein zundchst alle Versuche der nucleophilen

Fluorierung unter Verwendung von DAST und Deoxofluor. (Abb. 3.61)

OBn OBn
Fluorierung F
HO (@] O
BnO DAST, Deoxofluor BnO
BnO OBn BnO OBn
66 68

Abb. 3.61: Versuche zur Fluorierung von 66

Reagenzien Bedingungen Ausbeute
DAST, DMAP, CHCl, -40 °C bis 0 °C kein Produkt
DAST, Pyridin, CH,ClI, 40 °C kein Produkt

Deoxofluor, CH,Cl, 25°C kein Produkt
Deoxofluor, Toluol 0 °C bis 80 °C Zersetzung

Tab. 3.4: Ubersicht tiber die Versuche zur Fluorierung von 66
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Auch der Einsatz des bereits bei Verbindung 36 beschriebenen Imidazolsulfonyl-Vorlaufers
fiir die TBAF-vermittelte Fluorierung (vgl. Abb. 3.16) brachte keine Besserung. (Abb. 3.62)

H
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OBn [ > OBn T%“;,CTIHF OBn
N NEN 9 2Cl2 F
HO o k/N—S—O O /i -~ (0]
BnO SOClL DMF =/ [I8no BnO
BnO OBn -40°Ctort BnO OBn pw 150w, BnO OBn
100°C, 60 min
66 72 68

Abb. 3.62: Versuch der Fluorierung von 66 Giber das N-Imidazol-1-sulfenyl-Intermediat 72

Erst die Umsetzung eines entsprechenden Triflats 73 in Dichlormethan mit TBAF bei 40 °C
lieferte das gewiinschte Produkt 68 in 71% Ausbeute.™® (Abb. 3.63)

1] 1]
OBn F;C~$-0-S~CF; o OBn TBAF, THF, £ pen
0 o i CH,CI
“Bocﬁoﬁ FBC‘%"&\ el OQ&
n ;g n n
Pyridin, CH,Cl 71% (2 Stufen
BnO OBn et 2v2 © BnO OBn b ) BnO OBn
66 73 68

Abb. 3.63: Erfolgreiche Fluorierung des Alkohols 66 Gber das intermediére Triflat 73

Die Deblockierung der Benzylether wurde mit Palladium auf Aktivkohle durchgefuhrt,%
wozu jedoch Uber einen Zeitraum von drei Tagen bei Raumtemperatur gerihrt werden musste,
um eine vollstandige Abspaltung der Benzylether zu gewahrleisten. AnschlieRend wurde das
Tetraol in Pyridin geldst und mit Ac,O versetzt. Hierdurch konnte das gewiinschte Acetat in
einer Ausbeute von 81% Uiber beide Stufen erhalten werden.!*?*! (Abb. 3.64)

£ BN 1)Hp PA/C,MeOH  _ DAC
2.) Ac,0, Pyridin o
BnO 81% AcO
BnO OBn AcO OAc
68 74

Abb. 3.64: Entfernung der Benzylether und Blockierung der Alkohole durch Acetate zu 74

Insgesamt erlaubt die beschriebene Syntheseroute die Darstellung des in 4-Position fluorierten
Galactopyranose-Vorldufers 74 tber acht Stufen und mit einer Gesamtausbeute von 3%. Der

Hauptgrund flr diese recht geringe Ausbeute liegt in den ersten beiden unbefriedigend
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verlaufenden Umsetzungen, weshalb eine verbesserte Synthese fur 74 entwickelt werden
musste.

Da sowohl die Einflihrung des anomeren Benzylethers, als auch die Umsetzung zum Acetal
mit Hilfe von Zn(11)Cl, nur zu geringen Ausbeute fiihrte, wurde neben der Einfiihrung der
Allylschutzgruppe fiir die Hydroxyfunktion des anomeren Zentrumst?!%127 auch die
Acetalbildung unter verdnderten Reaktionsbedingungen, d.h. durch Umsetzung mit
Benzaldehyddimethylacetal und katalytischen Mengen p-Toluolsulfonsaure durchgefuhrt.!*%!
(Abb. 3.65)

OMe
o A~OH o C OMe
HO fe) Dowex Marathon C HO o DMF, 50°C o) o o
HO 3,5h refl Ho Z —>< >_ "o Z
,5h reflux o NF SOsH o N\F

HO OH HO HO

76% (2 Stufen)
13 75 76

Abb. 3.65: Synthese der Allyl-4,6-O-Benzyliden-glucopyranose 76

Das gewiinschte Produkt konnte so in einer Ausbeute von 76% Uber beide Stufen hergestellt
werden.

Deprotonierung der beiden Alkoholfunktionen und anschlieRende Reaktion mit Benzylbromid
lieferte das vollstandig blockierte Glucosederivat 77 in 74% Ausbeute.?%%! (Abb. 3.66)

1.) NaH, DMF
n
= 74% =
HO O/\/ (] BnO O/\/
76 77

Abb. 3.66: Synthese der vollstandig blockierten Verbindung 77

Dieses  wurde  durch  regioselektive  Acetal6ffnung in  Gegenwart  von
Trifluoressigsaureanhydrid, Triethylsilan und Trifluoressigséaure in den Fluorierungsvorlaufer
78 Uberfiihrt.[*?>12 (Abb. 3.67)

S
Ph™X>0 F3ECt SiHOTFACF3 @
BnoXo - o
BnO O/\/ C:SZ"(/?z BnO O/\/
77 78

Abb. 3.67: Regioselektive Offnung des Acetals 77 zum Alkohol 78
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Letzterer wurde erneut durch Trifluormethansulfonsdureanhydrid und Pyridin in das Triflat 79
uberfihrt und ohne weitere Reinigung mit TBAF (1M in THF) in Dichlormethan zum
gewinschten Fluorid 80 bei 40 °C umgesetzt. Nach Sdulenchromatographie konnte das
gewdiinschte Produkt in einer Ausbeute von 70% (iber zwei Stufen isoliert werden.**®! (Abb.
3.68)

I 1]
OBn FSC_ﬁ_O_ﬁ_CFS o OBn TBAF, THF, E OBn
I
%Oﬁoﬁ s FSC‘%‘B‘)&H e & ogoﬁ
n g n n
70% (2 Stufen
BnO O/\/ Pyrldln, CH20|2 (@] o/\/ o ( ) O/\/

BnO

78 79 80

Abb. 3.68: Erfolgreiche Fluorierung des Alkohols 78 tiber das Triflat 79

Als nachstes konnte die Allylschutzgruppe der anomeren Position durch Zusatz von Pd(11)Cl;
in einem Gemisch aus Dichlormethan und Wasser entfernt werden. (Abb. 3.69)

OBn B
F PdCl,, CH,Cl, g pen
0 _ HOo o
BnO BnO
= 80%
BnO 07 BnO 'OH
80 81

Abb. 3.69: Abspaltung der Allylschutzgruppe

Der genaue Mechanismus dieser Reaktion ist bisher noch nicht vollstandig geklart™ und es
werden in der Literatur verschiedene Szenarien diskutiert. So kann eine zundchst ablaufende
Isomerisierung der Doppelbindung von einem Allylsystem zu einem 1-Propenylether je nach
Katalysator (ber eine Metall-Hydridspezies als aktiver Katalysator (A), oder Gber ein n-3-n-
Allyl-Hydrid-Intermediat verlaufen (B). (Abb. 3.70)
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Abb. 3.70: Mdgliche Mechanismen der Isomerisierung der Allyldoppelbindung

Der resultierende 1-Propenylether kann leicht unter sauren Bedingungen (in situ durch die
Reaktion von Pd(I1)Cl, mit Wasser gebildetes HCI) gespalten werden.[**31132 (Aph. 3.71)

OBn OBn
F F
o HCI o
BnO S BnO
BnO oY BnO OH
82 81

Abb. 3.71: Abspaltung des 1-Propenylethers in 82 zum Hemiacetal 81

Alternativ ist die Bildung einer intermedidren dimeren [(allyl)PdCl],-Spezies denkbar, die
dann durch einen nucleophilen Angriff von Wasser sofort unter Zerfall des Allyl-Komplexes
abreagiert.1*33134

Zudem wird in der Literatur eine anti-Markovnikov Hydropalladierung diskutiert, durch die
es nach Abspaltung eines pB-Alkoxy-Restes und Freisetzung des deblockierten Alkohols zur
Bildung des Allylalkohols kommt, der in Gegenwart von Palladium weiter oxidiert wird.[**®!
Obwohl der genaue Reaktionsmechanismus nicht bekannt ist, stellt der Einsatz von
stochiometrischen Mengen an PdCl, eine praktikable Methode zur Abspaltung der
Allylschutzgruppe in nur einem Schritt dar.

Zur Spaltung der restlichen Benzylether unter hydrogenolytischen Bedingungen wurde 81
zwei Tage unter einer Wasserstoffatmosphare mit Palladium auf Aktivkohle bei
Raumtemperatur geriihrt!™®! und anschlieBend mit Pyridin und AczO in die 1,2,3,6-Tetra-O-
acetyl-4-desoxy-4-fluorgalactopyranose 74 tberfiihrt. (93% Ausbeute)™* (Abb. 3.72)
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£ PB" 1) H, PdIC, MeOH p Dhe
2.) Ac,0, Pyridin
0 0
BnO 93% AcO
BnO OH AcO OAc
81 74

Abb. 3.72: Darstellung der in 4-Position fluorierten peracetylierten Galactose 74

Bei einem Vergleich der beiden vorgestellten Synthesewege zu 57 erweist sich der letztere
trotz der zusatzlichen Stufe und des damit verbundenen synthetischen Mehraufwands mit
einer Gesamtausbeute von 18% Uber 9 Stufen als praktikabler als die zuvor getestete
Syntheseroute.

Zur Darstellung des Galactosylbromids 2 wurde das Anomerengemisch des Acetats 74 in
Dichlormethan vorgelegt und unter Eiskiihlung mit HBr (33%ig) in Eisessig versetzt. Nach 24
Stunden Rihrens bei Raumtemperatur konnte das gewtinschte Produkt 2 in einer Ausbeute
von 60% isoliert werden.®™ Wie bei Verbindung 1 konnte trotz verldngerter Reaktionszeit
kein vollstdndiger Umsatz erreicht werden, da unter diesen Bedingungen vermehrte
Hydrolyse des Produktes auftrat. Eine Analyse des zurliickgewonnenen Edukts nach Abbruch
der Reaktion zeigte allerdings im Gegensatz zum 3-Fluor-Bromid ein Anomerengemisch aus
o- und B-Acetat 74. (Abb. 3.73)

OAc OAc
F HBr/HOAc F
o CH,ClI, o
AcO 60% AcO
AcO OAc AcO g,
74 2

Abb. 3.73: Synthese des 4-F-Bromids 2

Durch reduktive Eliminierung mit aktiviertem Zinkstaub konnte schlieBlich das Bromid 2 in
einer guten Ausbeute von 69% in das entsprechend fluorierte Galactal 83 berfiihrt werden.
(Abb. 3.74)

Me
OAc N
F Zn* [ ) F OAc
o) N o)
AcO AcON___—
EtOAc
AcO Br 69%
2 83

Abb. 3.74: Reduktive Eliminierung des anomeren Bromids 2 zum Galactalderivat 83
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Aus Zeitgriinden und aufgrund einer erhohten Saurelabilitat, die bei dieser Verbindung in
Analogie zum 3F-Galactal 18 zu beobachten war, wurde die weitere Umsetzung in einer

Azidonitratisierungsreaktion nicht durchgefihrt, da hierbei ein stark saurer pH-Wert auftritt.

Neben der Verwendung als Baustein fir die Herstellung des 4F-Galactals 83 sollte das
Glycosylbromid 2 auch zur Synthese des Thomson-Friedenreich-Antigens eingesetzt werden.
Wie bereits im Fall des 3F-Antigenanalogons 4 sollte die zentrale Verknipfung zum
Disaccharid 84 dabei (iber eine Helferich-Glycosylierung™ zwischen dem 4-F-Bromid 2 und
dem Akzeptor 12 erreicht werden. (Abb. 3.75)

i N HI(CN), MS 4A e % o |
o o H3CN02/CH2C|2 3:2 o o
AcO * HO MW, 80°C. 100W AcO (0]
AcO Br AcHN ’ ) AcO AchHN 5

3h, 90%

2 FmocHN™ ~CO,tBu FmocHN™ ~CO,tBu
12 84

Abb. 3.75: Helferich-Glycosylierung zur Darstellung des fluorierten Disaccharids 84

Hierfur wurde der Glycosylakzeptor 12 zusammen mit Molsieb und dem Promotor Hg(CN).
bei Raumtemperatur in einem Lésungsmittelgemisch aus Acetonitril und Dichlormethan (3:2)
geriihrt, ehe eine Losung des Akzeptors 2 in eben diesem Gemisch zugegeben wurde. Da
aufgrund der geringen Reaktivitat des Glycosyldonors nach 24-stiindiger Reaktionsdauer
keine Produktbildung nachgewiesen werden konnte, wurde die Reaktion unter Einsatz von
Mirowellenstrahlung durchgefihrt. Unter diesen Reaktionsbedingungen (3h, 80 °C, 100W)
konnte das gewdiinschte B-Anomer des Disaccharids in einer sehr guten Ausbeute von 90%
isoliert werden. Aufgrund der Nachbargruppenbeteiligung des O-Acetyl-Substituenten in der
2’-Position erfolgte der Angriff des Akzeptors stereoselektiv von der dquatorialen Seite aus,
weshalb die Bildung des o-konfigurierten Disaccharids, wie erwartet, nicht beobachtet
wurde.'%6-371381 Bej der Charakterisierung dieser neuen Verbindung traten im *H- und *°F-
NMR-Spektrum deutliche Signalverbreiterung bzw. zusétzliche Signale im Fmoc-Bereich auf,
die aufgrund der einheitlichen HPLC-Chromatogramme ebenfalls Konformationsisomeren

(Rotameren) zugeschrieben werden. (Abb. 3.76)
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. / i \ B il e

Abb. 3.76: Auftreten von verbreiterten Signalen im *H-NMR-Spektrum (links) und 19F-NMR des

fluorierten Disaccharids 84

Weiterhin ist zu erwéhnen, dass es nicht nur im Protonen-Spektrum zu solchen
Auffalligkeiten gekommen ist. Auch das *F-NMR-Spektrum weist nicht nur ein isoliertes
Signal fiir den Fluorsubstituenten in der 4-Position auf. Es kann vielmehr eine Uberlagerung
mit einem weiteren Signalsatz beobachtet werden, (Abb. 3.76 rechts) so dass zwei Dupletts
von pseudo-Tripletts zu erkennen sind, die aus einer zufallig identischen Kopplungskonstante
zwischen dem Fluor und dem 5-H bzw. 3-H-Proton der Galactose resultieren.!*34]

Um die Synthese eines fir die  Festphasenpeptidsynthese  verwendbaren
Glycosylaminosdurebausteins  zu vervollstandigen, wurde das in 84 vorhandene

Benzylidenacetal gegen zwei Acetat-Schutzgruppen ausgetauscht. (Abb. 3.77)

OAc_, _~O OAc OH

F Ph™ o F HO
SiO,xNaHSO,
Ao =2 o2 CH,CI/MeOH 41 AcO N0 N
AcO AchHN 5 95% AcO AcHN
FmocHN™ "CO,tBu FmocHN™ "CO,tBu
84 85

Abb. 3.77: Abspaltung des Acetals in 84 zum fluorierten Diol 85

Dazu wurde das Acetal 84 in einer Mischung aus Dichlormethan und Methanol vorgelegt und
mit dem hergestellten Kieselgel-Katalysator SiO,xNaHSO, versetzt.['%! Dies fiihrte zu einer

selektiven Spaltung des saurelabilen Acetals, ohne dass dabei der ebenfalls séurelabile tert-
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Butylester angegriffen wurde. Das erhaltene Diol 85 wurde durch Behandlung mit Ac,O und
Pyridin mit einer Gesamtausbeute von 96% tiber zwei Stufen in den Baustein 5 Gberfihrt.
(Abb. 3.78)

OAc OH OAc OAc
F HO F AcO
O O Ac,0, Pyridin O (0]
AcO o — > AcO o
AcO AcHN g 96% AcO AchN ¢
FmocHN CO,tBu FmocHN CO,tBu
85 5

Abb. 3.78: Synthese des peracetylierten Disaccharids 5

AnschlieBend wurde der C-Terminus der Glycosylaminosdure acidolytisch mit Wasser und
Trifluoressigsaure freigesetzt, wobei die gewiinschte S&ure 86 in einer Ausbeute von 98%
isoliert werden konnte. (Abb. 3.79)

OAc OAc OAc OAc
F AcO F AcO
O (e} TFA, Wasser (0] (0]
AcO (0] AcO o
AcO AcHN ¢ 98% AcO AcHN ¢
FmocHN™ ~CO,tBu FmocHN™ "CO,H
5 86

Abb. 3.79: Deblockierung der Saurefunktion zum fluorierten Festphasenbaustein 86

3.2 Synthese des 6'-Di-F-T-Antigens

In den vorangegangenen Kapiteln konnte die erfolgreiche Synthese der in 3- und 4-Position
fluorierten Galactosemolekiille beschrieben werden. Diese wurde weiter zu den
entsprechenden Galactosylbromiden 1 und 2 umgesetzt, deren Glycosylierungsreaktionen mit
dem Akzeptorbaustein 12 letztlich zu den jeweiligen T-Antigen-Analoga fuhrte. Mit diesen
beiden Verbindungen und den bereits zuvor von S. Wagner®? und C. Merscht2
synthetisierten 6’F- bzw. 2’F-T-Antigenanaloga konnte damit die Serie der im Galactoserest

monofluorierten T-Antigene komplettiert werden. (Abb. 3.80)



62 3. Allgemeiner Teil

OAc OAc OAc OAc
AcO AcO AcO AcO
(0] (0] O o
AcO (0] F (0]
F AchN ¢ AcO AchN o
87 FmocHN CO,tBu 4 FmocHN™ "CO,tBu
OAc OAc F OAc
F AcO AcO AcO
(0] (0] O (e}
AcO (0] AcO (0]
AcO AcHN o AcO AcHN e}
5 FmocHN CO,tBu 88 FmocHN™ "CO,tBu

Abb. 3.80: Bereits synthetisierte, im Galactoserest fluorierte T-Antigene 4, 5, 87 und 88

Zusétzlich sollte erstmals auch eine entsprechende difluorierte Verbindung hergestellt
werden, wozu der Einbau eines geminalen Difluor-Substituenten in der 6’-Position in Angriff
genommen wurde.

Da in den bereits erwéhnten Synthesestrategien direkte Fluorierungen am Galactalbaustein
nicht zu den gewinschten Produkten flhrte, sollte die difluorierte Verbindung 90 erneut
schrittweise Uber ein entsprechendes a-Bromid 3 aufgebaut werden, wobei letzteres auch zur

Herstellung des 6,6-Di-F-Galactals 7 herangezogen werden kann. (Abb. 3.81)

F
AcO
Aco F F
%) AcHN

s

HO OH o 0 AcO g,

20 9 3 o

F
AcO -FPh O
o o
AcO o
AcO AchN o
91 FmocHN™ "CO,tBu

Abb. 3.81: Synthesestrategie zur Darstellung difluorierter Antigen-Analoga

Ein in 6-Position difluoriertes Galactosederivat kann durch zweifache Deoxyfluorierung eines
entsprechenden Aldehyds mit DAST bzw. Deoxofluor hergestellt werden. Mechanistisch
verlauft die Reaktion dabei wie folgt: Zundchst kommt es bei einem Angriff des Carbonyl-

Sauerstoffatoms auf das Schwefelatom des DAST-Reagenzes zu einer Freisetzung eines
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Fluoridions, welches ebenfalls in einer Sy2-Reaktion am Carbonyl-Kohlenstoffatom angreifen
kann. Verliert dieses Produkt erneut einen Fluoridsubstituenten am Schwefelatom, so wird ein
stabilisiertes Oxoniumion erhalten, das ebenfalls in einer Sn2-Substitutionsreaktion von
einem Fluoridion unter Ausbildung des geminalen Difluorids und einem Fluorsulfonamid

angegriffen werden kann.®"! (Abb. 3.82)

® R_H o /—
CO\\S _ N/— - + \,S -N
P F F E —

Abb. 3.82: Mechanismus der Difluorierung eines Aldehyds mit DAST

Die Herstellung des bendtigten Aldehyds erfolgte ausgehend von 1,2;3,4-Diisopropyliden-
geschitzter Galactose 92, die durch Umsetzung von Galactose 20 mit Aceton, CuSO, und

katalytischen Mengen konzentrierter Schwefelsaure erhalten wurde.**Y (Abb. 3.83)

(0]
OH P OH
HO (e}
CuSQy, H,SO
Lo e g0
HO 75% (e}
HO OH 070\
20 92

Abb. 3.83: Darstellung der 1,2;3,4-Diisopropylidengalactose 92

Nach s&ulenchromatographischer Reinigung wurde der Alkohol 92 in einer Ausbeute von
75% isoliert und einer Oxidation unter Swern-Bedingungen®? zum Aldehyd 93
unterworfen.43441 (Abb. 3.84)

OH

o
0 DMSO, (COCI o
Ko (o0, o
o EtsN, CH,Cl, THF o
0>O\ 79% 070\

92 93

Abb. 3.84: Oxidation des primaren Alkohols 92 zum Aldehyd 93 unter Swern-Bedingungen
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Letzterer konnte in einer Ausbeute von 79% erhalten werden, erwies sich jedoch als leicht
zersetzbar und konnte nur kurz bei -30 °C gelagert werden. Daher wurde das Intermediat 93
sofort in der bereits beschriebenen DAST-vermittelten Deoxyfluorierung eingesetzt.!*>14¢]
(Abb. 3.85)

o) F
o | o LF
o DAST, CH,Cl, >( o
0 . o)
o >o\ 67% 5 >o\
93 89

Abb. 3.85: Fluorierung des Aldehyds 93 zur 6,6-gem-Difluorgalactose 89

Hierdurch war es mdglich, in einer Ausbeute von 67% die gewtinschte Difluorgalactose 89 zu
erhalten.

AnschlieBend wurden die beiden Isopropylidenacetale unter sauren Bedingungen mit 80%iger
Essigsaure abgespalten und die regenerierten Alkoholfunktionen durch Umsetzung mit Ac,O
in Pyridin blockiert.*®! (Abb. 3.86)

o LF 1)HOAC, H,0,80°C .o FF
>( 2.) Ac,0, Pyridin
0 0
0 97% (2 Stufen) AcO
0.0 AcO ‘OAc

P

89 94

Abb. 3.86: Abspaltung der Isopropylidene in 89 und Umsetzung zur peracetylierten Galactose 94

Zur Herstellung des Glycosylierungsdonors wurde erneut ein a-Bromsubstituent in anomerer
Position eingefuhrt, wozu die peracetylierte Verbindung 94 mit HBr (33%ig) in Eisessig
umgesetzt wurde. Dabei konnte das gewtiinschte Produkt 6,6-Di-fluor-1,2,3,4-tetra-O-acetyl-
galactosylbromid 3 nach chromatographischer Reinigung in einer méi3igen Ausbeute von 51%
erhalten werden. (Abb. 3.87)

F F
AcO LF HBr/HOAc AcO L-F
AcO 51% AcO
AcO OAc AcO g,
94 3

Abb. 3.87: Darstellung des anomeren Bromids 3
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In Analogie insbesondere zur Darstellung des 3-F-Galactosylbromids 1 konnte auch hier
durch eine verlédngerte Reaktionszeit lediglich eine verstarkte Hydrolyse des Bromids
beobachtet werden. Auch eine erneute Zugabe von HBr in Eisessig erhohte nicht die
Ausbeute, weshalb die Reaktion nach drei Tagen trotz unvollstandigen Umsatzes abgebrochen
wurde. Neben dem gewiinschten Produkt konnte auch die 6-Di-F-1,2,3,4-tetra-O-acetyl-o.-
galactopyranose identifiziert werden, die sich wie das «-3-F-Acetat 51 unter den

Reaktionsbedingungen nicht bzw. nur teilweise umsetzte. (Abb. 3.88)

Bromid ‘/
' L_.J \[ [ ] [N /

W_.._._w /

ci-Acetat /

JL i By /

/
afB-Acetat / /
W\JL /I
/
W /

LN B S e B S S S S S S B S e LU S S B S S s S e
70 &9 68 67 66 65 64 63 62 61 B0 59 58 5.7F ?.6 55 54 53 52 51 50 43 48 47 46 45 44 43 4.2
1 (ppen)

Abb. 3.88: "H-NMR-Spektren des 6-Di-F-Bromids, a-Acetats und des o/p-Acetats

Im oberen Spektrum ist das Bromid abgebildet, welches aufgrund der Kopplungskonstante
des anomeren Protons bei 6.69 ppm mit J = 3.96 Hz klar als a-konfiguriert zu erkennen ist. In
der mittleren Abbildung befindet sich das bei der Reaktion nicht umgesetzte o-Acetat, das
eine Kopplungskonstante flr das anomere Proton bei 6.38 ppm mit einem Wert von J = 1.73
aufweist. Interessant bei diesen beiden Spektren ist das Multiplett bei 5.85 bis 5.55 ppm,
welches vom Wasserstoffatom in der 6-Position verursacht wird und eine groRe Aufspaltung
von etwa 55 Hz, welche aus der Kopplung des Protons mit den beiden Fluoratomen resultiert,

erkennen lasst. Hinzu kommt bei diesem Signal noch die Kopplung der Protonen in 6- und 5-
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Position. Diese liegt etwa bei 5.83 Hz, wodurch letztlich ein ddd-Multiplett entsteht. Das
unterste Spektrum zeigt das zur Bromierung eingesetzte Anomerengemisch.

Mit dem nun zur Verfugung stehenden difluorierten Galactosyldonor 3, wurde in einem
néchsten Schritt die Glycosylierung des bereits beschriebenen Benzylidenacetals 12 unter
Helferich-Bedingungen™ in der Mikrowelle durchgefiihrt, wobei das gewiinschte
Disaccharid 95 in einer recht geringen Ausbeute von lediglich 42% dargestellt werden konnte.
(Abb. 3.89)

F ~—0 F A0
Aco [-F Pr O Hg(CN)y, MS 4A, AcO LF P o
o o H3CN02/CH20|2 3:2 o o
AcO + HO MW. 80°C. 100W AcO (0]
AcO Br AcHN OI ’gh’ 39’()/0 AcO AcHN o)
3 FmocHN™ "CO,tBu 95 FmocHN™ "CO,tBu

12

Abb. 3.89: Glycosylierung nach Helferich zum difluorierten Disaccharid 95

Unter konventionellen Bedingungen konnte kein Umsatz zum gewinschten Produkt
festgestellt werden und es wurde lediglich Hydrolyse des Galactosylbromids beobachtet.
Dariiber hinaus wurde auch die alternative Schmidt-Glycosylierung!**”! untersucht, die eine
Verwendung von Trichloracetimidaten vorsieht. Vorteile dieser Synthesemethode sind in der
Regel eine hohere Lagerstabilitat der entsprechenden Glycosyldonoren und deren relativ hohe
Reaktivitat. Als Promotoren werden katalytische Mengen schwacher Lewis-S&uren wie etwa
BF;*Et,O oder TMSOTTf verwendet. Daher wurde in einem weiteren Versuch das bei der
Reaktion zum a-Bromid angefallene Hydrolyseprodukt 95 zum entsprechenden
Trichloracetimidat 96 umgesetzt. (Abb. 3.90)

F

F
AcO [-F Cl;CCN, DBU, AcO [-F
O CHchZ O
AcO T en | A© o\n/col3

96 97

Abb. 3.90: Synthese des difluorierten Trichloracetimidats 97

Diese Reaktion, bei der das Hemiacetal durch die Base DBU deprotoniert wird und das
elektronenarme Nitril angreift, verlief jedoch unvollstandig, weshalb das gewiinschte Produkt

96 lediglich in 29% und neben groReren Mengen an Edukt isoliert werden konnte.
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Auch die anschlieBende Glycosylierung des Trichloracetimidats 96 unter Aktivierung mit
TMSOTT verlief nur sehr schleppend, so dass selbst unter Mikrowelleneinstrahlung durch den
desaktivierenden Einfluss der beiden elektronenziehenden Fluorsubstituenten nur eine geringe
Produktbildung von 8% beobachtet werden konnte. (Abb. 3.91)

~—O ~—O
AcO LF PW O TMSOTF, MS 4A, aco [F o
0 0 0 0
AcO O~-CCls + HO v 80C 100w Ac© o
AchN ¢, " 8h. 89 AcHN

AcO NH 8h, 8% AcO

97 FmocHN” ~CO,tBu 95 FmocHN™ ~CO,tBu
12

Abb. 3.91: Schmidt-Glycosylierung zum difluorierten Disaccharid 95

Als Grund fur die auffallende Reaktionstragheit kénnten hier elektronische Effekte angefihrt
werden, mit deren Hilfe die Reaktivitdt des anomeren Zentrums herabgesetzt werden kann
bzw. das intermedidre Oxocarbeniumion stabilisiert werden konnte. Zudem konnen die
negativ polarisierten Fluoratome den Angriff des Nucleophils, der bedingt durch den
Nachbargruppeneffekt des Acetylsubstituenten in der 2-Position von der dquatorialen Seite
aus erfolgt, sterisch und auch elektronisch behindern. (Abb. 3.92)

Abb. 3.92: Mdgliche Beeinflussung des anomeren Zentrums durch die Difluorsubstitution

Das Benzylidenacetal des erhaltenen Disaccharids 95 wurde wie zuvor unter sauren
Bedingungen mit Hilfe von aktiviertem Kieselgel (SiO;xNaHSO,)!%! gespalten und die
resultierenden Alkoholfunktionen wurden durch Umsetzung mit Ac,O in Pyridin in
Acetatgruppen tberfihrt. (Abb. 3.93)



68 3. Allgemeiner Teil

AN A
aco LF o] 1.) SiOxNaHSO, Ao LF A"
o o CH,Cl,/MeOH 4:1 o o
AcO o 2.) Ac,0, Pyridin AcO o
AcO AcHN ¢ 67% AcO AcHN o

FmocHN™ ~CO,tBu FmocHN™ "CO.tBu

95 6

Abb. 3.93: Umschtitzung des difluorierten Benzylidenacetals 95 zum Acetat 6

AbschlieRende acidolytische Freisetzung der Sdurefunktion lieferte den gewinschten
Festphasenbaustein 98 in 96% Ausbeute. (Abb. 3.94)

F OAc F OAc
AcO LF AcO AcO -F AcO
o 0 0 0
AcO 0 _ TFAHO o o
AcO AcHN & 96% AcO AcHN

FmocHN CO,tBu FmocHN CO,H

6 98

Abb. 3.94: Deblockierung der Carbonsaurefunktion zum fertigen Festphasenbaustein 98

Nach den bisher beschriebenen Reaktionen konnte die Synthese verschiedener fluorierter T-
Antigen-Analoga durchgefiihnrt werden, bei denen der Galactosebaustein einen
Fluorsubstituenten in der 3- oder 4-Position bzw. zwei Fluorsubstituenten in der 6-Position
enthalt (61, 86 und 98). Bei einem Vergleich der jeweiligen Syntheserouten féllt auf, dass das
4’-F-T-Antigen durchweg hohere Ausbeuten, vor allem bei der Darstellung des anomeren
Bromids 2 und der Glycosylierung zum T-Antigen 84, aufweist, die zum Teil sogar mit denen
der bekannten, nichtfluorierten Bausteine vergleichbar sind. Im Gegensatz hierzu ist die
Reaktivitdt der 3F-Bausteine deutlich geringer und erreicht mit den difluorierten
Verbindungen zur Synthese des 6°,6’-F-T-Antigens 95 ein Minimum. Bei diesen Reaktionen
ist ein deutlicher Einfluss der Fluorsubstituenten erkennbar. Wahrend die Substitution der 4-
Position, am weitesten vom anomeren Zentrum entfernt liegend, einen relativ geringen
Einfluss auf die Reaktivitat der Galactose ausiibt, zeigt eine Substitution in der 3-Position
bereits einen deutliche Auswirkungen. Dies ist unter anderem auf den gréReren induktiven
Effekt zurlickzufuhren, welcher sich tber chemische Bindungen auswirkt. Hier ist die 3-
Position dem reaktiven Zentrum um eine Bindung néher, was ausreicht, um signifikante
Unterschiede in der Reaktivitdt zu verursachen. Das 6-Di-F-Derivat weil3t zwei
Fluorsubstituenten auf und hat somit eine groRere induktive Wirkung. Auch die bereits
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angesprochene Flexibilitdt der 6-Position kann einen Einfluss auf die Reaktionstragheit
besitzen. (vgl. Abb. 3.92) Die Unterschiede in den erhaltenen Ausbeuten und der Reaktivitat

werden in der nachfolgenden Tabelle nochmals gegeniibergestellt.

. . 6-Di-F- nat.
4-F-Baustein | 3-F-Baustein Baustein Baustein4-148l
F
\_O
\/ﬁ 60% 69% 51% 90%
Br
Ph
N
o)
F
‘\/o: o O 90% 67% 42% 93%
AcHN &
FmocHN CO,tBu

Tab. 3.5: Ubersicht tiber die Ausbeuten der fluorierten Schliisselverbindungen

3.3 Synthese des 6-Di-F-Ty-Antigens

Synthese des 6-Di-F-Ty-Antigens Uber das Galactal

Im vorangegangenen Kapitel wurde die Synthese eines difluorierten Galactosylbromids 3
beschrieben. VVon diesem ausgehend sollte nun die Darstellung des ersten Vertreters eines 6,6-
Di-F-Tn-Antigens erfolgen, wozu zunéchst die reduktive Eliminierung zum Difluorgalactal 7
durchgefihrt werden musste. In Analogie zu den bereits diskutierten fluorierten
Galactalderivaten wurde hierzu das Bromid 3 mit aktiviertem Zink und Methylimidazol in
Essigsaureethylester behandelt. (Abb. 3.95)

Me
F
AcO |-F Zn* [ » AcO F F
0 N o)
AcO EtOAc AcON__—
AcO g, 69%
3 7

Abb. 3.95: Reduktive Eliminierung des anomeren Bromids 3 zum Galactal 7
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Nachdem diese Reaktion in einer Ausbeute von 69% erfolgreich durchgefiihrt werden konnte,
sollte das erhaltene Produkt 7 in einem n&chsten Schritt einer Azidonitratisierung nach

Lemieux®® unterworfen werden.

F
AcO F F Ce(NO3)s(NH,),  AcO L-F
%& NaN3 H;CCN o
AcO —— 10 ° N AcO
5-10 °C, 19% N, “ONO,

7 99

Abb. 3.96: Azidonitratisierung nach Lemieux zu 99

Dazu wurde 7, wie bei den vorherigen Reaktionen (vgl. Abb. 3.32) zunachst bei -18 °C mit
Cerammoniumnitrat und Natriumazid in Acetonitril umgesetzt. Wéhrend bei dieser
Temperatur das nicht-fluorierte Galactal innerhalb von 18 Stunden in einer Ausbeute von
61% zum gewinschten Azidonitrat reagierte, konnte jedoch mit 7 keinerlei Umsatz
beobachtet werden. Daher wurde die Temperatur sukzessive erhoht, bis schlielich bei 5-10
°C die Produktbildung schleppend eintrat. Nach einer Reaktionszeit von insgesamt 96
Stunden wurde die Reaktion schliel3lich abgebrochen und das difluorierte Azidonitrat neben
weiteren  nicht identifizierten  Zersetzungsprodukten in  19%  Ausbeute nach
Flashchromatographie isoliert. Aufgrund dessen Instabilitat gegeniiber Hydrolyse wurde 99
sofort in das anomere Bromid 100 Uberfiihrt, das ebenfalls nur in einer maRigen Ausbeute von
10% erhalten werden konnte. (Abb. 3.97)

F F

F F
AcQ LiBr, HcCN A0
o AL A AN o)
AcO 10% AcO
N, "ONO, gy
99 100

Abb. 3.97: Reaktion zum Azidobromid 100

Auch bei diesen Reaktionen scheint der elektronenziehende, d.h. desaktivierende Einfluss der
beiden Fluorsubstituenten die Produktbildung zu hemmen. So ist sowohl der elektrophile
Angriff auf die Doppelbindung von 7 als auch die Substitution der anomeren Abgangsgruppe
von 99 im Vergleich zu den nicht-fluorierten Analoga erschwert. Allerdings verliefen diese
Umsetzungen noch nicht unter optimierten Reaktionsbedingungen, so dass eine
Ausbeutesteigerung durchaus mdéglich ware. Vor dem Hintergrund, dass in den bisherigen

Synthesen das gewiinschte Azidobromid 100 aus 7 Uber zwei Stufen in einer Ausbeute von
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lediglich 0.2% erhalten werden konnte, wurde jedoch auf eine Weiterfihrung und
Optimierung dieser Route verzichtet und stattdessen ein alternativer Syntheseweg zur

Darstellung des in 6-Position difluorierten Ty-Antigens 90 gesucht.

Synthese des 6,6-Di-F-Ty-Antigens durch direkte Fluorierung

Um moglichst schnell zu einem difluorierten Tyn-Antigen zu gelangen, erschien die
Einfuhrung des geminalen Difluorids auf der Stufe eines Ty-Vorldufers reizvoll. Hierfir
musste zundchst eine geeignete Schutzgruppenstrategie entwickelt werden, die eine Oxidation
der 6-Position zum Aldehyd und die anschlielende DAST-vermittelte Fluorierung erlaubt. Da
sich hierfur die Isopropyliden-Schutzgruppe bereits beim Aufbau des difluorierten
Galactosylbromids als stabil erwiesen hatte, wurde diese in das entsprechende deblockierte
Tn-Derivat 102 eingebaut. Dazu wurde 58 in Dimethoxypropan geldst, mit katalytischen
Mengen an Camphersulfonséure versetzt und Uber einen Zeitraum von drei Tagen gerihrt.
(Abb. 3.98) Zwar entstand zundchst das falsche Isomer 101, doch konnte dieses unter Zugabe
einer Wasser-Methanol-Mischung und Erhitzen der Lésung auf 65 °C 29 in das gewiinschte
3,4-O-1sopropyliden-Derivat 102 uberfuhrt werden, das in einer Ausbeute von 79% erhalten

wurde.

OH Avo OH

H O
? o MeO_ OMe o >(o o
HO )Q HO MeOH, H,0O 0
AcHN & AcHN & AcHN &

CSA 79%

X, X,

FmocHN™ "CO,tBu FmocHN™ "CO.tBu FmocHN™ "CO,tBu
58 101 102

Abb. 3.98: Synthese des isopropyliden-geschiitzten Ty-Bausteins 102

Die verbleibende freie OH-Gruppe von 102 sollte anschlieBend zum entsprechenden Aldehyd
oxidiert werden. Aus der Fille der Oxidationsmethoden in der organischen Synthese wurde
hierfur zunachst eine Oxidation unter Swern-Bedingungen™*#**%! ausgewahlt, da sich diese bei
der Darstellung des Aldehyds 103 der diisopropyliden-geschiitzten Galactose bewéhrt hatte.
(vgl. Abb. 3.84) Da hierbei jedoch zunachst kein Produkt isoliert werden konnte, wurden die
Agquivalente an Oxidationsmittel von zunachst zwei auf funf erhoht. Doch auch unter diesen
Reaktionsbedingungen wurde der gewiinschte Aldehyd nicht gebildet und es trat stattdessen

die Zersetzung des Edukts auf. Als Alternative wurde daher die Oxidation unter Verwendung
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des Dess-Martin-Periodinan-Reagenzes™® untersucht, wobei jedoch erneut keine
Produktbildung beobachtet wurde. Nachdem auch hier die Aquivalentzahl des oxidierenden
Reagenzes von 1.5 auf funf erhéht wurde, konnte ebenfalls nur die Zersetzung des Eduktes
festgestellt werden. (Abb. 3.99)

DSMO, (COCl),
s of
O
EtsN, CH,Cl, THF
X o N, CH,Cl X o
O (0]
AcHN o AcO\ pAc AcHN 0
I I—OAc j\/
0
FmocHN™ "CO,tBu FmocHN™ "CO,tBu
102 © 103
CH,ClI,

Abb. 3.99: Erfolglose Versuche zur Oxidation des Alkohols 102 zum Aldehyd 103

Eine weitere Mdglichkeit zur Oxidation bilden Chromsalze, die ebenfalls in der Lage sind,
primére Alkohole zu Aldehyden umzusetzen, sofern kein Wasser zugegen ist, durch das der
gebildete Aldehyd tiber das Hydrat zur Carbonsdure oxidiert werden wurde. Bei Verwendung
von Pyridiniumdichromat (PDC), welches bereits erfolgreich in der Oxidation des sekundaren
Alkohols auf dem Weg zur 3-F-Galactose eingesetzt wurde, (vgl. Abb. 3.19) konnte das
gewiinschte Produkt in 40% Ausbeute isoliert werden.™%%? (Abb. 3.100)

OH o}
o o |l
>{ o) PDC, Ac,0, >( O
o CH,Cl, o
AcHN o 40% AchHN 5
FmocHN™ "CO,tBu FmocHN™ "CO,tBu
102 103

Abb. 3.100: Erfolgreiche Oxidation zum Aldehyd 103 mittels PDC

Hierbei ist zu bemerken, dass laut DC-Kontrolle ein vollstdndiger Umsatz des priméren
Alkohols zu dem Aldehyd erfolgt war. Die relativ groRen Ausbeuteverluste scheinen daher
primér ein Problem der Aufarbeitung bzw. Reinigung zu sein. Der Aldehyd 103 wurde sofort
nach der Saulenchromatographie einer Fluorierungsreaktion mit DAST® in Dichlormethan
unterworfen. 151461531 (Aph. 3.101)
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Abb. 3.101: Fluorierung des Aldehyds 103 zum 6,6-Di-F-Ty-Antigen 104

Nach einer Reaktionszeit von lediglich drei Stunden konnte das difluorierte Produkt in einer
guten Ausbeute isoliert werden, das somit in einer vergleichsweise kurzen Reaktionssequenz
Uber vier Stufen ausgehend von 58 und mit einer Gesamtausbeute von 16% erhalten wurde.
Dieses Produkt stellt einen idealen Vorlaufer fir weiterfilhrende Synthesen dar, indem durch
Deblockierung der beiden Alkoholfunktionen in 3- und 4-Position und selektiver 3p-
Galactosylierung das T-Antigen aufgebaut werden kann, welches wiederum einen Vorldaufer
fur das 2,3-ST-Antigen-Analogon darstellen wirde. Auch die Einfuhrung weiterer
Fluorzucker zu mehrfach fluorierten T-Antigenderivaten ist ausgehend von diesem Donor
denkbar. (Abb. 3.102)
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AcO
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Abb. 3.102: Weitere mdgliche Synthesen basierend auf dem difluorierten Ty-Antigen 104
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3.4 Untersuchung zur Stabilitat fluorierter T-Antigen-Analoga

Nachdem bisher die erfolgreiche Synthese neuartiger fluorierter tumorassoziierter
Kohlenhydratantigene beschrieben wurde, soll nun im Folgenden das Augenmerk auf deren
metabolische Stabilitat gerichtet werden. Beim Einsatz von MUC1-Glycopeptiden in
Lebewesen unterliegen diese Strukturen dem Abbau durch Enzyme. Bei Verwendung der T-
Antigenstruktur als Kohlenhydratepitop sind hierbei in erste Linie B-Galactosidasen zu
nennen, die als Hydrolasen einen Abbau des Disaccharids 105 zur Galactose 20 und zum
Galactosamin-Baustein 58 katalysieren. (Abb. 3.103)

OH OH OH OH
HO HO HO HO
o} o} B-Galactosidase 0 O
HO o} HO + HO
OH AchN ¢ OH OH AchN
20
FmocHN CO,tBu FmocHN CO,tBu
105 58

Abb. 3.103: Wirkungsweise der B-Galactosidase

Um aber eine moglichst starke Immunantwort gegen die synthetischen Antigene zu erzeugen,
ist eine lange Lebensdauer der Konjugate von grofRer Wichtigkeit. Je langer der Zeitraum ist,
in dem die vollstandigen Vakzine dem Immunsystem zur Verfligung stehen, desto starker
sollte die Immunantwort auf diese Strukturen ausfallen.

Die Einfuhrung eines Fluorsubstituenten kann dabei einen groRen Einfluss auf die
enzymatische Stabilitat des Kohlenhydrats ausiiben. So konnte beispielsweise gezeigt werden,
dass 2-Desoxy-2-fluor-glycoside sehr gute Inhibitoren fir Glycosidasen darstellen,®® da
deren Fluorsubstituenten die bei der Hydrolyse entstehenden Oxocarbeniumionen stark
destabilisieren. (Abb. 3.104)

OH OH

HO 0 HO o’
HO HO \
@

F F

Abb. 3.104: Destabilisiertes fluoriertes Oxocarbeniumion als Intermediat einer Glycosidase-Reaktion

So kommt es mit diesen Verbindungen zwar zu einer Bildung des Enzym-Substrat-

Komplexes, jedoch reagiert dieser nicht unter Hydrolyse weiter, so dass es zu einer



3. Allgemeiner Teil 75

Akkumulation dieses Enzym-Substrat-Komplexes kommt, wodurch die Konzentration an
freiem Enzym verringert wird.[>!

Um einen Hinweis auf die metabolische Stabilitat der hergestellten fluorierten T-Antigen-
Analoga 106-110 zu erhalten, sollte deren Abbau durch eine kommerziell verfiighare [-
Galactosidase untersucht werden. Dazu wurden diese Verbindungen zusammen mit zweli

weiteren, zuvor hergestellten, fluorierten T-Antigen-Derivaten™®" ¥4

in entsprechenden
Abbaureaktionen eingesetzt. Da sich alle Verbindungen in ihrem Fluorsubstitutionsmuster
unterscheiden, sollte mit diesen Experimenten Hinweise darauf erhalten werden, ob und an
welcher Position die Einfihrung eines Fluoratoms einen Stabilitatsgewinn mit sich bringt.

(Abb. 3.105)
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Abb. 3.105: Fluorierte Substrate fir die Stabilitatstests

Um geeignete wasserltsliche Substrate fur die Enzymreaktion zu erhalten, mussten zunédchst
in einer Umesterung nach Zemplén samtliche Alkoholfunktionen deblockiert werden. Dies
geschah durch Behandlung mit NaOMe in MeOH bei einem pH-Wert von 8.5. Da bei dieser
Reaktion ein teilweiser Verlust der Fmoc-Schutzgruppe meist nicht zu vermeiden ist, wurde
diese im Anschluss an die Deblockierung durch Umsetzung des Rohprodukts in

Dichlormethan mit Fmoc-OSu und Diisopropylethylamin (DIPEA) bei einem pH-Wert von
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9.5 erneut eingefuhrt. Nach beendeter Reaktion wurden die Produkte jeweils mittels

semipréparativer HPLC gereinigt. (Abb. 3.106)
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Abb. 3.106: Synthese der fiir die Enzymtests bendtigten Substrate 107, 108 und 110

Die geringen Ausbeuten von 10-13% konnen auf die recht langen Reaktionszeiten von funf

bis sieben Tagen zuriickgefiihrt werden, wobei der pH-Wert standig nachreguliert werden

musste. Da nicht ausgeschlossen werden kann, dass aufgrund der langen Reaktionszeit und

bei jedem Nachregulieren des pH-Wertes auch kurzzeitig basischere Bedingungen auftraten,

die zu einer B-Eliminierung flhren, sind die méaRigen Ausbeuten vermutlich dieser
Nebenreaktion geschuldet. (Abb. 3.107)

OAc OH OAc OH
AcO HO AcO HO
o) o) NaOMe o)
F o) F o) +
AcO AcHN & AcO AcHN & FmocHN
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60 FmocHN™ >CO,tBu 112

Abb. 3.107: B-Eliminierung an der Glycosylaminosaure 60

CO,tBu

113

Um eine qualitative Aussage Uber die Stabilitat der deblockierten T-Antigene 107, 108 und

110 gegeniber einer B-Galactosidase treffen zu konnen, muss auch die Lebensdauer des
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natlrlichen, nicht-fluorierten T-Antigens getestet werden. Daher wurde in einer weiteren
Synthese dieses Disaccharid unter Verwendung literaturbekannter Vorschriftenl**%24°!
aufgebaut.

Zunachst wurden ebenfalls mit einer Helferich-Glycosylierungsreaktionl’™ der bereits
beschriebene Donor 54 und der Tyn-Akzeptor 12 zum Disaccharid 114 verkniipft.[**%240]
Anschlieend wurde das vorhandene Benzylidenacetal unter leicht sauren Bedingungen
gespalten und die vorhandenen O-Acetyl-Gruppen wurden mittels Zemplén-Umesterung

entfernt.l®*1%13¢] (Apb. 3.108)

OAc ~—0O OAc ~—O
AcO Ph" O Hg(CN),, MS 4A AcO Ph O
o) o) H3CNO,/CH,Cl, 3:2 o o
AcO * HO AcO o
AcO Br AcHN 0 65% AcO AcHN O
54 FmocHN™ ~CO,tBu FmocHN COztBu

HO © 48%
HO

12
Si0,*NaHSO,
OH OH
HO HO CH,Cl,/MeOH 4:1
o o NaOMe, MeOH 78%
AcHN AcHN O

115

105 EmocHN” >CO,tBu FmocHN COztBu

Abb. 3.108: Synthese des nattirlichen T-Antigens 105 fuir die Enzymtests

Nachdem nun alle bendtigten Strukturen vorhanden waren, musste anschlieRend ein
geeignetes Verfahren entwickelt werden, mit dessen Hilfe die relative Stabilitat der
Disaccharide abgeschatzt werden kann. Da die Aminofunktion des Threonins jeweils durch
die Fmoc-Schutzgruppe blockiert vorlag, besitzen diese Substanzen einen ausgezeichneten
Chromophor, dessen charakteristische Absorptionsbande bei 264 nm sich gut zum Nachweis
des beim Abbau erhaltenen Ty-Derivats nutzen lasst. Weiterhin konnte davon ausgegangen
werden, dass sowohl das Disaccharid als auch das Tn-Antigen unterschiedliche Polaritaten
besitzen, die sich zur Detektion und Identifizierung mittels RP-HPLC eignen. Aufgrund der
charakteristischen Retentionszeit sollte somit daher neben dem Edukt auch das bei der
Abbaureaktion stets entstehende Ty-Derivat eindeutig zu identifizieren sein.

Bei der Auswahl eines geeigneten Enzyms wurde auf eine B-Galactosidase aus Rinderhoden
[E.C. 3.2.1.23] zuruckgegriffen, die als Galactosyltransferase bereits zum Aufbau des
natirlichen T-Antigens herangezogen worden war.[**® Galactosidasen sind in der Lage, einen

Galactosyl-Rest abzuspalten (Hydrolase) oder auch einen Galactosylsubstituenten anzubinden
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(Galactosyltransferase). Die jeweilige Reaktionsweise ist dabei abhéngig von den
Konzentrationen, der Temperatur und der Reaktionsdauer. Da in den geplanten Stabilitatstests
lediglich Disaccharidbausteine vorliegen, kann es zundchst nur zu einer Hydrolaseaktiviat des
Enzyms kommen. Die Enzymreaktion wurde in einer wassrigen Pufferlésung durchgefihrt,
wobei der pH-Wert dieser Losung auf einen Wert von pH = 4.5 eingestellt wurde, da die
Enzymreaktion bei kleineren pH-Werten deutlich schneller ablauft. Als Puffer wurde 2-(N-

Morpholin)ethansulfonsaure (MES-Puffer) verwendet!**®! und zur

[156,157] [ [158.159.160] g

Loslichkeitsvermittlung der T-Antigen-Derivate [-Cyclodextri
Cyclodextrinen handelt es sich um aus Glucosemolekiilen bestehende ringférmige o-(1—4)-
verknupfte Oligosaccharide. Dabei unterscheidet man zwischen a-, B-, y-, und &-
Cyclodextrinen, die aus jeweils sechs, sieben, acht oder neun Glucoseeinheiten aufgebaut

sind. (Abb. 3.109)
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Abb. 3.109: pB-Cyclodextrin und schematische Darstellung

Wie in Abb. 3.109 gezeigt, ahneln die Cyclodextrine in ihrer Geometrie einem Kegelstumpf,
dessen Innendurchmesser von der Anzahl der Glucoseeinheiten abhédngig ist. So sind a-
Cyclodextrine sehr gut geeignet, um etwa unverzweigte Alkylketten einzuschlieRen, wéhrend
B-Cyclodextrine bereits in der Lage sind, Benzol und Naphthalin aufzunehmen.!6%162163
Aufgrund der Komplexierung der Gastmolekile durch die Cyclodextrine dndern sich die
Loslichkeitseigenschaften der eingeschlossenen Verbindung. Die hydrophile AuRenseite der
Cyclodextrine erhoht die Loslichkeit des Cyclodextrin-Gast-Komplexes in polaren Solventien
im  Vergleich zur Loslichkeit des Gastmolekiils erheblich. Dieser Effekt der
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Loslichkeitsvermittlung wurde bereits erfolgreich in einer Glycosidase-katalysierten
Hydrolyse eingesetzt.['***%°]

Abb. 3.110: Schematische Darstellung der Komplexierung der Fmoc-Gruppe durch Cyclodextrine

Weiterhin ist bekannt, dass O-methylierte Cyclodextrinderivate eine stiarkere Komplexierung
des Gastmolekiils aufweisen als unsubstituierte Cyclodextrine.™® So konnte gezeigt werden,
dass Heptakis-(2,6-di-O-methyl)-B-cyclodextrin die Ldslichkeit des Fmoc-Thr(aGalNAC)-
OtBu-Bausteins 58 um das Hundertfache erhdhen kann,™® weshalb dieses p-
Cyclodextrinderivat auch als Loslichkeitsvermittler bei den hier beschriebenen enzymatischen
Tests zum Einsatz kommen sollte.

Hierflir wurde eine 5 mM Losung des entsprechenden T-Antigens in einer 10 mM L&sung
von Heptakis-(2,6-di-O-methyl)-p-cyclodextrin in 10 mM MES-Puffer (pH = 4.5) mit 0.5
mg/mL BSA (Rinderserumalbumin) und 0.1 U B-Galactosidase versetzt und stark geschiittelt.
Innerhalb fester Zeitabstdnde wurde mittels HPLC der Fortschritt der Reaktion kontrolliert,
wobei ein Zusatz von BSA der Adsorption des Enzyms an der Gefainnenwand entgegen
wirken sollte.

Mittels analytischer HPLC (Phenomenex Luna C18, A =264 nm) wurden die entnommenen
Proben untersucht und die Retentionszeit des Produktes der enzymatischen Reaktion ermittelt.
Im Falle der naturlichen Antigenstruktur 104 konnte zun&chst ausreichend unterschiedliche
Retentionszeiten flr das T-Antigen und dessen Abbauprodukt, das Ty-Antigen 58, festgestellt
werden. (Abb. 3.111 und Abb. 3.112)
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Abb. 3.111: HPLC-Profil des nattirlichen T-Antigens 105 in Pufferlésung (A = 264nm)

OI I B ~ : | _‘-

0 —— = ) T i S5
Min

Abb. 3.112: HPLC-Profil des natirlichen Antigens 105 in Pufferlésung 120 Minuten nach Zugabe des
Enzyms (A = 264nm)
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Abb. 3.113: HPLC-Profil des nattirlichen TN-Antigens 58 in Pufferlésung 420 Minuten nach Zugabe des

Enzyms (A = 264nm)
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Bei der Untersuchung der nattrlichen Verbindung 105 unter den Assay-Bedingungen konnte
das vorgelegte Disaccharid als auch eine zweite UV-aktive Substanz mittels HPLC beobachtet
werden. Die Intensitatsabnahme des Signals fur 105 erfolgte recht schnell, so dass bereits
nach 120 Minuten etwa die Hélfte des eingesetzten T-Antigens abgebaut worden war. (Abb.
3.114) Durch den Vergleich der Retentionszeiten konnte der neu entstandene Peak im
Chromatogramm dem sich neubildenden Tn-Antigen zugeordnet werden. Die Reaktion wurde
weitergefuhrt, bis lediglich noch ein ganz schwaches Signal des T-Antigens zu erkennen war.
Die vorhandene rohe Reaktionslésung wurde anschlieend mit Hilfe der Massenspektrometrie
untersucht, wobei neben dem in groBem Uberschuss vorliegenden B-Cyclodextrin auch das
Tn-Antigen mit einer Masse von 601.33 im ESI-Spektrum nachgewiesen werden konnte. In
dem Massenspektrum trat jedoch kein Signal mehr auf, welches dem nattrlichen T-Antigen

zugeordnet werden konnte.
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Abb. 3.114: Reaktionsverlauf der enzymatischen Hydrolyse des natiirlichen T-Antigens 105

AnschlieBend wurden die verschiedenen fluorierten T-Antigen-Analoga unter identischen
Reaktionsbedingungen hinsichtlich ihrer Stabilitdt gegeniiber der [B-Galactosidase aus
Rinderhoden getestet. (Abb. 3.115)
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Abb. 3.115: HPLC-Profil des 6’-F-T-Antigens 109 in Pufferlésung 33.5 Stunden nach Zugabe des Enzyms
(A = 264nm)

Im Falle des 6’-F-T-Antigens konnte ebenfalls ein Abbau des Disaccharids festgestellt
werden, was am zweiten Peak bei einer Retentionszeit von etwa 15 Minuten ersichtlich ist.
(Abb. 3.116)
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Abb. 3.116: Enzymatischer Abbau des 6’-F-T-Antigens 109

Wie bei dem natirlichen Antigen wird eine kontinuierliche Abnahme der zum Disaccharid
109 gehorenden Signalintensitat beobachtet, wobei die des Tn-Bausteins zunimmt. Allerdings
verlauft dieser Abbau deutlich langsamer, so dass nach Ende der Messzeit, in diesem Falle
nach knapp zwei Tagen, noch etwa 60% des Substrates vorhanden waren. Als Ursache hierflr
kommt neben einer sehr langsamen Hydrolyse des gebildeten Enzym-Substrat-Komplexes
auch eine deutlich schlechtere Erkennung des Substrats in Frage. Dadurch entsteht eine Art
vorgelagertes Gleichgewicht, da der geschwindigkeitsbestimmende Schritt hier die Spaltung
der glycosidischen Bindung ist. (Abb. 3.117)
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Abb. 3.117: Geschwindigkeit der Reaktion des fluorierten T-Antigens 109 mit der B-Galactosidase

Zudem besteht die Mdglichkeit, dass die bei der Hydrolyse gebildete 6-F-Galactose als
Inhibitor der pB-Galactosidase wirkt, wodurch das aktive Zentrum des Enzyms blockieren
wurde. Daher wurde in einem weiteren Versuch der Abbau des natirlichen T-Antigens in
Anwesenheit der 6-F-Galactose durchgefiihrt. Wirde es sich bei dieser um einen potenten
Inhibitor handeln, so musste eine deutliche Verlangsamung der Hydrolyse beobachtet werden

kodnnen.
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Abb. 3.118: Enzymatischer Abbau des nat. T-Antigens 105 in Anwesenheit der 6-F-Galactose 116
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Aus Abb. 3.118 ist jedoch ersichtlich, dass 115 allenfalls schwach inhibierend wirkt. Nach
etwa 180 Minuten ist das Disaccharid 105 in Gegenwart des Fluorzuckers 116 bereits zu 50%
abgebaut worden, was in etwa der zuvor beobachteten Halbwertszeit von 120 Minuten
entspricht. Vermutlich liegt der Grund fur die zuvor beobachtete unvollstdndige Hydrolyse
des 6’-F-T-Antigens in einer Inaktivierung des Enzyms, die aus der langen Reaktionszeit beli
Raumtemperatur und einem pH-Wert von 4.5 resultiert. Um genauere Aussagen hieriiber zu
treffen, wéren jedoch weitere Versuche notig, die aus Zeitgrinden im Rahmen dieser Arbeit
nicht mehr durchgefiihrt werden konnten.

Anschlieend sollte das in 3’-Position fluorierte T-Antigen-Analogon auf dessen Stabilitat hin
untersucht werden. Leider wurde jedoch festgestellt, dass sich dieses trotz einer relativ kurzen
Lagerzeit bei -30 °C bereits zersetzt hatte. Dieser Befund steht allerdings mit verschiedenen,
wéhrend der Synthese gemachten Beobachtungen im Einklang, die alle auf eine relativ grof3e
Instabilitat der in 3-Position fluorierten Galactose deuten. (siehe Synthese des anomeren
Bromids 1 bzw. des entsprechenden Galactals 18)

Aus diesem Grund wurde mit dem in 4’-Position fluorierten T-Antigen fortgefahren. Hiervon
wurden 3.82 mg in der beschriebenen Vorgehensweise geldst und nach Ermittlung der
Retentionszeit ebenfalls mit 0.1 Einheiten der Galactosidase versetzt. Der Fortschritt der
Reaktion wurde erneut in festen Zeitabstanden mittels HPLC kontrolliert, wobei jedoch kein
Abbau des Substrates nachgewiesen werden konnte. (Abb. 3.119)

1,000

L
*
*
L

0,800 A

0,600 A

—e— 4'-F-T-Antigen

0,400 A

Anteil 4'-F-T-Antigen

0,200 A

0,000

0 100 200 300 400

Zeit [min]

Abb. 3.119: Konstantbleibender Anteil des fluorierten Antigens 108 in Anwesenheit des Enzyms
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Da nicht ausgeschlossen werden konnte, dass das Enzym wéahrend der Lagerzeit
beeintrachtigt worden war, wurden nach elf Stunden 1.20 mg des naturlichen T-Antigens der

LOsung zugesetzt.
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Abb. 3.120: HPLC-Profil des 4’-F-T-Antigens 108 in Pufferlésung 2 Stunden und 45 Minuten nach
Zugabe des Enzyms (A = 264nm)

Da diese Verbindung aber wie zuvor mit einer Halbwertszeit von etwa 150 Minuten
umgesetzt wurde (siehe Massenspektrum in Abb. 3.122), kann davon ausgegangen werden,
dass das Enzym intakt vorlag und das in 4-Position fluorierte T-Antigen gegentiber der
hydrolytischen Spaltung stabil ist bzw. nicht vom Enzym als Substrat erkannt wird. (Abb.
3.121)
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Abb. 3.121: Enzymatischer Abbau des natiirlichen T-Antigens 105 in Anwesenheit des 4’-F-T-Antigens
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Abb. 3.122: ESI-MS-Spektrum des enzymatischen Abbaus des nattrlichen T-Antigens 105 zum Ty-
Antigen 58 in Anwesenheit des 4’-F-T-Antigens 108

Interessanterweise verlauft der Abbau des nicht-fluorierten Antigens in Anwesenheit des 4’F-

Disaccharids etwas langsamer. Allerdings muss hierbei die Menge an zugesetztem Substrat

beruicksichtigt werden. Bei der Umsetzung des nicht-fluorierten Disaccharids 105 wurden
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2.71 mg (3.55 mmol) eingesetzt, wéahrend hier nun lediglich 1.20 mg (1.57 mmol) 108
verwendet wurden. Wahrend also zuvor in einer Stunde etwa 0.68 mg (0.89 mmol) des
natlrlichen Antigens von 0.1 Einheiten des Enzyms in 1 mL Pufferlésung abgebaut wurden,
mussten bei einem Zeitraum von zweieinhalb Stunden 1.36 mg (2.22 mmol) Substrat
hydrolysiert werden. Innerhalb dieser Zeit konnte bei Anwesenheit des in 4’-Position
fluorierten Antigens jedoch nur eine Menge von etwa 0.60 mg (0.78 mmol) gespalten werden.
Folglich ware in etwa die 2.8-fache Zeit nétig, um in Gegenwart des 4’F-Disaccharids 108
eine bestimmte Menge des natlrlichen Substrats zu hydrolysieren.

Dies deutet darauf hin, dass das Enzym auch mit dem fluorierten Antigen einen Enzym-
Substrat-Komplex eingeht, der jedoch praktisch nicht unter Bindungsspaltung weiterreagiert,
sondern nach einer gewissen Lebensdauer das fluorierte Disaccharid wieder freisetzt.

Somit konnte mit dem 4’-F-T-Antigen 108 ein erster Vertreter eines fluorierten Antigens
entwickelt werden, das aufgrund des Fluorsubstituenten eine deutlich erhohte Stabilitét
gegenuber einer 3-Galactosidase aufweist.

In analogen Tests wurde nun auch die Stabilitdt des in 6’-Position difluorierten Antigens
untersucht. Hierbei konnte ebenfalls festgestellt werden, dass es nicht zu einem Abbau dieser
Verbindung kommt. (Abb. 3.123)
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Abb. 3.123: Konstantbleibender Anteil des difluorierten Antigens 110 trotz Anwesenheit des Enzyms
Das zugesetzte natlrliche Substrat wurde hingegen bereits nach kurzer Zeit zu den

entsprechenden Monosacchariden umgesetzt, (Abb. 3.124) wie eine massenspektrometrische

Analyse bestétigte.
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Abb. 3.124: HPLC-Profil des 6’-Di-F-T-Antigens 110 in Pufferlésung 2 Stunden nach Zugabe des Enzyms
(A =264nm)
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Abb. 3.125: Enzymatischer Abbau des natirlichen T-Antigens 105 in Anwesenheit des 6’-Di-F-T-Antigens
110

Aus dem Vergleich der beobachteten Halbwertszeiten und eingesetzten Massen resultiert eine
etwa 2.2-fach geringere Aktivitdt des Enzyms in Gegenwart des difluorierten Disaccharids. In
Analogie zum bereits diskutierten 4’-F-T-Antigen-Analogon konnte die fluorierte Verbindung
110 einen Enzym-Substrat-Komplex eingehen, der aber nicht in einer Bindungsspaltung

resultiert, sondern nach einer gewissen Zeit das Disaccharid wieder freisetzt.
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SchlieBlich wurde noch die Stabilitat des 2’-F-T-Antigens gegeniber der B-Galactosidase in
einer analogen Versuchsreihe untersucht. Nach einem ersten analytischen HPLC-Lauf, der zur
Ermittlung der Retentionszeit des Substrates diente, wurde in Gegenwart von 0.1 Einheiten
des Enzyms das Abbauverhalten gepruft. Hierbei konnte Uber einen Zeitraum von sechs

Stunden ebenfalls keinerlei Hydrolyse festgestellt werden. (Abb. 3.126)
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Abb. 3.126: Konstantbleibender Anteil des fluorierten Antigens 106 trotz Anwesenheit des Enzyms

Daher wurde erneut das nicht-fluorierte Antigen zugegeben und die LOsung in festen
Zeitabstdnden mittels HPLC auf die Bildung des Tn-Antigens untersucht. (Abb. 3.127)
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Abb. 3.127: HPLC-Profil des 2°-F-T-Antigens 106 in Pufferlésung 3 Tage nach Zugabe des Enzyms
(A = 264nm)
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Abb. 3.128: Enzymatischer Abbau des natiirlichen T-Antigens 105 in Anwesenheit des 2°-F-T-Antigens
106

Wie aus Abb. 3.128 deutlich hervorgeht, kommt es unter den vorliegenden
Reaktionsbedingungen zu einem Abbau des natirlichen Antigens und der Bildung des Ty-
Derivats. Das fluorierte Antigen hingegen wird nicht vom Enzym hydrolysiert. Allerdings
kann auch nach einer Reaktionszeit von nahezu drei Tagen kein kompletter Abbau des
natirlichen Substrats beobachtet werden. Vielmehr deuten die erhaltenen Daten darauf hin,
dass es nach einer Umsetzung von etwa 65% zu einer Stagnation im Abbau kommt, was unter
Anderem analog zum Abbau des 6’-F-T-Antigenanalogons einen Grund in der recht langen
Reaktionsdauer besitzen konnte.

In den vorhergehenden Tests konnte die gewiinschte Stabilisierung der interglycosidischen
Bindung durch einen gezielten Einbau von Fluoratomen qualitativ nachgewiesen werden. Ein
solches Verhalten ist fur den Einsatz in synthetischen Vakzinen von enormem Vorteil, da die
antigenen Strukturen so Uber einen langeren Zeitraum unverdndert vorliegen und dem
Immunsystem zugénglich sind. Dies ist unter anderem in Hinblick auf Langzeitanwendungen
von erheblicher Bedeutung, da die benétigte Menge an Vakzin zur Stimulierung des

Immunsystems deutlich reduziert werden kann.
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3.5 Synthese fluorierter MUC1-Glycopeptid-Antigene

Molekulstrukturen, die entweder von B-Zellen, T-Zellen oder auch von beiden spezifisch
erkannt werden, bezeichnet man als Antigene.™**" % Spricht man dagegen von Immunogenen,
so bedeutet dies, dass das Immunsystem diese Struktur sowohl erkennt, als auch in der Lage
ist, Antikorper eben gegen diese Struktur zu bilden. Kleinere Molekile kdénnen zwar
spezifisch von entsprechenden Antikdrpern gebunden werden, sind allerdings selbst nicht in
der Lage, eine Antikérperproduktion hervorzurufen.!®®! Erst ab einer Molekularmasse von
10.000 g/mol kann man in der Regel von Immunogenen sprechen. Hierbei handelt es sich
meist um hochmolekulare Verbindungen wie etwa Peptide, Polysaccharide, Proteine oder
andere biologische Makromolekdile. Ein Antikorper reagiert allerdings nicht spezifisch auf die
gesamte Struktur des Immunogens, sondern bindet ein Teilstiick daraus, das sog. Epitop, das
vom Immunsystem prasentiert wird.

Wie bereits einleitend erwahnt wurde, besitzt das tumorassoziierte Mucin MUC1 kombinierte
B-Zell-Epitope, die sich fir die Entwicklung eines Antitumor-Impfstoffes eignen wirden und
aus einem Kohlenhydratteil und dem dazugehérigen Peptidriickgrat bestehen.!*!
Tumorzellen des epithelialen Gewebes besitzen im Vergleich zu gesunden Zellen eine
veradnderte Oberflachenstruktur. Das Mucin MUC1 ist stark tberexprimiert, und aufgrund
fehlerhafter Enzymaktivitaten besitzt das Peptidriickgrad nur stark verkurzte Kohlenhydrat-
Seitenketten. Diese Unterschiede zu gesunden Zellen stellen einen mdglichen Ansatz zur
Entwicklung von tumorselektiven Vakzinen dar. Dafiir missen die tumorassoziierten
Glycopeptidantigene allerdings vollsynthetisch aufgebaut werden, da eine Isolierung aus
biologischen Systemen nicht die nétige Strukturhomogenitat liefert. Diese ist notig, um eine
Immunantwort gegen eine exakte Struktur zu erzeugen. Weiterhin liefert die Isolierung eine
zu geringe Menge der gewunschten Strukturen zur Produktion eines Impfstoffes, so dass die

Synthese der einzige praktikable Zugang zu diesen Strukturen darstellt.

Peptid- und Glycopeptidfestphasensynthese

In der heutigen Zeit ist die wohl effektivste Art, Peptide mit einer Lange von bis zu 20
Aminosduren aufzubauen, die Festphasensynthese nach Merrifield. Ein wesentlicher Vorteil
hierbei ist die Geschwindigkeit mit der das Peptid an einer Polymermatrix aufgebaut werden
kann, da im Uberschuss eingesetzte Reagenzien bzw. nicht umgesetzte Reaktanden nach Ende

eines jeden Kupplungsschrittes einfach weggewaschen werden kdnnen. VVoraussetzung hierfiir
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ist, dass die Startaminosdaure zu Beginn der Synthese an einem Harz angebunden vorliegen
muss. AnschlieBend wird die Aminofunktion dieser Aminoséure deblockiert und mit einer
weiteren, N-geschitzten Aminoséure gekuppelt. Dieser Prozess wird wiederholt und kann
automatisiert ablaufen, wodurch sich Oligopeptide in sehr kurzer Zeit aufbauen lassen. Eine
tragende Rolle spielt hierbei die Blockierung und Deblockierung des N-Terminus. Dessen
Schutzgruppe muss den Bedingungen der Peptidbindung standhalten und es muss eine
Deblockierung der Aminofunktion mdoglich sein, ohne dass die wachsende Peptidkette
frihzeitig vom Harz abgespalten wird. Des Weiteren muss die Schutzgruppe gunstig und
leicht bei allen Aminoséuren in sehr guten Ausbeuten anwendbar sein. Diesen Anforderungen
werden nur wenige Schutzgruppen gerecht, weshalb in der automatisierten Peptidsynthese in
der Regel nur zwei Verfahren angewendet werden. So wird in der sog. Boc-Strategie die
sdurelabile tert-Butyloxycarbonyl-(Boc) Schutzgruppe als tempordre Aminoschutzgruppe

¢ [172.172]

verwende wéhrend die Fmoc-Strategie die Verwendung der basenlabilen

Fluorenylmethoxycarbonyl-(Fmoc) Schutzgruppe zur Blockierung des N-Terminus

vorsieht, 173174

Die Boc-Gruppe wird allerdings durch Umsetzung mit 20-50%iger
Trifluoressigsaure abgespalten, weshalb diese nicht zur Glycopeptidfestphasensynthese
eingesetzt werden kann, da Glycane und auch einige Seitenkettenschutzgruppen unter diesen
Bedingungen abgespalten werden.”®! Die Fmoc-Gruppe hingegen hat sich als vollstandig
kompatibel mit der Synthese von Glycopeptiden erwiesen,*"®*""178 da bei Verwendung von
milden Basen wie Piperidin oder Morpholin zur Abspaltung der Fmoc-Gruppe die
baseninduzierte B-Eliminierung der O-Glycane vermieden werden kann.'"®°! (Abb. 3.129)
Mit Hilfe der Fmoc-Schutzgruppenstrategie ist es daher mdglich, ein Glycopeptid an der
festen Phase aufzubauen, wobei die glycosidische Bindung und die durch s&urelabile
Schutzgruppen wie etwa tert-Butyl-, Trityl-, oder 2,2,5,7,8-Pentamethyl-chroman-6-sulfonyl-
Gruppe (Pmc) geschiitzten Seitenketten der Aminosauren nicht angegriffen werden. Da nach
Beendigung der Festphasensynthese das Peptid vom polymeren Trégerharz abgespalten
werden muss, sollte auch dieser Schritt unter mgglichst milden Bedingungen ablaufen, um
eine Beeintrachtigung der glycosidischen Bindung bzw. der eben aufgebauten
Amidbindungen auszuschliefen. Daher kommt der Wahl des Ankersystems ebenfalls eine

entscheidende Bedeutung fiir den Erfolg der Peptidsynthese zu.8"!
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Abb. 3.129: Prinzip der automatisierten Festphasenpeptidsynthese

In der Glycopeptidfestphasensynthese kommen hierzu am hdaufigsten sdurelabile
Ankersysteme zum Einsatz, da neben der Abspaltung des Peptids vom polymeren Trager
gleichzeitig auch die saurelabilen Seitenkettenschutzgruppen entfernt werden. Auf diese
Weise konnen zusatzliche Syntheseschritte eingespart werden. Die bekanntesten Vertreter
dieser Klasse sind neben dem Merrifield-Harz, das Wang-Harz,"®"! das SASRIN-Harz,*?
das Rink-Ester-Harz*®! und das Trityl-Harz.[**¥ (Abb. 3.130)
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Abb. 3.130: Saurelabile Anker fiir die Festphasenpeptidsynthese
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Neben den sauer abzuspaltenden Ankern nehmen auch die basenlabilen Anker eine wichtige
Rolle ein. Die bekanntesten Vertreter hierzu sind der HMBA-Linker™®! und der Kaiser-
Oxim-Linker.*®¥! Allerdings finden diese Linkertypen relativ selten eine Anwendung in der
komplexen (Glyco-)Peptidsynthese, da ihre Abspaltung drastische Reaktionsbedingungen
erfordert, die haufig zu Nebenreaktionen wie Racemisierung oder Aspartimidbildung flhren.

Daneben wurden auch Ankersysteme entwickelt, die unter Einwirkung eines zugesetzten
Nucleophils gespalten werden kdnnen. Bei Verwendung sog. Silylankersysteme kann eine
Abspaltung von der festen Phase durch die Einwirkung von Fluoridionen erfolgen. Hierzu
sind die Ankersysteme von Ramage™®’!, Chao!*®® und Barany!®! zu zahlen, welche sich in
der Regel mit Tetrabutylammoniumfluorid-trihydrat in THF oder DMF spalten lassen. In
diesen Losungsmitteln wirken Fluoridionen allerdings bereits so basisch, dass
Racemisierungen als Nebenreaktionen auftreten konnen. Dies wird bei dem von Kunz et
al.’®  entwickelten PTMSEL-Linker nicht beobachtet, da das Silylsystem mit
Tetrabutylammoniumfluorid in Dichlormethan gespalten wird. In diesem Solvens weisen
Fluoridionen einen nahezu neutralen pH-Wert auf und die baseninduzierten Nebenreaktionen

kdnnen so vermieden werden. (Abb. 3.131)
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Abb. 3.131: Silylankersystem nach Kunz

Um eine erfolgreiche Kupplung der Aminosdaurebausteine zu erreichen, ist eine Aktivierung
der Carbonsaurefunktion unerlasslich. Hierfir gibt es eine Vielzahl an Kupplungsreagenzien,
mit deren Hilfe die Sdurefunktion zundchst in einen reaktiven Aktivester uberfiihrt
wird,***1% der dann wiederum von der Aminofunktion der sich am Harz befindenden
terminalen Aminosédure unter Bildung der Peptidbindung angegriffen wird. Zur Aktivierung
werden  heutzutage  Uroniumsalze  wie etwa  O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-
tetramethyluroniumtetrafluoroborat ~ (TBTU)®!,  O-  (Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-
tetramethyluroniumhexafluorophosphat ~ (HBTU)**%1 und  O-(Azobenzotriazol-1-yl)-
N,N,N’,N’-tetramethyluroniumtetrafluoroborat  (HATU)®*"1  eingesetzt. Aber auch
Carbodiimide wie Cyclohexylcarbodiimid (DCC),® Diisopropylcarbodiimid (DIC) und N-
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Ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid-hydrochlorid ~ (EDC)**¥  finden  Ihre
Verwendung in der Festphasenpeptidsynthese. (Abb. 3.132)
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Abb. 3.132: Kupplungsreagenzien

Im Laufe der Zeit haben sich die Uroniumsalze als die am besten geeigneten
Kupplungsreagenzien herausgestellt, da sie hoch reaktiv sind, jedoch in Gegenwart von
Additiven, wie 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt)?®? bzw. 1-Hydroxy-7-azabenzotrialzol
(HOAU),” die Racemisierung der Aminosauren deutlich reduziert werden kann.

Um Glycopeptide an der festen Phase aufbauen zu kdnnen, werden Fmoc-geschtzte,
glycosylierte Aminosaurebausteine®®? benétigt, welche in Kohlenhydratseitenketten Acetyl-
oder auch Benzylschutzgruppen tragen. Diese kénnen dann in Kombination mit einem der
bereits vorgestellten séurelabilen oder nucleophil spaltbaren Anker eingesetzt werden. Nach
dem Abschluss der Festphasensynthese wird das erhaltene Glycopeptid vom polymeren
Trager abgespalten, bevor schlieBlich die Deblockierung der Kohlenhydrat-Hydroxygruppen
erfolgt. Letztere kann basenkatalytisch in Anwesenheit der Acetyl-Schutzgruppen bzw. bei
Abspaltung von Benzylgruppen hydrogenolytisch durchgefiihrt werden.

Protokoll zur Festphasen-Glycopeptidsynthese

Der Fmoc-Strategie folgend, wurden die Glycopeptide mit Hilfe eines Peptidsynthesizers der
Firma Perkin-Elmer Applied Biosystems synthetisiert. Hierzu wurde ein mit der Start-
Aminosdure Fmoc-Prolin vorbeladenes Tentagel-Harz eingesetzt, dessen Beladung mit 0.20
und 0.25 mmol/g relativ gering gewahlt wurde, um Problemen durch eine gegenseitige
Beeinflussung der wachsenden Peptidketten entgegen zu wirken. Der Einsatz einer

orthogonalen Schutzgruppenstrategie spielt vor allem beim Aufbau polyfunktionaler
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Glycopeptide eine entscheidende Rolle. So werden die Hydroxyfunktion der Serin bzw. der
Threoninreste ebenso wie die Saurefunktionen von Asparaginsdure und Glutaminsdure als
tert-Butylester blockiert. Die Guanidino-Funktion des Arginins hingegen wird mit der
séurelabilen  2,2,5,7,8-Pentamethylchroman-6-sulfonyl-Gruppe  (Pmc)  blockiert.  Die
Hydroxyfunktionen der Kohlenhydratseitenketten sind hingegen stets als Acetylgruppen
geschitzt und erfordern als letzten Schritt der Glycopeptidsynthese eine Abspaltung unter
basischen Bedingungen. (Abb. 3.133)

v Y L

O O
OH OH
FmocHNK( FmocHN FmocHN FmocHN
(0]

Abb. 3.133: Sekundére Schutzgruppen des Threonins, Serins, der Asparaginsédure und des Arginins

Die im Verlauf der Festphasenpeptidsynthese regelméaRig freizusetzenden Aminogruppen des
wachsenden Peptidstranges werden durch basenkatalysierte Spaltung der temporaren Fmoc-
Gruppe mit Piperidin in DMF wieder freigelegt. Hierbei kommt es zur Bildung eines
Dibenzofulven-Piperidin-Adduktes, (Abb. 3.134) welches photometrisch quantifiziert wird,

um den Verlauf und die Vollstandigkeit des Deblockierungsschrittes zu verfolgen. (Abb.

3.135)
El\i I\O + CO, +RNH,
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Abb. 3.134: Baseninduzierte Deblockierung einer Fmoc-geschitzten Aminofunktion
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Abb. 3.135: Abspaltprotokoll einer Peptidsynthese

Im Peptidsynthesizer kommt es in iterativen Synthesezyklen zu einer vollautomatisierten
Verknupfung der einzelnen Fmoc-geschiitzten Aminosaurebausteine. Jeder dieser Zyklen
umfasst drei Teilschritte: Zunéchst wird die temporare Fmoc-Schutzgruppe am N-Terminus
des Peptids mittels Piperidin deblockiert. Anschliefend wird die Kupplungsreaktion mit
1 mmol (10 Aquiv.) der Fmoc-Aminosédure uber einen Zeitraum von 20 bis 30 Minuten
durchgefiihrt, wobei die Kupplungsreagenzien HBTU, HOBt sowie Hiinigs-Base zugesetzt
werden. Um der Bildung von Fehlsequenzen entgegen zu wirken, werden die nicht
umgesetzten freien Aminofunktionen nach der Kupplung mit dem sog. Capping-Reagenz
umgesetzt. Dieses enthélt Ac,O, Hinigs-Base und HOBt, wodurch es zu einer Acetylierung
der verbliebenen freien Aminofunktionen kommt, die somit in einem ndchsten
Kupplungsschritt nicht mehr zur Verfiugung stehen. Die Kupplung der Fmoc-
Glycosylaminosaure-Bausteine erfolgt halbautomatisch, indem diese mit HOAt?*! und
HATU sowie NMM aktiviert wird, bevor sie im Festphasenreaktor des Synthesizers acht

Stunden zur Reaktion gebracht wird. Bei unreaktiveren Kupplungen wurde die Menge zu
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kuppelnder Glycosylaminoséure geteilt und in zwei separaten Kupplungsschritten mit dem
vorhandenen Peptid umgesetzt, wobei zwischen den beiden Kupplungen kein Capping-Schritt
durchgefihrt wurde. So war es moglich, auch bei der Kupplung der unreaktiven fluorierten
Glycosylaminosduren relativ gute Ausbeuten zu erhalten. Nach Fertigstellung der
gewiinschten Peptidsequenz wurde das Harz schliel3lich in einen Merrifield-Festphasenreaktor
uberfiihrt und das Glycopeptid wurde manuell durch Behandlung mit Trifluoressigsdure vom

polymeren Tréager abgespalten.

Synthese eines N-Fmoc-geschutzten Triethylenglycol-Spacers

Zur Entwicklung von vollsynthetischen tumorassoziierten MUC1-Glycopeptid-Vakzinen ist
nicht nur die erfolgreiche Synthese von Glycopeptiden entscheidend. Vielmehr muss auch
eine Mdglichkeit fur eine spatere Anbindung an Tragerproteine bzw. immunstimulierende
Substanzen geschaffen werden. Da die Mucine meist eine gestreckte Konformation
einnehmen, ist eine erfolgreiche Festphasensynthese mucinartiger Glycopeptide mit Gber 20
Aminosauren in guten Ausbeuten realisierbar.*?) Um eine chemoselektive Funktionalisierung
vornehmen zu kdnnen, werden geeignete funktionelle Gruppen uber eine Oligoethyleneinheit
mit dem Hapten verbunden. Diese Oligoethylen-Einheiten haben sich in der Entwicklung
synthetischer Vakzine als Abstandhalter etabliert, da sie weder immunogen sind, noch die
Konformation und Eigenschaften der Vakzinbausteine beeinflussen,?*#?®! so dass diese
unabhéngig voneinander ihre Eigenschaften bei der Immunisierung wahrnehmen konnen.
Eine geeignete Funktionalisierung eines solchen auf einer Oligoethylenglycol-Einheit
basierenden Abstandhalters ist die Aminofunktion. Hierdurch ist eine Knlpfung einer Amid-
Bindung etwa zu einem Carrierprotein oder durch Fortsetzung der Peptidsynthese zum
Aufbau eines weiteren immunogenen Peptids denkbar. Wird die Aminofunktion mit der
Fmoc-Schutzgruppe versehen, kann die automatisierte Kupplung dieses Abstandhalters im
Synthesizer durch anschlieBende Deblockierung und photometrische Bestimmung des
gebildeten Benzofulven-Piperidinadduktes quantifiziert werden. (siehe Abb. 3.134)

Die Synthese der Spacer-Aminosaure folgt literaturbekannten Vorschriften!*4%:206:207.208] nq
beinhaltet in einem ersten Schritt zundchst eine Hetero-Michael-Addition von
Triethylenglycol 117 an Acrylséure-tert-Butylester unter Verwendung von Katalytischen
Mengen an Natrium in THF. Aus der resultierenden Hydroxyfunktion in 118 wurde im
Folgenden zun&chst durch Umsetzung mit Methansulfonséurechlorid und Triethylamin das

entsprechende Mesylat gebildet, welches direkt durch Reaktion mit Natriumazid in das
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korrespondierende Azid 119 uberflhrt wurde. Dieses wurde durch Reduktion mit Wasserstoff
in Gegenwart von Raney-Nickel zum freien Amin 120 umgesetzt, welches anschlieRend in
einer Reaktion mit Fmoc-OSu in das fiir die Festphasensynthese benétigte Fmoc-blockierte
Carbamat 121 (berfiihrt wurde. Als abschlieBenden Schritt musste noch die Sdurefunktion
deblockiert werden, was durch Umsetzung mit Trifluoressigséure gelang. Insgesamt konnte
die freie Sdure 122 in einer flinfstufigen Synthese mit einer Gesamtausbeute von 24% erhalten
werden. (Abb. 3.136)

_~_OtBu 1.) HsCSO,CI, NEts
Y CH,Cl,

0 o 2.) NaN; DMF /<\/O OtBu
HO/(\/ >H THF, Na HO/(\/OWO“BU e N
3 : 3 o 3 o)
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Ra-Ni, H, o ofB Fmoc-OSu, NaHCO3
° u B
iPrOH HzN%\/ M Aceton, H,0 FmocHN%\/OWOt u
3 o) 3 o

99% 65%
120 121

TFA, H0 %\/OWOH
FmocHN
90% 3

o

122

Abb. 3.136: Synthese des Triethylenglycolspacers 122

Um zu einem spéateren Zeitpunkt Vakzin-Kandidaten mit fluorierten Kohlenhydratepitopen
herstellen zu kénnen, wurden entsprechende fluorierte Glycopeptide aus der Tandem-Repeat-
Sequenz des epithelialen Mucins MUC1 ausgehend von den hergestellten, in
unterschiedlicher Positionen fluorierten T-Antigen-Threonin-Konjugaten synthetisiert.
Hierbei wurde ausschlieBlich das Threonin® der Tandem-Repeat-Sequenz durch die fluorierte
Glycosylaminosdure ersetzt, da sich diese Position bereits in verschiedenen Vakzinen als
vielversprechende Glycosylierungsstelle erwiesen hatte.™®! Weiterhin ist auf diese Weise ein
direkter Vergleich der Wirksamkeit der fluorierten Glycopeptid-Vakzine mit den zuvor
synthetisierten nattirlichen Vertretern®? maglich.

Fur die Synthese wurde ein mit Fmoc-Prolin beladenes Trityl-Tentagel-Harz verwendet. Da
der Trityl-Anker unter sauren Bedingungen gespalten wird, kommt es zu einer gleichzeitigen
Entfernung aller Seitenkettenschutzgruppen. Weiterhin verhindert der hohe Raumanspruch
des Trityl-Ankers die Diketopiperazinbildung, die hdufig ein Problem zu Beginn einer

Peptidsynthese darstellt. Diese verlauft Uber eine basenkatalysierte intramolekulare
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Aminolyse, wobei es unter Abbruch des Kettenwachstums zur Bildung des cyclischen
Diketopiperazins kommt. (Abb. 3.137)

R, O 0
. HN)\[(N\.)J\O— Piperidin O &oﬂ
moc I |i1 @ HN\;)J\O_
R! )
82
O T
YNH HO— ®
R1

Abb. 3.137: Diketopiperazinbildung

Bei der Synthese des Glycopeptids erfolgte die Kupplung der ersten 13 Aminosduren nach
dem Standardprotokoll. Hierzu wurde, wie bereits beschrieben, der N-Terminus des Peptids
durch Umsetzung des terminal blockierten Amins mit 20%igem Piperidin in DMF
deblockiert, bevor die Kupplung der nachsten Aminosaure mit den Kupplungsreagenzien
HBTU/HOBLt/DIPEA in DMF erfolgte. Nach Ende der Reaktion wurde nicht umgesetztes
Amin mit dem Capping-Reagenz (kat. HOBt/Ac,O/DIPEA in NMP) acetyliert und der
gesamte Zyklus wurde bis zur Deblockierung der Aminofunktion des Serins'* wiederholt. Die
Kupplung der fluorierten Glycosylaminosduren 61, 86 oder 98 erfolgte unter Verwendung der
reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU/HOAU/NMM in NMP (ber acht Stunden. Bei der
Kupplung der difluorierten Glycosylaminosdure 98 wurde zudem ein Doppelkupplungsschritt
ohne zwischenzeitliches Capping tber jeweils acht Stunden durchgefiihrt. Auch die Kupplung
der nachsten Aminosdure Valin, die zum Teil bereits in friheren Synthesen Probleme bereitet
hatte, wurde mit Hilfe einer Doppelkupplung angebunden. Die Kupplung der restlichen vier
Aminosauren und des Spacers erfolgte wiederum unter Standardbedingungen, wobei der
Abstandhalter nach Zugabe von ca. 0.2 mL NMP in den Synthesizer gegeben wurde.
Allerdings flihrte ein technisches Problem am Synthesizer zu einem Abbruch der Synthese
des in 6’-Position difluorierten Glycopeptids, so dass die Peptidsequenz nach der
erfolgreichen Kupplung des Valins durch Acetylierung der Aminofunktion beendet wurde.
Dennoch wurde auch dieses verkiirzte Peptid weiter umgesetzt.

Nach Ende der Glycopeptidsynthese wurde das Harz jeweils in einen Merrifield-Reaktor
uberfiihrt, bevor das Peptid durch Zugabe von TFA, Triethylsilan und Wasser vom polymeren
Trager abgespalten wurde. Die Rohpeptide wurden nach Zugabe von Toluol vom

Losungsmittel befreit und Lyophilisiert, bevor durch Reaktion mit NaOMe in MeOH die
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Acetyl-Schutzgruppen der Kohlenhydratepitope entfernt wurden. Dies wurde jeweils durch
Einstellen eines pH-Wertes von 8.5 erreicht, der bei Bedarf nachreguliert wurde. Die
Losungen wurde nach etwa 18 Stunden und vollstandiger Deblockierung (HPLC-Kontrolle)
mit verdlnnter Essigsdure neutralisiert und erneut lyophilisiert. Abschlielende
semipréaparative RP-HPLC lieferte die verschiedenen fluorierten Glycopeptide in Ausbeuten
von 13 bis 50% bezogen auf das eingesetzte Harz. (Abb. 3.138)
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Abb. 3.138: Festphasenglycopeptidsynthese der MUC1-Glycopeptide 123, 124 und 125

Die exakten Strukturen der Amino-funktionalisierten fluorierten Glycopeptide wurden mittels
ESI-MS, MALDI-TOF Massenspektrometrie und zweidimensionaler NMR-Spektroskopie
eindeutig nachgewiesen. So konnten neuartige fluorierte Glycopeptide synthetisiert werden,
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die in weiteren Umsetzungen mit Trégerproteinen zu vollsynthetischen Tumor-Vakzinen

umgesetzt werden kénnen.

3.6 Synthese und immunologische Evaluierung fluorierter MUC1-
Glycopeptid-Protein-Konjugaten

Um eine Immunantwort gegen ein bestimmtes Hapten-Molekiil zu erreichen, nutzt man sehr
haufig sog. Hapten-Protein-Konjugate.[?**#°) Diese induzieren in der Regel eine schnelle und
zuverlassige Immunantwort gegen das Hapten, wodurch eine Untersuchung sowohl der
Intensitat als auch der Spezifitat der Immunantwort moglich ist. Um eine MHC-I1 restringierte
Immunantwort zu erhalten, ist es notwendig, B-Zellen effektiv zu aktivieren. Hierfur ist nicht
nur eine Bindung des Antigens an die B-Zellrezeptoren erforderlich, sondern die B-Zelle
muss auch von Ty2-Helferzellen erkannt und stimuliert werden. Um die Selbsttoleranz des
Immunsystems zu tberwinden, ist diese sog. gekoppelte Erkennung unbedingt erforderlich.
Proteine bestehen in der Regel aus langen, meist linearen Polypeptiden. Daher ist die
Wahrscheinlichkeit hoch, dass ein an das Hapten gebundenes Trégerprotein ein Ty2-Zell-
Epitop besitzt. Trifft dies zu, so ist das Immunsystem des immunisierten Organismus in der
Lage, die im MHC-lI-Komplex der Antigen-présentierenden Zelle vorhandenen
Peptidfragmente des Tragerproteins zu erkennen. Dies geschieht durch Ty-Zellen des CD4"-
Typs, welche mit einem geeigneten Rezeptor (TCR) ausgestattet sind.

Tragerprotein
MUC1-Glcyopeptid
N\ >

D Zytokine

CD28 1~
Q[ TCRI Tu-Zelle

X = prasentiertes
T-Zell-Epitop

Abb. 3.139: Vereinfachtes Schema der MHCI I-restringierten Immunantwort

Nach erfolgreicher Immunisierung mit einem solchen Konjugat, bestehend aus dem Hapten-
Molekil und einem Ty2-Zell-Epitop, wird dieses von sog. Antigen-prasentierenden Zellen
aufgenommen und prozessiert. Bei diesem Vorgang werden Fragmente des Trégerproteins
gebildet und auf der Oberflache der B-Zellen, genauer auf dem MHC-II-Komplex,
prasentiert.”*"! (Abb. 3.139) Werden diese T-Zell-Epitop-MHC-11-Komplexe von Rezeptoren
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auf der Oberflache von Ty2-Zellen erkannt, senden die Ty-Zellen kostimulatorische Signale
aus, welche eine selektive Aktivierung der B-Zellen induzieren. Zu diesen kostimulierenden
Signalen zéhlt unter anderem die Sekretion von Zytokinen wie etwa IL-2, welches eine
Proliferation induziert, 1L-4, verantwortlich fur eine initiale Aktivierung der B-Zell-
Proliferation, oder auch IL-6, das die B-Zell-Differenzierung beeinflusst. Hinzu kommen
noch weitere wichtige Signal-Wechselwirkungen, die eine Induktion einer adaptiven MHC-I1-
restringierten Immunantwort hervorrufen. Hierzu zéhlen unter anderem die Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkung zwischen dem B7-Liganden der B-Zelle und dem CD28-Rezeptor der T-
Helferzelle. Ahnliche Wechselwirkungen finden zwischen LFA3 und CD2 bzw. CD40L und
CDA40 statt. Auf diese Weise kommt es nach der Erkennung, Prozessierung und Prasentation
des B-Zell-Epitops zu einer selektiven Aktivierung der B-Zellen, wodurch deren Teilung und
Differenzierung eingeleitet wird. Auch der sog. Ig-Klassen-Switch wird durch die Einwirkung
einer Vielzahl von Zytokinen erreicht, die durch die Wechselwirkung der B-Zelle mit der Ty-
Zelle von dieser ausgeschiittet werden.?*!!

MUC1-Glycopeptid-Protein-Konjugate

Wie bereits erwéhnt wurde, muss fur eine effiziente und wirksame Immunantwort ein Antigen
in der Lage sein, eine spezifische humorale Immunantwort auszulésen. Fur die Entwicklung
eines therapeutisch und prophylaktisch wirksamen Antitumor-Vakzins werden hierzu
synthetisch hergestellte tumorassoziierte Oberflachenglycopeptidstrukturen des epithelialen
Mucins MUC12%%! an geeignete Tragerproteine angebunden. Durch die Prasentation der
Tn2-Zell-Epitope des Tragerproteins Uber die MHC-1I-Komplexe der B-Zellen soll die
Induktion einer adaptiven humoralen und zelluldren Immunantwort gewahrleistet werden.®!
Als Tréagerproteine konnen hierfir neben Rinderserumalbumin (BSA, bovine serum
albumin),”*?! das Hamocyanin der Schliissellochnapfschnecke (KLH, keyhole limpet
hemocyanin)®?*®! und Tetanus-Toxoid verwendet werden.[?14#152162172181 AJ| diese Proteine
enthalten die nétigen Ty2-Helferzell-Epitope, die fir die erwdhnte Uberwindung der Toleranz
des Immunsystems von groflRer Bedeutung sind. Ein sehr wichtiger Schritt in der Synthese
eines potentiellen Vakzins ist die Anbindung des MUC1-Glycopeptids an das Trégerprotein.
Diese Reaktion muss chemoselektiv und unter moglichst milden Reaktionsbedingungen
ablaufen, da weder das Protein noch die Glycopeptidstruktur beeintrachtigt werden darf. Es
sind eine Reihe von Konjugationsmoglichkeiten bekannt, die jedoch stets VVor- und Nachteile

aufweisen [219220.221.222223.224] Einer dieser Nachteile beruht auf der haufig vorhandenen
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Immunogenitat des Spacermolekuls, welches das Hapten mit dem Tragerprotein verknupfen
soll. Eine selektive Verkniipfung kann z.B. Uber einen Maleinimid-Spacer erfolgen, der eine
Funktionalisierung des Haptens tiber Thiolgruppen erlaubt.’??® Da dieser Spacer jedoch selbst
ebenfalls hoch immunogen ist, fuhrt dessen Einsatz in Impfstudien zu Immunreaktionen, die
nahezu vollstandig gegen die Linkerstruktur gerichtet sind und die Immunantwort gegen das
Antigen unterdriicken.’?®®! Auch eine 1,3-dipolare Huisgen-Cycloaddition ist zur Verkniipfung
der beiden Zell-Epitope verwendet worden, indem ein Azid mit einer Alkinfunktionalitat zur
Reaktion gebracht wurde. Allerdings ist hierbei die Immunogenitét des entstehenden Triazols
noch weitgehend unbekannt.??"??®1 Aus diesem Grund soll auf eine von Tietze et al.
entwickelte Strategie zurlickgegriffen werden, bei der das freie Amin des Spacermolekiils in
einer nucleophilen Substitutionsreaktion mit einem Quadratsdurediethylester umgesetzt
wird.[?29.230.2812%2] piese Konjugation weist eine hohe Chemoselektivitat auf und hat sich

bereits in frilheren Arbeiten als gut geeignet erwiesen.*®!

Funktionalisierung der fluorierten MUC1-Glycopeptide mit Quadratsdureestern

Um die hergestellten fluorierten MUC1-Glycopeptidkonjugate (ber die terminale
Aminofunktion des Oligoethylenglycol-Spacers an die Aminogruppen der Lysinseitenketten
der Trdgerproteine anbinden zu konnen, muss ein Dielektrophil, hier der
Quadratsaurediethylester, eingesetzt werden. Zudem muss hierbei eine hohe
Chemoselektivitat der Anbindung gewahrleistet sein, da weitere, im fluorierten Glycopeptid
vorhandene, funktionelle Gruppen diese Reaktion nicht beeinflussen dirfen. Die Anbindung
des Diesters 126 an die freien Amine der vollstandig deblockierten fluorierten Glycopeptide
123 und 124 gelang in einer LAsung aus Wasser und Ethanol (1:1) und einem pH-Wert von
8.0, wobei unter diesen Bedingungen lediglich die Monosquarate 127 und 128 in einer
Ausbeute von 25% bzw. 31% (nach semipraparativer RP-HPLC) gebildet wurden. (Abb.
3.140) Wird dieselbe Reaktion anschliefend in Gegenwart eines weiteren Nucleophils,
beispielsweise des Tréagerproteins und bei einem hoheren pH-Wert wiederholt, so kann eine

Lysinseitenkette des Proteins an die verbleibende Esterfunktion nucleophil angreifen.



3. Allgemeiner Teil 107

R
o o HO HO
(o] H O H O H O H O H O (o] H O H O
ZI\N\)LNJ\WNJN/YN\)LN NJNJ\WN N%N N\)LN_)LNJYN N\)LN N\_)LN/kH/N OH
o\/‘Ho:\ﬁHo/\HOHO/‘Ho OLHOZ\LVHOO Ho Al o o
= o]
3 N NH HO NH
02 HNA‘NH2
o]
&-NHZ
OH OH OH OH
HO HO F HO
= o) o) o) o)
R F o HO o)
HO AcHN HO AcHN
123 124
o) o)
j;/[ Na,COj3 pH 8,
EtOH/H,0 1:1
EtO OFEt
126
R

02%}"“" OH OH OH OH
- HO HO F HO
= o) 0 0 0
R o) HO o]
HO AcHN HO AcHN

127; 31% 128; 25%

n

Abb. 3.140: Synthese der Quadratsdure-funktionalisierten fluorierten MUC1-Glycopeptide 127 und 128

BSA-Glycopeptid-Konjugate

Bei Rinderserumalbumin handelt es sich mit 582 Aminosauren und einem Molekulargewicht
von etwa 66.500 g/mol um ein vergleichsweise kleines Protein. Obwohl es zur Induktion einer
starken Immunantwort nur bedingt geeignet ist, besitzen Hapten-BSA-Konjugate den grofRen
Vorteil, dass sie durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie detektiert und analysiert werden
kénnen. Dadurch ist eine Aussage Uber den Beladungsgrad, also die Anzahl der gebundenen
fluorierten Glycopeptid-Quadratsduremonoester-Einheiten, pro Protein mdglich, wodurch
beispielsweise die Konjugationsbedingungen der Vakzinbausteine optimiert werden kénnen.
Des Weiteren ist mit Hilfe der BSA-Konjugate eine Analyse der nach einer Impfung
erhaltenen Antikorper in ELISA-Tests sehr gut moglich, da die BSA-Konjugate auf den
entsprechenden Mikrotiterplatten haften.
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Die Konjugationen der Quadratsauremonoethylester 127 und 128 mit BSA erfolgten in einer
waéssrigen Pufferldsung aus Na,HPO, bei einem pH-Wert von 9.5 (iber einen Zeitraum von
finf Tagen bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden die BSA-Konjugate durch eine
Membran filtriert, die alle Molekile mit einem Molekulargewicht unter 30.000 g/mol
passieren lasst, wodurch Reste der nicht umgesetzten Glycopeptide abgetrennt wurden. (Abb.

3.141)
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Abb. 3.141: BSA-Konjugate 129 und 130 von fluorierten MUC1-Glycopeptiden und deren Beladung

Nach der Lyophilisation des Filterriickstands konnten mit 129 und 130 erstmals neue
fluorierte Vakzin-Konjugate erhalten werden, deren durchschnittliche Beladung mittels
MALDI-TOF-Massenspektrometrie auf etwa 5 bzw. 7 Molekilen des fluorierten MUC1-
Glycopeptid-Antigens pro BSA Molekul bestimmt wurde. (Abb. 3.142,Abb. 3.143)
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Abb. 3.142: MALDI-TOF-Analyse des 3’-F-T-Glycopeptid-BSA-Konjugats 129

Kratos PC Axima CFR V2.4.1: Mode linear_neg_1805, Power; 135, Blanked, P.Ext. @ 3000 (bin 82)
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Abb. 3.143: MALDI-TOF-Analyse des 4’-F-T-Glycopeptid-BSA-Konjugats 130
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Tetanus-Toxoid-Glycopeptid-Konjugat

Wie bereits einleitend erwéhnt wurde, sind immunogene Trégerproteine zur Induktion einer
toleranzbrechenden Immunantwort gegen spezifische Antigenstrukturen unbedingt
notwendig. Neben dem KLH-Protein bietet sich hierfiir vor allem das Tetanus-Toxoid an,
welches bereits erfolgreich in Vakzinen eingesetzt wurde.*®**’! Der groBe Vorteil von
Impfstoffen, die mit MUC1-Tetanus-Toxoid (150.000 g/mol) als Tragerprotein verknipft
sind, beruht auf der Tatsache, dass dieses Ty2-Zellepitope besitzt, die sowohl von Tieren als
auch vom Menschen erkannt werden. Damit sind solche Vakzine fiir eine spéatere klinische
Anwendung besonders reizvoll, zumal die meisten Menschen gegen Wundstarrkrampf bereits
geimpft wurden und folglich starke Immunantworten mit hohen Antikorpertitern bei Einsatz
der Glycopeptidvakzine resultieren.

Die Synthese des Tetanus-Toxoid-Konjugats mit dem 4’-F-Glycopeptid 131 verlauft analog
zur bereits vorgestellten BSA-Konjugat-Synthese. Dazu wird der Monoquadratséureethylester
128 in einer Pufferldsung aus Na;HPO, bei einem pH-Wert von 9.5 Uber einen Zeitraum von
finf Tagen bei Raumtemperatur mit dem Tetanus-Toxoid zur Reaktion gebracht. Nach dem
Abtrennen der verbleibenden nicht umgesetzten Glycopeptide (Ultrafiltration), und
Gefriertrocknung konnte ein farbloses Lyophilisat 131 erhalten werden. (Abb. 3.144)

Zur Synthese des Tetanus-Toxoid-Konjugats wurde lediglich auf das in 4’-Position fluorierte
Glycopeptid 128 zuriickgegriffen, da dieses in den vorangegangenen Tests zur metabolischen
Stabilitat sehr gute Ergebnisse zeigte.
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Abb. 3.144: Synthese des fluorierten Tetanus-Toxoids mit in 4’-Position fluoriertem MUC1-Glycopeptid

Immunologische Evaluierung der fluorierten Glycopeptidanaloga

Nachdem die beiden BSA-Konjugate 129 und 130 bzw. das Tetanus-Toxoid-Konjugat 131
erfolgreich hergestellt werden konnten, sollte nun in ersten Tests die immunologischen
Eigenschaften der fluorierten Antigene untersucht werden. Hierzu wurde anhand von
Neutralisationsexperimenten geprift, ob die fluorierten Glycopeptide spezifisch an
Antikorper, die bei der Impfung von Mé&usen mit einer analogen naturlichen bzw. eng
verwandten fluorierten Glycopeptidstruktur erhalten wurden, binden. Zur Erzeugung der
Antikorper wurden dabei MUC1-Glycopeptidstrukturen verwendet, die ebenfalls an Thr® mit
der T-Antigeneinheit®®® 132 bzw. mit einem difluorierten Analogon, das in Position 6 und 6’
Fluoratome tragt (133),1%*Y funktionalisiert waren. (Abb. 3.145)
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Abb. 3.145: Bereits als Vakzine eingesetzte nattirliche bzw. fluorierte Tetanus-Toxoid-Konjugate 132 und
133

Neutralisationsexperimente mittels ELISA-Tests dienen in erster Linie dazu, die Selektivitat
der Antikorper zu studieren, um so Aufschluss Uber deren strukturelle Erkennungsmotive zu
erhalten. Bei diesen Experimenten sollte herausgefunden werden, ob die gegen T-Antigen-
Strukturen gerichteten Antikorper in der Lage sind, die fluorierten Antigenanaloga zu
erkennen und an sie zu binden. Dies wirde bedeuten, dass die Einflihrung des
Fluorsubstituenten das grundlegende Erkennungsmotiv des Antigens nicht verandert hat, so
dass mit Hilfe der nicht-natiirlichen Konstrukte ebenfalls tumorselektive Antikorper erhalten
werden koénnten.

In diesen Tests wird die Verteilung eines Antikorpers zwischen zwei verschiedenen antigenen
Strukturen untersucht, wobei eine der Strukturen auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert ist,
wéhrend das zweite Antigen frei in Losung vorliegt und daher spater weggewaschen werden
kann. Durch eine Farbreaktion kann die Bindung des Antikorpers an die fixierte
Antigenstruktur visualisiert werden. Bei der Verwendung von Antikdrpern aus Maus-Serum
kann hierzu ein biotinylierter Anti-Maus-Antikorper eingesetzt werden, welcher spezifisch die
an das BSA-Konjugat gebundenen Serum-Antikorper erkennt. (Abb. 3.146)
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Abb. 3.146: Prinzip des ELISA-Tests

Der biotinylierte Anti-Maus-Antikérper wird anschlieBend mit einem Streptavidin-
Meerettichepoxidase-Konjugat nachgewiesen, indem die Peroxidase den farblosen Stoff
ABTS (2,2’-Azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonsdure)) zum freien, griinfarbigen Radikal
oxidiert, dessen charakteristische Absorptionsbande bei A = 410 nm detektiert werden kann.
(Abb. 3.147)

H4NO3S SO3NH, HPO H4NO3S s SO3NH,
™ B et
N

farblos 410 nm
grin

Abb. 3.147: Oxidation des ABTS-Farbstoffs

Bei der Auftragung der Absorptionswerte gegen die Verdiinnung resultieren so Informationen
uber die Konzentration der Antikorper gegen das auf der Mikrotiterplatte immobilisiert
vorliegende Antigen.

In ELISA-Tests wurden die jeweiligen fluorierten MUC1-Glycopeptide 123 und 124 und das
difluorierte Glycopeptid 125, das anstelle der vollstdndigen 20 Aminoséuren umfassenden
Tandem-Repeat-Sequenz ein um vier Aminosauren verkirztes Teilstlick enthélt, bezlglich
ihrer Bindung durch die Maus-Antikorper untersucht. (Abb. 3.148)
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Abb. 3.148: Struktur der in Neutralisationstests untersuchten fluorierten Glycopeptide 123, 124 und 125

Dazu wurden die Glycopeptide zundchst auf einer Mikrotiterplatte mit dem bis in die N&he
des Titerpunktes verdinnten Serum der vakzinierten Maus inkubiert. Gleichzeitig wurde eine
weitere Platte mit einem MUC1-BSA-Konjugat beschichtet, das der Struktur des bei der
Impfung verwendeten Vakzins entsprach. Nach einer Stunde wurden die inkubierten Seren
auf die mit den BSA-Konjugaten beschichtete Platte tibertragen und es wurde ein ELISA-Test
durchgefihrt, wobei die Restbindefdhigkeit der Antikorper an die immobilisierten Antigene

Uberprift wird.
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Abb. 3.149: Neutralisations-ELISA des Serums einer mit einem nattrlichen Glycopeptid-Antigen
vakzinierten Maus

In Abb. 3.149 ist das Ergebnis des Neutralisations-ELISA-Tests gezeigt, bei dem die Bindung
der Glycopeptide an Mausantikorper untersucht wird, die mit einem MUC1-Glycopeptid-
Vakzin mit einer T-Antigen-Einheit als Kohlenhydratepitop und dem Tetanus-Toxoid als T-
Zell-Epitop erhalten wurden. Bei der positiven Kontrollreaktion wurde dem Serum keinerlei
Antigen zugesetzt, so dass die vorhandenen Antikorper vollstandig an das immobilisierte
Antigen binden und den maximalen Absorptionswert des ELISA-Tests widerspiegeln. Die
negative Kontrollreaktion enthélt keinerlei Serum, so dass keine Antikdrper zugegen sind und
keine Farbreaktion auftritt. Diese Versuchsanordnung dient damit lediglich zum Nachweis der
korrekten Durchfuhrung des Tests. Alle weiteren Daten im abgebildeten Diagramm belegen
eine Bindung der fluorierten Antigene 123, 124 und 125 an die zugesetzten Antikorper. Da
selbst die unvolistandige MUC1-Sequenz des in 6’-Position difluorierten T-Antigens 125
erkannt wird, scheinen auch in diesem Fall alle wichtigen Bindungskontakte in der verkirzten
Sequenz vorhanden zu sein

In einem weiteren ELISA-Experiment wurde die Bindungsaffinitit von Serum-Antikérpern an
die synthetisierten Strukturen untersucht, die durch Immunisierung einer Maus mit einem

MUC1-Glycopeptid mit difluorierter T-Antigen-Struktur gewonnen werden konnte (133).
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Abb. 3.150: Neutralisations-ELISA des Serums einer mit einem difluorierten Glycopeptid-Antigen

vakzinierten Maus

In diesem Test (Abb. 3.150) ist wiederum zu erkennen, dass alle drei fluorierten
Antigenstrukturen inklusive der verkiirzten 6°,6’-Di-F-MUC1-Glycopeptidstruktur von den
Antikorpern gebunden werden. Wie zuvor zeigen die verschiedenen Antigene alle eine
vergleichbare Bindungsaffinitit zu den Antikdrpern, wobei hier das in 3’-Position fluorierte
Glycopeptid am besten an die vorhandenen Antikdrper bindet. Um die Ursache hierflr finden
zu konnen, waren jedoch weitergehende Untersuchungen, wie z.B. STD-NMR-Studien nétig,
mit deren Hilfe Bindungskontakte zwischen Antigen und Antikorper untersucht werden
kénnen.

Insgesamt belegen die durchgefuhrten ELISA-Neutralisationsexperimente jedoch, dass die in
den verschiedenen Positionen fluorierten MUC1-Glycopeptide 123, 124 und 125 von
Antikorpern, die gegen eng verwandte Antigenstrukturen gerichtet sind, gut erkannt werden.
Damit erscheint es vielversprechend, die neu synthetisierten Glycopeptide in Antitumor-
Vakzinen fur weitergehende Studien einzusetzen. Ein Nachweis der Immunogenitat dieser
Verbindungen ist allerdings noch zu erbringen. Da jedoch strukturell eng verwandte fluorierte
Glycopeptide auf Basis eines T-Antigen-Analogons ebenfalls eine mit natiirlichen Strukturen
vergleichbare Immunogenitat und Antikorperspezifitdt gezeigt haben,™ sollte dies auch fiir

die vorgestellten Verbindungen zutreffen.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Eine wilnschenswerte Alternative bzw. Ergdnzung zu den bereits etablierten
Behandlungsmethoden von Krebs ist die Immuntherapie, bei der mit Hilfe von
Antitumorimpfstoffen ein selektiver Angriff auf Tumorgewebe erreicht werden soll, ohne
dass es dabei zur Schadigung von gesundem Gewebe kommt. Bedingt durch charakteristische
Verdnderungen der  Expression und  Aktivitdt verschiedener Enzyme (z.B.
Glycosyltransferasen) werden auf malignen Zelloberflachen stark verkiirzte, hochgradig
sialylierte Glycoproteine des Mucintyps exprimiert. Die ungenitigende Abschirmung durch die
verkurzten Glycanketten fiihrt dabei zu einer Freilegung des Peptidriickgrats, wodurch
Bindungsepitope fir eine Erkennung zugénglich werden. Um das Immunsystem zur
Bekadmpfung des charakteristisch veranderten malignen Gewebes aktivieren zu kénnen, ohne
dabei Autoimmunreaktionen zu initileren, mussen exakt definierte tumorassoziierte
Glycopeptide in Anti-Tumor-Vakzinen eingesetzt werden.

Da Glycopeptide jedoch einem raschen Abbau durch im Koérper ubiquitdr vorkommende
Glycosidasen unterliegen, wére es von grol3er Bedeutung, wenn die metabolische Stabilitat
des Impfstoffs und damit auch dessen Verweilzeit im Organismus erhoht werden kdnnte, da
so ggf. starkere Immunantworten resultieren wirden.

Denkbar wdére es, eine groRere Verweilzeit der Verbindung durch den Einsatz von
hydrolysestabilen Kohlenhydratmimetika zu erreichen. Dabei ist allerdings eine groRe
strukturelle und konformative Ahnlichkeit zwischen dem Mimetikum und der natiirlichen
Struktur zu gewéhrleisten, um ausreichend selektive Antikdrperantworten zu erhalten.

Ein interessanter und bisher noch kaum genutzter Ansatz hierzu beruht auf dem Einsatz von
selektiv fluorierten Kohlenhydratseitenketten in mucinanalogen Glycopeptidantigenen. Da die
gezielte Substitution einer Hydroxyfunktion des Kohlenhydratepitops durch einen
Fluorsubstituenten die Konformation des Saccharids in der Regel nicht drastisch &ndert, wird
zwar eine nicht-natirliche Struktur erhalten, die jedoch antigene Epitope enthalt, die denen
der natdrlichen Verbindung sehr stark ahneln. Zudem flhrt der Einbau von Fluoratomen in
strategischen Positionen aufgrund dessen elektronenziehender Wirkung zu einer verénderten
Stabilitat der glycosidischen Bindung. Um Einblicke in die Struktur-Wirkungsbeziehung von
fluorierten Glycosiden zu erhalten und die gewonnenen Erkenntnisse flr die gezielte
Herstellung von metabolisch stabilen Glycopeptidmimetika nutzen zu kdnnen, sollten im
Rahmen dieser Arbeit neue MUC1-Glycopeptidantigenanaloga mit fluorierten Thomson-

Friedenreich-Antigeneinheiten (T-Antigen) synthetisiert werden, wobei die Einfiihrung der
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Fluorsubstituenten in den Positionen 3, 4 und 6 der terminalen Kohlenhydrat-Einheit erfolgen
sollte. (Abb. 4.1)

OAc OAc OAc OAc F OAc
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4 5 6

Abb. 4.1: Fluorierte Disaccharide

Zum Aufbau dieser Substanzen musste zunéchst ein synthetischer Zugang zu reaktiven
fluorierten Glycosyldonoren gefunden werden. Im Fall des 3F-Galactosyldonors wurde hierzu
von Glucose 13 ausgegangen, aus der nach Inversion der beiden in 3- und 4-Position
befindlichen Stereozentren zundchst ein Gulosederivat 44 als Fluorierungsvorlaufer
hergestellt wurde. Durch Umsetzung mit DAST® in einer nucleophilen Fluorierungsreaktion
mit nachfolgender Schutzgruppenmanipulation konnte schlieBlich das gewiinschte

Galactosylbromid 1 fur die zentrale Glycosylierungsreaktion bereitgestellt werden. (Abb. 4.2)
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Abb. 4.2: Synthese des in 3-Position fluorierten Galactosylbromids 1

Zur Synthese des in 4-Position fluorierten Donors wurde ebenfalls von Glucose 13
ausgegangen, die nach Einfiihrung eines geeigneten Schutzgruppenmusters und Uberfiihrung
der 4-OH-Funktion in ein Triflat einen entsprechenden Fluorierungsvorlaufer 79 darstellte.
Nucleophile Substitution des Triflats mit Tetrabutylammoniumfluorid fiihrte zu dem Fluorid
80, welches schlieRlich tber weitere vier Stufen in das gewtinschte 4F-Galactosylbromid 2
umgewandelt werden konnte. (Abb. 4.3)
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Abb. 4.3: Synthese des 4-F-Galactosylbromids 2

Zur Synthese des difluorierten Galactosylbromids 3 wurde hingegen aus Galactose 20
zunachst der Aldehyd 93 dargestellt, welcher nach Umsetzung mit DAST® und erneuter

Schutzgruppenmanipulation Uber insgesamt sechs Stufen den bendtigten Donor 3 lieferte.

(Abb. 4.4)
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Abb. 4.4: Synthese des difluorierten Glycosyldonors 3

In den darauffolgenden Glycosylierungsreaktionen nach Helferich wurden die Bromide 1, 2
und 3 mit einem literaturbekannten Tn-Akzeptor-Baustein 12, der aus Galactose und Fmoc-
Thr-OtBu in neun Stufen mit einer Gesamtausbeute von 6% hergestellt werden konnte, zu den

entsprechenden Disacchariden 59, 84 und 95 umgesetzt. (Abb. 4.5)
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Abb. 4.5: Synthese der fluorierten Disaccharide 59, 84 und 95
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In Abhéngigkeit von der Anzahl und Position der Fluorsubstituenten traten bei dieser
Reaktion deutliche Reaktivitatsunterschiede auf. Wéhrend das in 4’-Position fluorierte
Disaccharid 84 mit Hilfe einer mikrowellenunterstiitzten Glycosylierungsreaktion in einer
Ausbeute von 90% erhalten werden konnte, lieferten die Umsetzungen zu den in 3’- bzw. in
6°-Position fluorierten Disacchariden deutlich geringere Ausbeuten von 67% bzw. 42%, die
weder durch eine Optimierung der Reaktionsbedingungen noch durch die Verwendung der
reaktiveren Trichloracetimidat-Donoren signifikant verbessert werden konnten.

Zum Einsatz der fluorierten T-Antigene in der Festphasenpeptidsynthese mussten zunéchst
die Benzylidenacetale in Acetyl-Schutzgruppen uberfuhrt und die Carbonsdurefunktion
deblockiert werden. (Abb. 4.6)

Ph/\—o OAc
Fo o 3 Stufen Fo) AcO
—0 (@] E—— —0 O
\\N/O - \\N/O
AcHN o AcHN 1)
FmocHN CO,tBu FmocHN CO,H
59, 84 und 95 61, 86 und 98

Abb. 4.6: Synthese der fluorierten Festphasenbausteine 61, 86 und 98

Da auf den Oberflachen maligner Zellen neben dem T-Antigen auch das Ty-Antigen als
tumorassoziierte Antigenstruktur auftritt, sollte dieses ebenfalls in fluorierter Form
synthetisiert werden. Da die schrittweise Synthese der 3-Fluor, 4-Flor und 6,6-Difluor-Ty-
Antigene ausgehend von den jeweiligen Galactalvorlaufern Probleme bereitete, wurden erste
Versuche zum Einbau der CHF,-Gruppe durch direkte nucleophile Desoxyfluorierung eines
Glycosylaminosdurebausteins 103 unternommen. So konnte ausgehend von einem
Isopropyliden-geschiitzten Vorldufer (102) eine geeignete Oxidation der priméren
Alkoholfunktion zum Aldehyd 103 unter Verwendung von Pyridiniumdichromat
ausgearbeitet werden. Letzterer wurde durch Umsetzung mit DAST® in das entsprechende
difluorierte Tn-Antigen 104 (Uberfuhrt, ohne dass die labile Glycanseitenkette bzw.

Schutzgruppen beeintrachtigt wurden. (Abb. 4.7)
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Abb. 4.7: Direkte Fluorierung des Ty-Antigens 103

Das erhaltene Ty-Derivat 104 stellt ein zentrales Ausgangsprodukt fiir die Synthese weiterer
komplexer Antigene dar, da nach Entfernung der Schutzgruppe sowohl eine Umsetzung zum
T-Antigen wie auch zum 2,3-ST-Antigen denkbar ist.

Da es fir eine Weiterentwicklung von Glycopeptid-Wirkstoffen von enormer Bedeutung ist,
deren metabolische Stabilitdt zu erhéhen, wurden fluorierte Disaccharide diesbeziglich in
ersten Tests untersucht. In einem Galactosidase-Assay unter Verwendung von f-
Galactosidase aus Rinderhoden wurde die Stabilitdt von vier verschiedenen fluorierten T-
Antigen-Analoga (Abb. 4.8) im Vergleich zur nattrlichen Struktur ermittelt, wobei ein
deutlicher Einfluss der Fluorierung auf die Geschwindigkeit der enzymatischen Hydrolyse

nachgewiesen werden konnte.

OH OH OH OH
HO HO F HO
o (e} o o
HO o} HO o
F AcHN Io) OH AcHN o)
FmocHN™ ~CO,tBu FmocHN™ ~CO,tBu
106 108
F OH F OH
HO HO HO [F  HO
o o o o
HO o HO (o]
OH AcHN 4 OH AcHN ¢
FmocHN CO,tBu FmocHN CO,tBu
109 110

Abb. 4.8: Substrate fiir die enzymatischen Stabilitatstests
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So bendtigte der enzymatische Abbau des in 6’-Position monofluorierten Antigens 109 zu
Galactose und dem entsprechenden Tyn-Antigen eine erheblich langere Zeitspanne. Wéhrend
das natiirliche Substrat bereits nach zwei Stunden zur Hélfte abgebaut wurde, war das 6’-F-T-
Antigen nach 2 Tagen lediglich zu 40% in die beiden Monosaccharide gespalten.

Das in 2’-Position fluorierte Substrat (106) hingegen zeigte sich wesentlich stabiler. Im
Rahmen der gewahlten Messmethoden konnte keinerlei Abbau des Disaccharids beobachtet
werden. Vielmehr scheint diese Verbindung Inhibitoreigenschaften zu besitzen, da bei Zugabe
des natirlichen Antigens auch dieses nur unvollstdndig abgebaut wurde. Der genaue
Mechanismus dieser Hemmung konnte jedoch nicht bestimmt werden und muss daher in
folgenden Untersuchungen geklart werden.

Sowohl das in 4’-Position monofluorierte als auch das in 6’-Position difluorierte Antigen 108
bzw. 110 wurde nicht vom vorhandenen Enzym abgebaut. Allerdings zeigte sich nach Zugabe
des nattrlichen Substrates allenfalls eine sehr geringe inhibierende Wirkung der fluorierten
Disaccharide, wobei die Abbaugeschwindigkeit um den Faktor 2.8 (108) bzw. 2.2 (110)
gesenkt wurde. Dieser recht geringe Wert macht den Einsatz fluorierter Disaccharid-
Strukturen als Vakzinbausteine besonders interessant, da hier keine storenden Effekte durch
die irreversible Inhibierung zentraler metabolisch aktiver Enzyme zu erwarten ware. Damit
konnte die verlangerte Exposition des Glycopeptids in einer verstarkten Reaktion des
Immunsystems mainden, was sich giinstig auf die Antikorperbildung auswirken konnte.

Um dies untersuchen zu kénnen, wurden entsprechend fluorierte MUC1-Glycopeptide durch
Festphasenpeptidsynthese hergestellt. Diese wurden selektiv mit einem nicht immunogenen
Oligoethylenglycol-Abstandhalter  verknlpft, so dass eine spatere chemoselektive
Konjugation dieser MUC1-Glycopeptid-Epitope (123, 124) an immunstimulierende
Tréagerproteine moglich war. Durch einen technischen Defekt fihrte die Synthese des
difluorierten MUC1-Glycopeptids zwar nicht zum Aufbau der vollstdndigen Tandem-Repeat-
Sequenz, doch konnte auch dieses Glycopeptid 125 fiir erste immunologische Tests
verwendet werden. Im Anschluss an die Festphasensynthese wurden die Alkoholfunktionen
des Kohlenhydrat-Epitops deblockiert und die fluorierten Glycopeptide wurden mittels
semipraparativer HPLC gereinigt. (Abb. 4.9)
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Abb. 4.9: Synthetisierte fluorierte Glycopeptide

Zur Entwicklung eines Anti-Tumor-Vakzins wurde das aminofunktionalisierte fluorierte
Glycopeptid 128 Uber eine Quadratsdure mit einem geeigneten Trégerprotein, wie Tetanus-
Toxoid, verknUpft. Hierbei wirkt die Quadratsaure als bifunktioneller Linker, der zunachst bei
einem pH-Wert von 8.0 eine Amidbindung mit der Aminofunktion der N-terminalen
Spaceraminosaure eingeht. Bei einem pH-Wert von 9.5 findet anschliefend die Knipfung
einer Amidbindung zwischen der Quadratsdure und der Aminofunktion einer Lysinseitenkette
des Tréagerproteins statt. (Abb. 4.10)
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Abb. 4.10: Fluorierte MUC1-Neopgycoproteine aus BSA und Tetanus-Toxoid

In analoger Weise wurde das Rinderserumalbumin (BSA) ebenfalls mit den fluorierten

MUC1-Glycopeptiden 127 und 128 verknupft. Diese Konjugate dienen zwar weniger der

Immunisierung, werden aber unter anderem zur Beschichtung von Mikrotiterplatten fiir

immunologische Studien eingesetzt.

In ersten immunologischen Neutralisationstests (Abb. 4.11 und Abb. 4.12) wurde die Affinitat

bereits vorhandener Antikdrper, welche gegen ein natirliches und ein fluoriertes T-Antigen

induziert wurden, zu den hergestellten fluorierten Glycopeptidantigenen untersucht. Dabei

konnte gezeigt werden, dass alle Glycopeptide von den Antikérpern mit ahnlicher Affinitat

erkannt werden. Selbst die nicht vollstindige MUC1-Sequenz wurde erkannt, so dass die

fehlenden Aminosauren keinen direkten Einfluss auf die fur die Antikdrper entscheidenden

Bindungsepitope haben kénnen.
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Abb. 4.11: Neutralisations-ELISA des Serums einer mit einem nattrlichen Antigen vakzinierten Maus
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Abb. 4.12: Neutralisations-ELISA des Serums einer mit einem difluorierten Antigen vakzinierten Maus

Die Ergebnisse der Neutralisationstests zeigen, dass Antikorper, die gegen strukturverwandte

Konjugate gewonnen wurden, in der Lage sind, die hergestellten fluorierten Antigenanaloga

zu binden. Aus diesem Grund wére in einem néachsten Schritt eine Vakzinierung von Mé&usen

mit diesen Verbindungen von grofem Interesse, zumal mit 131 nun auch erstmals ein

Glycopeptidantigen-TTox-Konjugat mit signifikant erhohter metabolischer Stabilitat als
Vakzinkandidat bereitsteht.
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5. Experimentalteil

5.1 Allgemeines und Messgerate

Losungsmittel: Alle Losungsmittel wurden in der Qualitat pro analysi (p.a.) bezogen und vor
Gebrauch destilliert. Absolute Losungsmittel wurden durch Trocknen nach literaturbekannten
Verfahren und anschlieRende Destillation gewonnen. !

Dunnschichtchromatographie:  Fur die Dunnschichtchromatographie  wurden  mit
Kieselgel60 F254 beschichtete Aluminiumfertigplatten der Firma Merck, Darmstadt
verwendet. Zur Detektion bediente man sich folgender Methoden:

* UV-Licht der Wellenlénge A =254 nm.

 Seebach-Reagenz (1.0 g Cer(IV)-sulfat-tetrahydrat und 2.5 g Molybdatophosphorséure in
einer Mischung aus 94 mL entionisiertem Wasser und 6 mL konz. Schwefelsdure). Die
Entwicklung erfolgte durch Warmeeinwirkung.

» Methoxyphenol-Reagenz (1:1-Mischung aus 0.2%-iger ethanolischer m-Methoxyphenol-
Losung und 2N ethanolischer Schwefelsdure). Die Entwicklung erfolgte durch
Waérmeeinwirkung.

» Kaliumpermanganat-Reagenz (0.5%-ige wassrige Kaliumpermanganat-Ldsung). Die
Entwicklung erfolgte durch Warmeeinwirkung.

* Ninhydrin-Reagenz (1.5 g Ninhydrin in 15 mL Essigsaure und 500 mL Methanol). Die
Entwicklung erfolgte durch Wéarmeeinwirkung.

Flashchromatographie:* Fiir die Flashchromatographie der in Losung erzeugten
Verbindungen unter erhéhtem Druck (0.5 - 1 mbar), wurde Kieselgel mit einer PartikelgroRe
von 0.032-0.063 nm der Firma Acros Organics, Geel (Belgien) eingesetzt. Das Laufmittel
wurde in der Regel durch Redestillation der Eluate anderer Chromatographien gewonnen.
Durch Zusatz der polaren oder unpolaren Komponente wurde das Lésungsmittelgemisch so
eingestellt, dass die zu isolierende Substanz einen Rs-Wert von 0.05-0.20 aufwies.
Massenspektrometrie:

* MALDI-TOF-Massenspektren wurden mit einem Tofspec E-Gerat der Firma Micromass,
Eschborn, bzw. einem Bruker Time-of-flight REFLEX-Spektrometer, Billercia (USA)

gemessen. Als Matrices dienten 2,5-Dihydroxybenzoesaure (dhb, 17 mg/mL in
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H20/Acetonitril 1:1, + 0.1% TFA), bzw. Sinapinsdure (10 mg/mL in H20/Acetonitril 1:1, +
0.1% TFA).

» ESI-Massenspektren wurden mit einem Micromass LCT-Spektrometer, Manchester
(England) gemessen.

» Hochaufgeloste HR-ESI-TOF-Spektren wurden mit einem Micromass Q-TOF Ultima
Spektrometer, Manchester (England) aufgenommen.

» FD-Massenspektren wurden mit einem Finnigan MAT-95-Spektrometer der Firma
ThermoElectron, Boston (USA), gemessen.

Drehwerte: Die spezifischen Drehwerte wurden mit einem Perkin-Elmer Polarimeter 241,
Massachusetts (USA) bestimmt und auf die Natrium-D-Linie (589.5 nm) extrapoliert.
Losungsmittel, Temperatur und Konzentration, die in g/100 mL angegeben ist, sind flr die
einzelnen Verbindungen vermerkt.

NMR-Spektroskopie: Die *H-, *C- und *F-NMR-Spektren wurden an folgenden Geréten
aufgenommen:

« Bruker WT-300: 300 MHz-1H-NMR und 75.5 MHz-*C-NMR (Bremen)

« Bruker AM-400: 400 MHz-1H-NMR und 100.6 MHz-"*C-NMR (Bremen)

« Bruker AM-400: 400 MHz-1H-NMR und 376.4 MHz-*F-NMR (Bremen)

Die angegebenen Werte fiir die chemischen Verschiebungen beziehen sich auf das Signal des
deuterierten Losungsmittels bei relativer Kalibrierung zu Tetramethylsilan als Standard. Die
Zuordnung der Protonen- und Kohlenstoffsignale erfolgte unter Verwendung von COSY-,

HSQC- und HMBC-Experimenten, soweit angegeben.

Fur die Multiplizitaten der Signale gilt:
bs breites Singulett

d Dublett

dd Dublett vom Dublett

ddd  Dublett vom Dublett vom Dublett
pt pseudo Triplett

t Triplett

td Triplett vom Dublett

m Multiplett

In der schriftlichen Interpretation der *H-, *C- und *°F-Signale wurden die Atome des D-

Galactosamins ohne ( ) und die der D-Galactose mit einfacher Apostrophierung (')
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gekennzeichnet. Die Atome der Aminosauren wurden durch indizierte griechische
Buchstaben markiert.

RP-HPLC:** Analytische RP-HPLC wurde mit einer Jasco-HPLC-Pumpe (PU-2080 Plus),
Easton (USA) einer tendren Jasco-Gradienteneinheit (LG-2080-02), Easton (USA) und einem
Jasco-3-Wege-Entgaser  (DG-2080-53), Easton  (USA) sowie einem  Jasco-
Diodenarraydetektor MD-2010Plus, Easton (USA) durchgefiihrt. Als Sédule wurde eine
Phenomenex Luna-Séule, Torrance (USA) (C18, 5 um, 250 x 4.6 mm) benutzt. Es wurde mit
einer Flussrate von 1 mL/min gearbeitet.

Semipraparative RP-HPLC wurden mit Hilfe zweier Jasco Gradientenpumpen (PU-
2087Plus), Easton (USA) und einem variablen Wellenlangendetektor, ebenfalls von der Firma
Jasco, Easton (USA) durchgefiihrt. Als Séaule fur die semipréaparative HPLC wurde eine
Phenomenex Luna-S&ule, Torrance (USA) (300, C18, 5 um, 250 x 20 mm) bei einer Flussrate
von 20 mL/min genutzt.

Als Eluenten fur die analytische und semipréaparative HPLC dienten Gemische aus Acetonitril
(A) und Wasser (B), gegebenenfalls unter Zusatz von 0.1% Trifluoressigsaure. Die jeweiligen
Gradienten sowie die Wellenldnge, bei der die Detektion erfolgte, sind bei den
entsprechenden Verbindungen angegeben. Acetonitril (HPLC-grade) wurde bei der Fa.
Fisher-Scientific, Schwerte, erworben, das HPLC-Wasser wurde einer Simplicity185-Anlage
der Firma Millipore, Billerica (USA) entnommen.

Festphasenpeptidsynthese: Die Peptid- und Glycopeptidsynthesen an der Festphase wurden
an einem Perkin-Elmer ABI 433A-Peptidsynthesizer der Firma Applied Biosystems, Carlsbad
(USA) durchgefuhrt, der zur Kontrolle des Syntheseverlaufs mit einem externen Perkin-Elmer
Series 200 UV/Vis-Detektor der Firma Applied Biosystems, Carlsbad (USA) ausgestattet ist.
Die polymeren Trager fur die Festphasensynthese wurden von der Firma Calbiochem-
Novabiochem AG, Laufelingen, Schweiz, und der Firma Rapp Polymere GmbH, Tibingen,
erworben. Die verwendeten Aminosaurebausteine wurden von den Firmen Orpegen Pharma,
Heidelberg, bzw. Calbiochem-Novabiochem AG, L&ufelingen (Schweiz), bezogen. In den sich
wiederholenden Syntheseabschnitten wird zunédchst die Fmoc-Schutzgruppe durch
Behandlung (3 x 2.5 min) des Harzes mit einer 20%-igen Losung von Piperidin in N-
Methylpyrrolidon (NMP) abgespalten. Zur Uberpriifung des Abspaltungsvorgangs wird tber
UV-Absorption das gebildete Dibenzofulven-Piperidin-Addukt in NMP bei einer Wellenlénge
von A = 301 nm detektiert.

Die darauf folgenden sequentiellen Aminosaurekupplungen werden jeweils mit einer

Reaktionslosung von 1 mmol des Fmoc-geschutzten Aminosaurebausteins, 1 mmol HBTU,
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1 mmol 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) und 2 mmol N-Ethyldiisopropylamin (DIPEA) in
DMF unter starkem Schutteln (Vortex, 20-30 min) durchgefihrt. Nach jedem
Kupplungsschritt wird das Harz zur Acetylierung verbleibender freier Aminofunktionen
5 min mit einer Losung aus 0.5 M Acetanhydrid, 0.125 M DIPEA und 0.015 M HOBt in NMP
(Capping-Reagenz) behandelt. Das Harz wird nach jedem Syntheseschritt mit NMP gesplt,
nach Abschluss der Synthese mit Dichlormethan gewaschen und schlieBlich im
Stickstoffstrom getrocknet.

BSA (Fettsdaure- und Globulin-frei, A 0281) wurde von der Firma Sigma Aldrich
Biochemicals, Taufkirchen, bezogen und ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Tetanus-Toxoid wurde von der Firma CLS Behring, Marburg, bezogen und wurde in einer
Natriumchlorid-Pufferlésung (17mg Tetanus-Toxoid/mL) ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Ultrafiltration erfolgte in einer Stirred Ultrafiltration Cell der Firma Millipore Corporation,
Bedford, USA. Ultrafiltrationen wurden mit Membranen aus Polyethersulfonen der
Durchléssigkeit 10 kDa und 30 kDa durchgefihrt.

Molekulare Massen in runden Klammern beziehen sich auf die naturliche
Isotopenverteilung, Molmassen in eckigen Klammern hingegen auf die exakten Massen der
Isotope 1H, 13C, 14N, 160 und 32S.

ELISA-Materialien

Mikrotiter-Platten: Immuno-Plate F96 MaxiSorp (Nunc, Wiesbaden)

Coating-Puffer: 0.1 M Na;HPQO, -2 H20-Lésung, pH = 9.3

Wasch-Puffer: PBS + Tween© 20 (1/100); Tween© 20: Polyethylenglycolsorbitan-
Monolaurat (nicht ionisches Detergenz)

Citrat-Puffer: 40 mm Zitronensdure, 60 mM Na,HPO4-2H20-L6ésung, pH = 4.4 -
4.5 BTS/H,0,-Lsg.  2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzylthiazolin-6-sulfonsdure)-Diammoniumsalz
(Sigma), c(ABTS) = 1 mg/mL Citrat-Puffer; Zugabe von 25 ul einer 0.3%-igen H,0,-L6sung
in Citrat-Puffer / mL ABTS-Ldsung.

SA-HPO Streptavidin-Horseradish Peroxidase in PBS1x-Losung + 1% Gelatine, Verdunnung:
1:10000 einer Stammldsung.

Die Absorption des gebildeten griinen Radikalkations wird bei A = 410 nm in einem

ImmunoReader MJ2000 (InterMed) gemessen.



130 5. Experimentalteil

5.2 Synthesen zu Kapitel 3.1

1,2;5,6-Di-O-isopropyliden-a-D-glucofuranose (43)%!

><

Zu 400 mL Aceton wurden 20.00 g (0.111 mol) 13 gegeben und die Suspension

wurde auf 0°C gekdhlt. Es wurde tropfenweise mit 16 mL (0.299 mol) konz.
Schwefelsdure versetzt, wobei die Temperatur nicht tiber 10 °C anstieg, und funf Stunden bei
Raumtemperatur gerlhrt. Zur Neutralisation wurde in die nun klare gelbe Reaktionsldsung
unter Eiskihlung mit 11.97 g (0.299 mol) Natriumhydroxid, geldst in 30 mL Wasser,
gegeben, wobei die Innentemperatur 10 °C nicht Uberstieg. Der Ansatz wurde mit festem
NaHCO; versetzt, so dass sich ein pH-Wert von 8.0 einstellte, und Uber Nacht stehen
gelassen. Der entstandene Feststoff wurde tber Hyflo abfiltriert, das Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt und das Rohprodukt wurde s&ulenchromatographisch an Kieselgel
(‘Hex/EtOAc, 1:1) gereinigt.

Ausbeute: 18.85 g (65%, 72.42 mmol) farbloser Feststoff

R¢= 0.46 (“Hex/EtOAc, 1:1)

C12H2006 (M=260.284 g/mol)

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & [ppm] = 5.90 (d, 1H, Jnyp2 = 3.65 Hz, 1-H), 4.49 (d 1H,
Jhzrn = 3.64 Hz, 2-H), 4.34 — 4.25 (m, 2H, 6a-H, 6b-H), 4.13 (dd, 1H, Jus s = 8.62 Hz, Juams
= 7.07 Hz, 4-H), 4.02 (dd, 1H, Juzns = 7.04 Hz, Iy 2 = 2.76 Hz, 3-H), 3.96 (dd, 1H, Jpus 4 =
8.64 Hz, Jys peay = 5.26 Hz, 5-H), 2.78 (s, 1H, OH), 1.46, 1.41, 1.33, 1.28 (4s, 12H, 4 x CHs).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.!

1,2;5,6-Di-O-isopropyliden-a-D-ribo-hexofuranos-3-ulose (46)®4

><3

Zu einer auf 0 °C geklhlten Mischung aus 26.23 g (69.738 mmol) o o
Pyridiniumdichromat und 19.64 mL (209.2 mmol) Essigsaureanhydrid in 80 mL absol.
Dichlormethan wurden 18.15 g (69.738 mmol) des Alkohols 43 geldst in 40 mL absol.

Dichlormethan, langsam zugetropft. Anschliefend wurde der Reaktionsansatz drei Stunden
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unter Rickfluss erhitzt, bevor das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt
durch eine Kieselgelschicht (Eluent: EtOAc) filtriert wurde. Das Losungsmittel wurde erneut
unter vermindertem Druck entfernt und das so erhaltene Rohprodukt wurde ohne weitere

Reinigung umgesetzt.

Ausbeute: 12.74 g (71%, 49.33 mmol) farbloser Feststoff
R¢=0.60 (“Hex/EtOAc, 1:1)

C12H1506 (M=258.268 g/mol)

Weitere analytische Daten siehe Literatur.®

3-O-Acetyl-1,2;5,6-di-O-isopropyliden-a-D-erythro-3-hexenofuranose 0

(48)[85,86,87] 56 \ A

XACO o

Die Ketoverbindung 46 wurde in 200 mL Diethylether und 30 mL Wasser gel6st und

Uber sieben Stunden auf 40 °C erhitzt. Das Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der
Rickstand wurde zweimal mit je 50 mL Toluol kodestilliert. Nach Trocknen im Hochvakuum
wurde das Rohprodukt direkt weiter umgesetzt und mit 100 mL Pyridin und 40 mL
Essigsaureanhydrid tber Nacht auf 75 °C erhitzt. AnschlieRend wurde das Losungsmittel im
Vakuum entfernt, der Rickstand wurde zweimal mit je 50 mL Toluol kodestilliert und das
erhaltene Rohprodukt wurde mittels Saulenchromatographie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 5:1)

gereinigt.

Ausbeute: 8.18 g (59%, 27.25 mmol) leicht gelber Feststoff

R¢=0.21 (“Hex/EtOAc, 5:1)

C14H2007 (M=300.304 g/mol)

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & [ppm] = 5.99 (d, 1H, Ju1m2 = 5.52 Hz, 1-H), 5.35 (d, 1H,
Juzn1 = 5.54 Hz, 2-H), 4.66 (t, 1H, Jys nean = 6.45, 5-H), 4.02 (dd, 2H, Jneab Hean = 6.37 Hz,
Jueams = 2.92 Hz, 6a/b-H), 2.16 (s, 3H, CH3(OACc)), 1.49, 1.42, 1.40, 1.33 (4s, 12H, 4 x
CHa).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[*>%87]
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3-O-Acetyl-1,2;5,6-di-O-isopropyliden-a-D-gulofuranose (49)®"] o

ol
><8 OACO\/

In einem Schlenkkolben wurden 300 mg Palladium auf Aktivkohle (10%) vorgelegt,
mehrmals evakuiert und mit Wasserstoff beluftet. Nun wurden 6.57 g (21.88 mmol) des
Enolacetats 48, gelost in 50 mL Methanol, zugegeben und das Reaktionsgemisch wurde
erneut je zweimal evakuiert und mit Wasserstoff beltftet. Die Reaktionslosung wurde funf
Tage bei Raumtemperatur geruhrt und durch Hyflo filtriert. Der Filterriickstand wurde
sorgfaltig mit Methanol gewaschen und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das so
erhaltene Rohprodukt wurde mittels Saulenchromatographie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 4:1)

gereinigt.

Ausbeute: 5.02 g (76%, 16.62 mmol) farbloser Feststoff

R¢=0.07 (“Hex/EtOAc, 4:1)

C14H2,07 (M=302.320 g/mol)

'H-NMR (300 MHz, CDCls), 5 [ppm] = 5.80 (d, 1H, Jnin2 = 4.15 Hz, 1-H), 5.05 (dd, 1H,
JusHz = 5.62 Hz, Jusna = 6.78 Hz, 3-H), 4.79 (dd, 1H, Juz 1 = 4.17 Hz, Jyons = 5.66 Hz , 2-
H), 4.67 — 4.54 (m, 1H, 5-H), 4.14 — 4.02 (m, 2H, 4-H, 6a/b-H), 3.58 — 3.43 (m, 1H, 6a/b-H),
2.12 (s, 3H, CH3(OAC)), 1.56, 1.43, 1.37, 1.33 (4s, 12H, 4 x CHy).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.®”]

1,2;5,6-Di-O-isopropyliden-a-D-gulofuranose (44)1>#"]

0
[
><g OHO\/

Zu einer Losung aus 4.83 g (15.96 mmol) der vollistandig blockierten Verbindung 49

wurde eine Losung aus 54.02 mg Natriummethanolat in 75 mL Methanol gegeben, so dass ein
pH-Wert von 9.5 erreicht wurde. Das Reaktionsgemisch wurde drei Stunden bei
Raumtemperatur gerthrt. Zur Neutralisation wurde Trockeneis zugegeben, wobei durch den
Einsatz eines Wasserbades die Reaktionslosung vor dem Einfrieren bewahrt wurde.
AnschlieBend wurde das Ldsungsmittel unter verminderten Druck entfernt und das

Rohprodukt wurde durch Saulenchromatographie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 1:1) gereinigt.
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Ausbeute: 3.90 g (94%, 14.98 mmol) farbloser Feststoff

Ri= 0.31 ("Hex/EtOAc, 1:1)

C12H2006 (M=260.284 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, CDCls), & [ppm] = 5.73 (d, 1H, Juinz = 4.12 Hz, 1-H), 4.61 (dd, 1H,
Jhzm1 = 4.14 Hz, Jyp 3 = 6.27 Hz, 2-H), 4.44 (dt, 1H, Jys pa = 8.63 Hz, Jps pean = 7.02 Hz |, 5-
H), 4.22 — 4.14 (m, 2H, 3-H, 6a/b-H), 3.85 (dd, 1H, Jhsns = 8.72 Hz, Juaps = 5.86 Hz, 4-H),
3.66 (dd, 1H, Jneam,ps = 8.62 Hz, Jnsam mean = 7.36 Hz, 6a/b-H), 2.68 (d, 1H, Jou nz = 6.42 Hz,
OH), 1.58, 1.40, 1.37, 1.33 (4s, 12H, 4 x CHy).

1,2;5,6-Di-O-isopropyliden-3-desoxy-3-fluor-a-D-galactofuranose

(0]
( 45)[82,88] :FF_ZD
(0] @)
> -

In 75 mL absol. Dichlormethan wurden 3.23 g (12.39 mmol) des Alkohols 44 und 3.03 g
(24.78 mmol) Dimethylaminopyridin vorgelegt und auf -10 °C gekuhlt. AnschlieRend wurden
2.74 mL (22.31 mmol) N,N-Diethylaminoschwefeltrifluorid (DAST) tropfenweise zugegeben.
Die Reaktionslosung wurde auf Raumtemperatur erwdrmt und zwei Tage bei dieser
Temperatur gerlihrt. Nach Zusatz von 10 mL Methanol wurde das Losungsmittel im Vakuum
entfernt und das erhaltene Rohprodukt wurde mittels Flashchromatographie an Kieselgel
(‘Hex/EtOAc, 4:1) gereinigt.

Ausbeute: 2.73 g (84%, 10.41 mmol) farbloser Feststoff

[]5 = (1.00, CHCI3) = -24.3.

R¢=0.50 (‘Hex/EtOAc, 4:1)

C12H19FOs5 (M=262.275 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, CDCls), & [ppm] = 5.89 (d, 1H, Jninz = 3.82 Hz, 1-H), 4.79 (dd, 1H,
Jusr = 51.46 Hz, Juspa = 3.32 Hz, 3-H), 4.71 (dd 1H, JyoF = 14.78 Hz, Jyp 1 = 3.91 Hz, 2-
H), 4.31 (dd, 1H, Jus Hea = 13.75 Hz, Jushep = 6.62 Hz , 5-H), 4.08 (ddd, 1H, Jysr = 24.31 Hz,
Jhans = 7.22 Hz, Juans = 3.35 Hz, 4-H), 4.05 (dd, 1H, JusabHean = 8.42 Hz, JueabHs =
6.67 Hz, 6a/b-H), 3.79 (dd, 1H, Jneab Hean = 8.42 Hz, Jusanns = 6.54 Hz, 6a/b-H), 1.52, 1.43,
1.35, 1.33 (4s, 12H, 4 x CHj3).
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BC-NMR (75 MHz, CDCl3), & [ppm] = 113.8, 110.2 (2 x C, (Acetal)), 105.0 (d, Jrc1 =
2.09 Hz, C-1), 94.7 (d, Jrc3 = 182.26 Hz, C-3), 84.8 (d, Jrca = 25.06 Hz, C-4), 84.5 (d, Jpc2 =
30.15 Hz, C-2), 74.9 (d, Jrcs = 7.85 Hz, C-5), 66.7 (C-6), 27.1, 26.6, 26.4, 25.3 (2 x CH3
(Ac)).

YE.NMR (376.5 MHz, CDCls), & [ppm] = -187.2 (ddd, Jg 3 = 51.46 Hz, Jrps = 24.31 Hz,
Je2=14.78 Hz)).

ESI-MS (positiv), m/z: 285.08 ([M + Na]*, ber.: 285.11), 547.23 ([2 x M + Na]", ber.:
547.23).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 285.1108 ([M + Na]", ber.: 285.1114).

3-Desoxy-3-fluor-a-D-galactopyranose (29)2%!

Ho OH

Lo

F

HO "OH

In 50 mL Ethanol und 100 mL Wasser wurde 2.14 g (8.147 mmol) des fluorierten
Furanosederivats 45 geldst und mit 3.00 g lonentauscher IR 120H" drei Tage auf 65 °C
erhitzt. Das Harz wurde abfiltriert, mit Methanol gewaschen und das Lésungsmittel wurde

unter vermindertem Druck entfernt. Nach dem Trocknen im Hochvakuum wurde das

erhaltene Rohprodukt ohne weitere Reinigung in der nachste Stufe eingesetzt.

Ausbeute: 1.48 g (quant., 8.15 mmol) farbloser Feststoff

CeH11FO5 (M=182.147 g/mol)

ESI-MS (positiv), m/z: 205.05 ([M + Na]*, ber.: 205.05), 387.13 ([2 x M + Na]", ber.:
387.12),

1,2,4,6-Tetra-O-acetyl-3-desoxy-3-fluor-o/B-D-galactopyranose (51)%%
AcO OAc
o)
F
AcO OAc

Zu 1.48 g (8.147 mmol) des vollstdndig deblockierten Galactosederivats 29 wurden
50 mL Pyridin und 7.65 mL (81.47 mmol) Essigsaureanhydrid gegeben. Die Reaktions-

mischung wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt und das Lésungsmittel wurde im
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Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde zweimal mit je 50 mL Toluol kodestilliert und das so
erhaltene Rohprodukt wurde mittels Flashchromatographie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:1)

gereinigt.

Ausbeute: 2.85 g (quant., 8.15 mmol) gelbes Ol

Ri= 0.21 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

Cr4H1sFOg (M=350.294 g/mol)

'H-NMR (300 MHz, CDCls), Charakteristische Signale: & [ppm] = 6.35 (t, 1H, Jn1n2 = Jnie
= 4.23 Hz, a-Anomer, 1-H), 5.61 (d, 1H, Ju1 12 = 8.23 Hz, B-Anomer).

F-NMR (376.5 MHz, CDCls), 5 [ppm] = -204.3 (ddt, Jeps = 48.32 Hz, Jens = 10.73 Hz,
Jrn2 = 5.32 Hz, Jp 1 = 5.32 Hz, a-Anomer), -200.5 (ddd, Jgns = 47.34 Hz, Jr s = 11.54 Hz,
JrH2=5.61 Hz, B-Anomer). Verhéltnis o:p = 1:1.7

Weitere analytische Daten siehe Literatur.(®2%¢]

2,4,6-Tri-O-acetyl-3-desoxy-3-fluor-a-D-galactosylbromid (1)1 oA
AcO c

g;‘o
F
AcO g,

In 50 mL absol. Dichlormethan wurden 3.90 g (11.15 mmol) des Fluorzuckers 51 vorgelegt,
auf 0 °C gekihlt und tropfenweise mit 7.70 mL (44.590 mmol) einer 33%igen LOosung aus
HBr in Eisessig versetzt. Die braune Losung wurde drei Tage bei Raumtemperatur gerthrt
und nochmals mit 3.00 mL (17.38 mmol) HBr (33%ig in Eisessig) versetzt. Nach weiteren
drei Tagen Rihrens wurde die Lésung auf 300 mL Eiswasser gegeben, mit festem NaHCO;
neutralisiert und dreimal mit jeweils 50 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinten org.
Phasen wurden zweimal mit je 50 mL einer ges. NaHCOs-Lsg. gewaschen, mit MgSQO,
getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Rohprodukt

wurde mittels Flashchromatographie an Kieselgel (“Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt.

Ausbeute: 2.84 g (69%, 7.65 mmol) farbloser Feststoff

R¢=0.50 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

C1oH16BrFO; (M=371.154 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, CDCls), 5 [ppm] = 6.65. (pt, 1H, Ju1 2 = 4.23 Hz, Ju1r = 4.23 Hz, 1-H),
5.65 (ddd, 1H, Jhar = 6.01 Hz, Jnans = 3.62 Hz, Juaps = 1.17 Hz, 4-H), 5.06 (ptd, 1H, Jyor =
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9.91 Hz, Jnons = 9.91 Hz, Juopn = 3.87 Hz, 2-H), 5.01 (ddd, 1H, Juar = 68.11 Hz, Jpzpy =
9.92 Hz, Jus s = 3.81 Hz, 3-H), 4.40 (pt, 1H, Jurr = 6.41 Hz, Ju1 12 = 6.41 Hz, 5-H), 4.20 (dd,
1H, Jneam rean = 11.60 Hz, Jusns = 6.08 Hz, 64p-H), 4.07 (ddd, 1H, Jnsan hean = 11.62 Hz,
Jnsamrs = 6.91 Hz, Jnsamha = 0.88 Hz, 64-H), 2.14, 2.14, 2.05 (3s, 9H, 3 x CHy).

3C-NMR (100.6 MHz, CDCls), 5 [ppm] = 170.3, 170.1, 169.6 (3 x C=0 (OAc)), 87.5 (d,
Jerr = 8.82 Hz, C-1), 86.0 (d, Jear = 192.91 Hz, C-3), 71.2 (d, Jcs s = 5.46 Hz, C-5), 68.8 (d,
Jeor = 19.64 Hz, C-2), 66.8 (d, Jcar = 17.33 Hz, C-4), 60.8 (d, Jcsr = 1.96 Hz, C-6), 20.7,
20.6, 20.6 (3 x CH3(OAC)).

YE.NMR (376.5 MHz, CDCls), & [ppm] = -206.4 — -206.7 (m).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[®!

3-Desoxy-3-fluor-4,6-di-O-acetylgalactal (18)"*! .

AcO
(o]

F _—

Zur Aktivierung wurden 1.80 g (27.48 mmol) Zink zweimal mit verd. Salzsdure (2 M)
kurzzeitig versetzt und mit Wasser, Essigsdureethylester und Diethylether gewaschen. Das so
behandelte Zink wurde anschliefend in 40 mL Essigsdureethylester aufgeschlammt, mit
0.26 mL (3.298 mmol) N-Methylimidazol versetzt und zum Sieden erhitzt. Binnen einer
Stunde wurden 1.02 g (2.748 mmol) des anomeren Bromids 1, gelést in 10 mL
Essigsdureethylester, zugetropft, ehe flr weitere zwei Stunden refluxiert wurde. Nach dem
Abkihlen der Reaktionsmischung wurde diese durch Hyflo filtriert, die org. Phase wurde
zweimal mit je 50 mL verd. Salzséure (1 M) und 50 mL einer ges. NaHCO3-Lsg. gewaschen.
Nach dem Trocknen mit MgSO, wurde das Loésungsmittel im Vakuum entfernt und das
erhaltene Produkt wurde durch Flashchromatographie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:1)

gereinigt.

Ausbeute: 0.51 g (79%, 2.18 mmol) farbloser Feststoff

R¢=0.50 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

C10H18FOs5 (M=232.206 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, CDCls), & [ppm] = 6.44 (ddd, 1H, Jn1nz = 6.21 Hz, Jyins = 2.97 Hz,
Juir=0.82 Hz, 1-H), 5.39 — 5.31 (m, 1H, Jy4r = 13.63 Hz, 4-H), 5.22 — 5.05 (M, 1H, Juzr =
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51.26 Hz, 3-H), 4.98 — 4.92 (m, 1H, 2-H), 4.42 — 4.24 (m, 3H, 5-H, 6a/b-H), 2.14, 2.07 (2s,
6H, 2 x CH).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls), 5 [ppm] = 170.6, 170.0 (2 x C=0 (OAc)), 146.3 (d, Jc1r =
8.33 Hz, C-1), 98.5 (d, Jcor = 20.44 Hz, C-2), 80.4 (d, Jcsr = 179.11 Hz, C-3), 72.5 (C-5),
65.5 (d, JrsFr = 16.49 Hz, C-4), 61.4 (d, Josr = 6.76 Hz, C-6), 20.8, 20.7 (2 x CH3(OAC)).
YE-NMR (376.5 MHz, CDCls),  [ppm] = -183.7 (d, Jg 3 = 49.12 Hz).

Penta-O-acetyl-a/p-D-galactopyranose (134)[6210023¢]

AcO OAc
0]
AcO
AcO OAc

Unter Argonatmosphére wurden 25.00 g (138.8 mmol) D-Galactose 20 in 200 mL Pyridin
geldst und unter Rihren bei 0 °C langsam mit 130 mL (1.388 mmol) Essigsaureanhydrid
versetzt. Die Suspension wurde tber Nacht bei Raumtemperatur gerhrt bis eine klare Losung
entstand, auf Eiswasser gegossen und die wassrige Phase wurde dreimal mit je 50 mL
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten org. Phasen wurden mit MgSQO, getrocknet und das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde ohne weitere

Reinigung umgesetzt.

Ausbeute: 54.17 g (quant., 138.8 mmol), gelbliches Ol (Anomerengemisch).
R = 0.34 ("Hex/EE 1:1).
C16H22011(M = 390.339 g/mol)

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[?*®!

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galactosylbromid (54)2%!

AcO OAc
(0]
AcO
AcO Br

Es wurden 54.17 g (0.139 mol) 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-a-D-galactopyranose (134), geldst in
100 mL Dichlormethan, bei 0 °C innerhalb einer Stunde mit 100 mL HBr (33%ig in Eisessig)
versetzt. Anschliefend wurde die Losung eine Stunde bei Raumtemperatur geruhrt. Zur
Hydrolyse wurde das Reaktionsgemisch mit 100 mL Dichlormethan verdinnt, auf Eiswasser

gegossen und mit festem NaHCO; unter Eiskuihlung neutralisiert. Die wéssrige Phase wurde
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zweimal mit je 150 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten org. Phasen wurden
zweimal mit je 150 mL ges. NaHCOs-Lsg. und 150 mL ges. NaCl-Lsg. gewaschen und mit
MgSQ, getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Rohprodukt wurde

ohne weitere Reinigung umgesetzt.

Ausbeute: 55.11 g (96%, 0.13 mol) gelbes Ol

Rf= 0.47 (“Hex/EtOAc, 2:1)

C14H19BrOg(M=411.199 g/mol)

'H-NMR (300 MHz, CDCls), § [ppm] = 6.68 (d, 1H, Juinz = 3.92 Hz, 1-H), 5.50 (d, 1H,
Jnaps = 2.35 Hz, 4-H), 5.39 (dd, 1H, Jus 2 = 10.64 Hz, Jus e = 3.32 Hz, 3-H), 5.03 (dd, 1H,
Jhzns = 10.62 Hz, Jup 1 = 4.05 Hz, 2-H), 4.47 (t, 1H, Jus eab = 6.68 Hz, 5-H), 4.20 — 4.06 (m,
2H, 6a/b-H), 2.14, 2.10, 2.04, 2.00 (4s, 12H, 4 x CH3)

Weitere analytische Daten siehe Literatur.!?"2%]

3,4,6-Tri-O-acetylgalactal (16)*! .

(0]
AcO —
Es wurden 87.54 g (1.339 mol) Zinkpulver durch zweimaliges Behandeln mit verd. Salzséure
(2 M) und Waschen mit Wasser, Essigsdureethylester und Diethylether aktiviert. Das so
behandelte Zink wurde anschliefend in 400 mL Essigsaureethylester aufgeschlammt, mit
12.68 mL (0.161 mol) N-Methylimidazol zum Sieden erhitzt. Anschliefend wurden 55.05 g
(0.134 mol) des anomeren Bromids 54, gelost in 240 mL Essigsdureethylester, tber eine
Stunde zugetropft und das Gemisch wurde weitere zwei Stunden refluxiert. Nach dem
Abkiihlen wurde die Reaktionsmischung durch Hyflo filtriert. Die org. Phase wurde zweimal
mit je 150 mL verd. Salzsdure (1 M) und ges. NaHCOs-Lsg. gewaschen, mit MgSO,
getrocknet und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Flashchromatographie an
Kieselgel (“Hex/EtOAc, 2:1) lieferte das Produkt 16.

Ausbeute: 25.88 g (71%, 95.13 mmol) farbloses Ol
R¢=0.35 (‘Hex/EtOAc, 2:1)
C12H1607(M: 272.251 g/mol)
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1H-NMR (300 MHz, CDC|3), ) [ppm] = 6.43 (dd, 1H, JHLHQ = 6.36 Hz, JHl,H3 =1.72 Hz, 1-
H), 5.57 — 5.45 (m, 1H, 3-H), 5.44 — 5.40 (m, 1H, 4-H), 4.72 — 4.67 (m, 1H, 2-H), 4.32 — 4.29
(m, 1 H, 5-H), 4.24 — 4.14 (m, 2H, 6a/b-H), 2.09, 2.05, 2.00 (3s, 9H, 3 x CH3(OAC))

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?!

3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-a/p-D-galactopyranosyl-nitrat

AcO JOAc
AcO

N3 *ONO,

Es wurden 18.61 g (33.94 mmol) Cerammoniumnitrat und 1.10 g (16.97 mmol) Natriumazid,
das zuvor vier Stunden im Hochvakuum getrocknet wurde, in 80 mL absol. Acetonitril bei
5 °C tropfenweise mit 3.08 g (11.31 mmol) Galactal 16, geldst in 10 mL absol. Acetonitril,
versetzt. Nach zwei Tagen Reaktionszeit wurde die Suspension mit 250 mL kaltem
Diethylether versetzt und die Mischung wurde auf 300 mL Eiswasser gegossen. Die erhaltene
org. Phase wurde dreimal mit je 100 mL Wasser gewaschen und mit MgSQO, getrocknet. Das
resultierende Anomerengemisch wurde ohne weitere Charakterisierung in der néchsten Stufe

eingesetzt.

Ausbeute: 2.71 g (61%, 6.89 mmol) gelbes Ol
R¢= 0.40 (“Hex/EtOAc, 2:1)

C12H16N4O010 (M=376.086 g/mol)

Weitere analytische Daten siehe Literatur.®

3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-a-D-galactopyranosylbromid (15)240-241242]

AcO OAc
O
AcO
N3 Br

Zu einer Suspension aus 4.79 g (55.14 mmol) LiBr in 30 mL absol. Acetonitril wurden
langsam 3.46 g (9.191 mmol) Azidonitrat 55, geldst in 20 mL absol. Acetonitril, gegeben. Es
wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt, mit 100 mL Dichlormethan verdinnt und die

erhaltene org. Phase wurde zweimal mit je 60 mL ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Nach dem
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Trocknen mit MgSO, wurden die Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das
erhaltene Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:1)

gereinigt.

Ausbeute: 3.08 g (85%, 7.81 mmol) gelbes Ol

R¢=0.38 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

C12H16BrN3O7 (M = 394.175 g/mol)

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & [ppm]: 6.45 (d, 1H, Juine = 3.75 Hz, 1-H), 5.52 — 5.46 (m,
1H, 4-H), 5.34 (dd, 1H, Juspe = 10.71 Hz, Juspa = 2.96 Hz, 3-H), 4.45 (pt, 1H, Jusrean =
6.33 Hz, 5-H), 4.16 — 4.07 (m, 2H, 6a/b-H), 3.99 (dd, 1H, Juz1z = 10.71 Hz, Jypny = 2.98 Hz,
2-H), 2.14, 2.04, 2.03 (35, 9H, 3 x CH3(OAC)).

Weitere analytische Daten siehe Literatur, [

N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-L-Threonin (53)1%%

oy

FmocHN~ "COOH

Zu einer Loésung aus 31.75 g (0.267 mol) L-Threonin 52 und 22.38 g (0.267 mol) NaHCO3 in
1600 mL Aceton und Wasser (1:1) wurden 89.86 g (0.267 mol) N-(9H-Fluoren-9-yl-
methoxycarbonyl)succinimidylcarbonat (Fmoc-OSu) portionsweise unter Rihren gegeben.
Nach 24 h Ruhren bei Raumtemperatur wurde mit konz. Salzs&ure auf pH = 2.0 angesduert
und Aceton wurde unter vermindertem Druck entfernt. Die wéssrige Phase wurde dreimal mit
je 200 mL Dichlormethan extrahiert und die vereinigten org. Phasen wurden anschlielend
zweimal mit je 100 mL verd. Salzsiure (1 M) und 100 mL Wasser gewaschen. Nach dem
Trocknen mit MgSO. wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Ruckstand

wurde dreimal mit Toluol und zweimal mit Dichlormethan kodestilliert.

Ausbeute: 83.71 g (92%, 0.25 mol) farbloser kristalliner Feststoff

C19H19NOs (M= 341.358 g/mol)

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & [ppm] = 7.72 (d, 2H, Jnans = Juspe = 7.43 Hz, 4-H-, 5-H-
Fmoc), 7.60 — 7.54 (m, 2H, 1-H-, 8-H-Fmoc), 7.38 — 7.22 (m, 4H, 2-H-, 3-H-, 6-H-, 7-H-
Fmoc), 6.07 (d, 1H, Ji.te = 8.82 Hz, NH-Urethan), 4.45 — 4.31 (m, 4H, CH,-Fmoc, T TP),
4.16 (t, 1H, Jch.chz = 6.96 Hz, CH-Fmoc), 1.23 (d, 3H, Jr,, 1p = 6.28 Hz, TY).
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Weitere analytische Daten siehe Literatur.?*%!

[98,99]
HO

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-L-threonin-tert-butylester(14)

FmocHN™ "CO,tBu

Eine Mischung aus 67.14 g (0.325 mol) N’,N-Dicyclohexylcarbodiimid, 31.43 g (0.424 mol)
tert-Butanol und 0.68 g (6.902 mmol) wasserfreiem Kupferchlorid wurden unter Argon-
atmosphdre und Lichtausschluss vier Tage lang gerthrt. Die dunkelgriine Reaktionsmischung
wurde mit 40 mL absol. Dichlormethan verdinnt und binnen 45 Minuten unter Eiskiihlung
mit 33.66 g (98.61 mmol) Fmoc-Thr-OH 53, gel6st in 100 mL absol. Dichlormethan, versetzt.
Es wurden 90 Minuten gertihrt, wobei farbloser Harnstoff ausfiel, der durch Hyflo abfiltriert
wurde. Dieser Vorgang wurde mehrmals wiederholt, da aus dem Filtrat immer wieder
Harnstoff auskristallisierte. Das Filtrat wurde anschliefend im Vakuum eingeengt und der
ausgefallene Harnstoff wurde abgesaugt. Die so erhaltene org. Phase wurde dreimal mit je
100 mL ges. NaHCOs-Lsg. gewaschen und mit MgSO, getrocknet. Nach Entfernen des
Losemittels unter vermindertem Druck wurde der Ruckstand in wenig Essigséureethylester
aufgenommen und uber Nacht im Tiefkuhlfach aufbewahrt. Nach erneuter Abtrennung des
ausgefallenen Harnstoffs wurde das Rohprodukt flashchromatographisch an Kieselgel
(‘Hex/EE 4:1 — 2:1) gereinigt.

Ausbeute: 14.55 g (37%, 36.61 mmol), farbloser kristalliner Feststoff

Rf=0.16 (‘Hex/EE 4:1)

Ca3H27NOs (M = 397.464 g/mol)

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm): 7.77 (d, 2H, Juapns = Jrspe = 7.42 Hz, 4-H-, 5-H-
Fmoc), 7.61 (d, 2H, Juyin2 = Jusmr = 7.47 Hz, 1-H-, 8-H-Fmoc), 7.43 — 7.29 (m, 4H, 2-H-, 3-
H-, 6-H-, 7-H-Fmoc), 5.60 (d, 1H, Jxu1« = 8.45 Hz, NH-Urethan), 4.41 (d, 2H, Jchzch =
7.02 Hz, CH2-Fmoc), 4.31 — 4.21 (m, 3H, CH-Fmoc, T% TP), 1.49 (s, 9H, 3 x CHj5(tBu)), 1.25
(d, 3H, Jry1p = 6.32 Hz, TY).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?*®!
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-azido-2-desoxy-3,4,6-tri-O-acetyl-a/B-D-

galacto-pyranosyl)-L-Threonin-tert-butylester (56)!**°! AcO OAG
0

ACO%
Ns &

Eine Mischung aus 25.35 g (63.35 mmol) Fmoc-Thr-OtBu 14, geldst FmocHN™ >CO,tBu

in 150 mL absol. Toluol und absol. Dichlormethan (1:1), wurde mit 13 g frisch aktiviertem
Molekularsieb (4 A) eine Stunde unter Argonatmosphére bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Suspension wurde bei 0 °C mit 26.03 g (94.41 mmol) Silbercarbonat und 4.60 g (20.41 mmol)
Silberperchlorat, geldst in 20 mL absol. Toluol, versetzt. Anschliefend wurden 20.12 ¢
(51.03 mmol) 3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-a-D-galactopyranosylbromid 15, geldst in
200 mL absol. Toluol und absol. Dichlormethan (1:1), binnen einer Stunde zugetropft. Die
Reaktionsmischung wurde langsam auf Raumtemperatur erwérmt und drei Tage gerthrt,
bevor mit 100 mL Dichlormethan verdunnt und durch Hyflo filtriert wurde. Die org. Phase
wurde zweimal mit je 100 mL einer ges. NaHCOs-Lsg. und mit 100 mL einer ges. NaCl-Lsg.
gewaschen. Nach dem Trocknen mit MgSO. wurde das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt und das Rohprodukt flashchromatographisch an  Kieselgel
(Dichlormethan/EtOAC, 10:1) gereinigt. Das erhaltene Anomerengemisch wurde ohne weitere

Trennung zur Reduktion eingesetzt.

Ausbeute: Anomerengemisch: 31.11 g (85%, 43.38 mmol) farbloser amorpher Feststoff
R¢=0.71 (Dichlormethan/EtOAc, 10:1)

CasHa2N4O12 (M = 710.728 g/mol)

Weitere analytische Daten siehe Literatur.!**0247]

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

galactopyranosyl)-L-Threonin-tert-butylester (57)™! Ao OAC
o
ACO&‘
AcHN
o
Zu 37.18 g (52.46 mmol) Fmoc-Thr-(aAcsGalN3)-OtBu 56, geldst in FmocHN"™ >CO,Bu

600 mL THF, Acetanhydrid und Essigsaure (3:2:1), wurden 34.30 g (0.525 mol) Zinkstaub
gegeben, welcher zunéchst durch eine 2%ige CuSO,4-Ldsung (5.68 g in 160 mL dest. Wasser)

aktiviert und mit Wasser, Essigsaureethylester und Diethylether gewaschen wurde. Die
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Suspension wurde zwei Stunden bei Raumtemperatur gerihrt, durch Hyflo filtiert und der
Filterkuchen wurde mit 200 mL THF gewaschen. Das Filtrat wurde unter vermindertem
Druck vom Ldsungsmittel befreit und das Rohprodukt wurde anschlieBend flinfmal mit je
50 mL Toluol und zweimal mit je 50 mL Dichlormethan kodestilliert. Das Produkt wurde

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

Ausbeute: 9.87 g (26%, 13.58 mmol, tber 2 Stufen) farbloser Feststoff

R¢=0.13 (“Hex/EtOAc, 1:1)

C37H46N2013(M= 726.767 g/mol)

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm): 7.78 (d, 2H, Juans = Juspe = 7.36 Hz, 4-H-, 5-H-
Fmoc), 7.63 (d, 2H, Juin2 = Jusnr = 7.23 Hz, 1-H-, 8-H-Fmoc), 7.43 — 7.26 (m, 4H, 2-H-, 3-
H-, 6-H-, 7-H-Fmoc), 6.03 (d, 1H, Jxure = 10.21 Hz, NH-Urethan), 5.63 (d, 1H, Jnpm2 =
8.96 Hz, NH-Ac), 5.39 (s, 1H, 4-H), 5.10 (dd, 1H, Jusnz = 11.45 Hz, Jusns = 3.21 Hz, 3-H),
4.89 (d, 1H, Juinz = 3.53 Hz, 1-H), 4.65 — 4.57 (m, 1H, 2-H), 4.48 — 4.43 (m, 2H, CH,-
Fmoc), 4.28 — 4.08 (m, 6H, 5-H, 6a/b-H, CH-Fmoc, T TF), 2.16 (s, 3H, CH3(OAc)), 2.04 (s,
3H, CH3(AcNH)), 1.99 (s, 6H, 2 x CH3(OAC)), 1.46 (s, 9H, 3 x CHs(tBu)), 1.32 (d, 3H, J1p 1y
=6.44 Hz, TY).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[*%

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-
L-Threonin-tert-butylester (58)%*! Ho  OH

2

HO

AcHN |
Zu 4.00 g (5.504 mmol) Fmoc-Thr(aAcsGalNAc)-OtBu 57, gelost in FmocHN™ “CO,tBu
40 mL Methanol, wurde tropfenweise eine frisch hergestellte Natriummethanolatlésung (1%
in Methanol) gegeben, bis ein pH-Wert von 8.5 erreicht wurde. Die Reaktionsldsung wurde
Uber Nacht bei Raumtemperatur und unter strikter Kontrolle des pH-Werts geriihrt.
AnschlieBend wurde durch Zugabe von saurem lonenaustauscher Amberlyst IR 120
neutralisiert. Es wurde filtriert und das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH 10:0.8)

gereinigt.
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Ausbeute: 2.76 g (83%, 4.59 mmol), farbloser amorpher Feststoff.

R¢=0.21 (CH,Cl,/MeOH, 10:0.8)

C31H40N2010(M= 600.657 g/mol)

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & [ppm] = 7.77 (d, 2H, Jnans = Jnspe = 7.46 Hz, 4-H-, 5-H-
Fmoc), 7.61 (d, 2H, Ju1rz = Jnenr = 7.44 Hz, 1-H-, 8-H-Fmoc), 7.40 (t, 2H, Juzhz = Jnenr =
7.01 Hz, 3-H-, 6-H-Fmoc), 7.31 (t, 2H, Juons = Jure = 7.47 Hz, 2-H-, 7-H-Fmoc), 6.90 (d,
1H, Inmmz = 8.14 Hz, NH-Ac), 5.82 (d, 1H, Jnure = 9.22 Hz, NH-Urethan), 4.87 (d, 1H,
Juinz = 3.76 Hz, 1-H), 4.44 — 4.24 (m, 4H, CH,-Fmoc, CH-Fmoc, 2-H) 4.16 — 4.07 (m, 3H,
T¢ TP, 4-H), 3.86 — 3.83 (M, 4H, 3-H, 5-H, 6a/b-H), 2.10 (s, 3H, CH3(NHAC)), 1.45 (s, 9H,
3 x CH3(tBu)), 1.29 (d, 3H, Jry, 13 = 6.21 Hz, T").

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[?*!

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-4,6-O-benzyliden-a-D-

galactopyranosyl)-L-threonin-tert-butylester (12)M%*

O

o}
Zu 0.75 g (1.247 mmol) Fmoc-Thr(a-GalNAc)-OtBu 58, geldst in HO%&,
25 mL Acetonitril, wurden tropfenweise 0.47 mL (3.117 mmol) Ao

Benzaldehyddimethylacetal gegeben. Durch Zugabe von p- FmocHN™ CO,tBu
Toluolsulfonsdure wurde ein pH-Wert von 4.0 eingestellt und die Lésung wurde ber Nacht
bei Raumtemperatur geruhrt. Es wurde mit Triethylamin neutralisiert und das Ldsungsmittel
wurde im Vakuum entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde durch Flashchromatographie an
Kieselgel (“Hex/EtOAc, 1:3) gereinigt.

Ausbeute: 0.80 g (94%, 1.17 mmol), farbloser amorpher Feststoff.

R¢= 0.46 (“Hex/EtOAc, 1:3)

C3sH44N2040(M= 688.763 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, CDCls), & [ppm] = 7.78 (d, 2H, Jnans = Jnspe = 7.42 Hz, 4-H-, 5-H-
Fmoc), 7.62 (d, 2H, Ju1hz = Jnsn7 = 6.93 Hz, 1-H-, 8-H-Fmoc), 7.54 — 7.47 (m, 2H, 3-H-, 6-
H-Fmoc), 7.43 — 7.26 (m, 7H, 2-H-, 7-H-Fmoc, Ha (Bzn)), 6.50 (d, 1H, Jnun2 = 8.29 Hz,
NH-Ac), 5.55 (bs, 2H, NH-Urethan, CH (Bzn)), 4.93 (d, 1H, Ju1n2 = 3.15 Hz, 1-H), 4.54 —
4.38 (m, 3H, 2-H, 6a/b-H), 4.28 — 4.21 (m, 2H, CH-Fmoc, T%), 4.21 — 3.98 (m, 4H, 4-H, CH,-
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Fmoc, TB), 3.85 (dd, 1H, JH3,H2 =10.85 Hz, JH3,H4 = 2.86 Hz, 3-H), 3.69 (S, 1H, 5-H), 2.08 (S,
3H, CH3 (NHAC)), 1.45 (s, 9H, 3 x CHy(tBu)), 1.27 (d, 3H, Jr,, 15 = 6.26 Hz, T").

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[*%

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-
2-desoxy-4,6-O-benzyliden-3-O-[2,4,6-tri-O-acetyl-p-D-
3-desoxy-3-fluorgalacto-pyranosyl]-a-D- AcO OAc 07
galactopyranosyl)-L-threonin-tert-butylester (59) F%&O%N&‘

o}

FmocHNj\/coztBu

Eine Losung von 0.68 g (0.984 mmol) Fmoc-Thr-(a-4,6-Bzn-GalNAc)-OtBu 12 in 12.5 mL
einer Mischung aus absol. Nitromethan und absol. Dichlormethan (3:2) wurde mit 900 mg
frisch aktiviertem Molekularsieb (4 A) und 0.50 g (1.967 mmol) Quecksilber(Il)cyanid
versetzt. Das Gemisch wurde 30 min unter Argonatmosphére bei Raumtemperatur gerthrt,
bevor eine Losung aus 0.73 g (1.967 mmol) AcsGalFBr (1) in 12.5 mL absol. Nitromethan
und absol. Dichlormethan (2:3) zugegeben wurde. Es wurde drei Stunde in der Mikrowelle
bei 80 °C und 100W (5 min Aufheizphase, pmax=5.0 bar) erhitzt und anschliefend durch Hyflo
in 80 mL einer ges. NaHCOs-Lsg. filtriert. Die erhaltene wéssrige Phase wurde mit 80 mL
Dichlormethan extrahiert und die org. Phase wurde mit je 40 mL einer ges. NaHCO3-Lsg. und
einer ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Nach dem Trocknen mit MgSO, wurde das Ldsungsmittel
im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel

(‘Hex/EtOAc, 2:3) gereinigt. Zur volistandigen Charakterisierung wurde eine kleine Menge der
Verbindung mittels semipréparativer RP-HPLC gereinigt.

Ausbeute: 0.64 g (67%, 0.66 mmol) farbloser amorpher Feststoff
[«]5 = (1.00, CHCls) = +67.04.

R¢=0.38 (“Hex/EtOAc, 2:3)

RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A = 264 nm)
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R=26.7 min

Zeit (min) 0 10 25 60
Acetonitril (%) 50 50 77 100
Wasser (%) 50 50 23 0

CsoHsgFN2017 (M=979.005 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, CDCls, COSY, HMQC), & [ppm] = 7.76 (d, 2H, Juaps = Jnsns = 7.54
Hz, 4-H-, 5-H-Fmoc), 7.60 (d, 2H, Ju1p2 = Jngnr = 7.79 Hz, 1-H-, 8-H-Fmoc), 7.55 — 7.47
(m, 2H, Ha-Bzn), 7.43 — 7.26 (m, 7H, 2-H-, 3-H-, 6-H-, 7-H-Fmoc, Ha-Bzn), 5.84 (d, 1H,
INH2zH = 9.19 Hz, NH-Ac), 5.62 (d, 1H, Jnra = 9.22 Hz, NH-Urethan), 5.56 — 5.50 (m, 2H,
CH-Bzn, 4’-H), 5.24 (dd, 1H, Jir = 19.15 Hz, Ji i1 = 9.85 Hz, 2°-H), 4.93 (d, 1H, Ju1 2 =
3.26 Hz, 1-H), 4.71 — 4.62 (m, 2H, 1’-H, 2-H), 4.61 — 4.36 (m, 3H, CH,-Fmoc, 3°-H), 4.28 —
3.98 (m, 8H, T% CH-Fmoc, 4-H, TP, 6a/b-H, 6a/b’-H), 3.88 (dd, 1H, Jnz o = 10.34 Hz, Juz g
= 2.73 Hz, 3-H), 3.83 — 3.74 (m, 1H, 5°-H), 3.71 — 3.59 (m, 1H, 5-H), 2.13, 2.08, 2.02, 2.00
(4s, 12H, 4 x CH3), 1.43 (s, 9H, 3 x CH3(tBu)), 1.24 (d, 3H, Jr, 13 = 6.3 Hz, T").

3C-NMR (100.6 MHz, DEPT, HMQC, CDCls), & [ppm] = 170.5 (C=0 (NHAc)), 170.1,
169.8, 169.5 (3 x C=0 (OAc, Ester)), 156.5 (C=0O (Urethan)), 143.8, 143.7 (C-la-, C-8a-
Fmoc), 141.4 (C-4a-, C-5a-Fmoc), 137.5 (Cq-Bzn), 128.9, 128.2, 127.9 (C. (Bzn)), 127.1 (C-
3-, C-6- Fmoc), 126.2 (C-2-, C-7-Fmoc), 126.0 (C4 (Bzn), 124.9 (C-1-, C-8-Fmoc), 120.1 (C-
4-, C-5-Fmoc), 100.7 (CH-Bzn), 100.5 (C-1), 100.3 (C-1°), 88.8 (d, Jc3 ¢ = 195.82 Hz, C-3"),
83.2 (Cq(tBu)), 76.2 (T"), 75.6 (C-4), 74.0 (C-3), 70.3 (d, Jcsr = 6.26 Hz, C-5%), 69.8 (d,
Jezr = 19.14 Hz, C-27), 69.1 (C-6), 67.0 (CH2-Fmoc), 66.9 (d, Jear = 14.72 Hz, C-4°), 63.7
(C-5), 61.4 (d, Jeer = 2.49 Hz, C-6°), 59.1 (T%), 47.8 (C-2), 47.3 (CH-(Fmoc)), 28.1
(CHs(tBu)), 20.8, 20.7, 20.7, 20.7 (4 x CH3(OAc)), 19.1 (TY).

YE.NMR (376.5 MHz, CDCls), & [ppm] = -200.1 — -200.6 (m).

ESI-MS (positiv), m/z: 979.41 ([M]", ber.: 979.38), 1002.41 ([M + Na]", ber.: 1002.37).
HR-ESI-MS (positiv), m/z: 1001.3715 ([M + Na]", ber.: 1001.3695).
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-0O-[2,4,6-tri-O-acetyl-

B-D-3-desoxy-3-fluor-galactopyranosyl]-a-D- AcO OAcHO OH
o) o)

alactopyranosyl)-L-threonin-tert-butylester (60 F O%ﬂ

9 Py yh) y (60) AcO AcHN

FmocHN™ ~CO,tBu
Eine Losung aus 324 mg (0.331 mmol) Fmoc-Thr(BAcs-GalF-(1—3)-a-4,6-O-Bzn-GalNAc)-
OtBu 59 in 50 mL eines Gemisches aus Dichlormethan und Methanol (4:1) wurde mit 350 mg
aktiviertem Kieselgel (SiO,*NaHSO,)™®! versetzt und tiber Nacht bei Raumtemperatur
geruhrt. Die Suspension wurde mit festem NaHCOj3 neutralisiert, dreimal mit je 50 mL einer
ges. NaHCOs-Lsg. und einmal mit 50 mL einer ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Die vereinigten
org. Phasen wurde mit MgSQO, getrocknet und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt.

Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel (EtOAC) gereinigt.

Ausbeute: 268 mg (83%, 0.28 mmol) farbloser, amorpher Feststoff
[«]5 = (1.00, CHCl3) = +42.0

Ri= 0.33 (EtOAC)

RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A = 264 nm)

Ri= 13.9 min

Zeit (min) 0 10 25 60
Acetonitril (%) 50 50 77 100
Wasser (%) 50 50 23 0

C43Hs5FN2017 (M = 890.898 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3) & [ppm] = 7.74 (d, 2H, Jnanz = Jnspe = 7.50 Hz, 4-H-, 5-H-
Fmoc), 7.59 (d, 2H, Ju1n2 = Jugnr = 6.77 Hz, 1-H-, 8-H-Fmoc), 7.38 (t, 2H, Jusna = Juems =
6.86 Hz, 3-H-, 6-H-Fmoc), 7.28 (t, 2H, Juz,11 = Ju7ms = 7.00 Hz, 2-H-, 7-H-Fmoc), 6.25 (d,
1H, Inmpz = 9.41 Hz, NH-Ac), 5.89 (d, 1H, Jnite = 8.84 Hz, NH-Urethan), 5.53 — 5.42 (m,
1H, 4’-H), 5.26 — 5.08 (m, 1H, 2°’-H), 4.88 — 4.74 (m, 1H, 1-H), 4.64 — 4.19 (m, 6H, 3’-H, 2-
H, CHx-Fmoc, 1’-H, CH-Fmoc), 4.19 — 4.08 (m, 4H, 4-H, T?, 6a/b-H), 3.92 — 3.72 (m, 5H,
6a/b’-H, 5-H, 5°-H, T%), 3.72 — 3.58 (m, 1H, 3-H), 3.41 — 3.16 (m, 1H, OH), 2.84 (bs, 1H,
OH), 2.11, 2.10, 2.01, 2.00 (4s, 12H, 4 x CH3), 1.42 (s, 9H, 3 x CH3(tBu)), 1.27 (d, 3H, Jr, 1
=6.22 Hz, TY).
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3C-NMR (100.6 MHz, DEPT, HMQC, CDCls), & [ppm] = 170.5 (C=0 (NHAc)), 170.3,
170.0, 169.7 (3 x C=0 (OAc, Ester)), 156.6 (C=0 (Urethan)), 143.7 (C-la-, C-8a-Fmoc),
141.3 (C-4a-, C-5a-Fmoc), 127.8 (C-3-, C-6-Fmoc), 127.1 (C-2-, C-7-Fmoc), 125.0 (C-1-, C-
8-Fmoc), 120.0 (C-4-, C-5-Fmoc), 100.7 (C-1°), 100.0 (C-1), 88.5 (d, Jc3-r = 193.81 Hz, C-
3%), 83.0 (Cq(tBu)), 78.1 (C-6), 76.1 (TP), 70.0 (C-5), 69.9, 68.5, 67.6 (C-5°, C-4, C-2°), 66.9
(d, Jear = 16.63 Hz, C-4°), 66.9 (CH,-Fmoc), 62.4 (C-6), 61.4 (C-6"), 59.3 (T%), 47.7 (C-2),
47.2 (CH-(Fmoc)), 28.0 (CHs (tBu)), 20.8, 20.7, 20.7, 20.7 (4 x CH3 (OAc)), 18.8 (TY).
YE.NMR (376.5 MHz, CDCls), & [ppm] = -200.0 — -200.5 (m).

ESI-MS (positiv), m/z: 913.30 ([M + Na]", ber.: 913.34), 1803.65 ([2 x M + Na]", ber.:
1803.69).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 913.3350 ([M + Na]*, ber.: 913.3382).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(4,6-di-O-acetyl-2-acetamido-2-desoxy-3-O-
[2,4,6-tri-O-acetyl-p-D-3-desoxy-3-fluor-galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl)-L-

AcO OAc OAcgOAc
o} o}
F O
AcHN
o}

threonin-tert-butylester (4)

AcO
Eine Losung aus 227 mg (0.2546 mmol) Fmoc-Thr(BAcs-GalF-(1—3)-a-

GalNACc)-OtBu 60 in 10 mL Pyridin wurde mit 5 mL Essigsdureanhydrid FmocHN" "CO.Bu
versetzt und Uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt, der Rickstand wurde dreimal mit je 30 mL Toluol kodestilliert
und das Rohprodukt wurde mittels Flashchromatographie an Kieselgel (“Hex/EtOAc, 1:3)

gereinigt.

Ausbeute: 248 mg (quant., 0.26 mmol) farbloser, amorpher Feststoff
[¢]5 = (1.00, CHCls) = +48.7

R¢= 0.51 ("Hex/EtOAc, 1:3)

RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A = 264 nm)

Ri=22.1 min
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Zeit (min) 0 10 25 60
Acetonitril (%) 50 50 77 100
Wasser (%) 50 50 23 0

C47Hs59FN2019 (M = 974.972 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, CDCls) & [ppm] = 7.76 (d, 2H, Jnanz = Jnspe = 7.53 Hz, 4-H-, 5-H-
Fmoc), 7.59 (d, 2H, Ju1n2 = Jugnr = 7.17 Hz, 1-H-, 8-H-Fmoc), 7.40 (t, 2H, Jusna = Juems =
7.44 Hz, 3-H-, 6-H-Fmoc), 7.31 (t, 2H, Juzm1 = Jnzms = 7.41 Hz, 2-H-, 7-H-Fmoc), 5.91 (d,
1H, Inknz = 9.37 Hz, NH-Ac), 5.51 — 5.48 (m, 1H, 4>-H), 5.46 (d, 1H, Jxu1e = 9.10 Hz, NH-
Urethan), 5.33 (s, 1H, 4-H), 5.19 — 5.10 (m, 1H, 2’-H), 4.82 (d, 1H, Ju1 12 = 2.83 Hz, 1-H),
4.61 — 4.36 (m, 5H, 3°-H, 2-H, CH,-Fmoc, 1°-H), 4.28 — 4.01 (m, 7H, 5-H, T% TP, 6a-H, 6’-
Ha/b, CH-Fmoc), 3.96 (dd, 1H, JnebHea = 11.06 Hz, Jpepns = 7.25 Hz, 6b-H), 3.83 — 3.73 (m,
2H, 3-H, 5°-H), 2.15, 2.11, 2.11, 2.03, 2.02, 2.00 (6s, 18H, 6 x CH3), 1.44 (s, 9H 3 x CH3
(tBu)), 1.27 (d, 3H, Jr,1p = 5.65 Hz, T").

B3C-NMR (100.6 MHz, DEPT, HMQC, CDCl3), & [ppm] = 170.7 (C=O (NHAc)), 170.4,
170.3, 170.2, 170.1, 169.7 (5 x C=0 (OAc, Ester)), 156.6 (C=0 (Urethan)), 143.9 (C-1a-, C-
8a-Fmoc), 141.6 (C-4a-, C-5a-Fmoc), 128.1 (C-3-, C-6-Fmoc), 127.3 (C-2-, C-7-Fmoc),
125.1 (C-1-, C-8-Fmoc), 120.3 (C-4-, C-5-Fmoc), 100.5 (d, Jci-r= 10.38 Hz, C-17), 100.3 (C-
1), 88.85 (d, Jcz-r = 194.33 Hz, C-3°), 83.5 (Cq(tBu)), 77.4 (TP), 73.7 (C-3), 70.2 (d, Jcsr =
5.95 Hz, C-5”), 70.0 (d, Jc3F = 19.26 Hz, C-2°), 69.2 (C-4), 68.2 (C-5), 67.2 (CH,-Fmoc),
66.9 (d, Jcgr = 16.68 Hz, C-4"), 63.2 (C-6), 61.2 (d, Jcer = 2.28 Hz, C-6"), 59.3 (T*), 48.6
(C-2), 47.4 (CH-(Fmoc)), 28.3 (CH3(tBu)), 21.0, 20.9, 20.9, 20.9, 20.9, 20.9 (6 x CH3(OAC)),
18.8 (T").

YF-NMR (376.5 MHz, CDCls), & [ppm] = -200.4 (ddd, Jgu3 = 47.62 Hz, Jpus = 11.12 Hz,
Jrmy = 4.41 Hz).

ESI-MS (positiv), m/z: 997.34 ([M + Na]®, ber.: 997.36), 1971.73 ([2 x M + Na]", ber.:
1971.73).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 997.3593 ([M + Na]", ber.: 997.3594).
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(4,6-di-O-acetyl-2-acetamido-2-desoxy-3-O-
[2,4,6-tri-O-acetyl-p-D-3-desoxy-3-fluor-galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl)-L-
threonin (61)

AcO OAc OAgOAc

E;o &S ;o
F 0
Zu einer Mischung aus 276 mg (0.283 mmol) Fmoc-Thr(BAcs- AcO ACHN 4

GalF-(1—3)-aAc-GalNAc)-OtBu 4 in 0.6 mL Wasser wurden 6.0 ML FyocHN >co,H
Trifluoressigsaure gegeben und die Losung wurde zweieinhalb Stunden bei Raumtemperatur
gertihrt. Es wurden 50 mL Toluol zugegeben und das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt. Nach funfmaligem Kodestillieren mit je 30 mL Toluol und
zweimaligem Kodestillieren mit je 30 mL Dichlormethan wurde das Rohprodukt mittels
Flashchromatographie an Kieselgel (EtOAc/MeOH/HOAC, 9:1:0.1) gereinigt.

Ausbeute: 225 mg (87%, 0.25 mmol) gelblicher, amorpher Feststoff
Ri=0.11 (EtOAc/MeOH/HOAC, 9:1:0.1)
RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A = 264 nm)

Ri=19.4 min

Zeit (min) 0 5 30 60
Acetonitril + 0.1% TFA (%) 30 30 90 100
Wasser + 0.1% TFA (%) 70 70 10 0

C43H51FN2019 (M =918.865 g/mol)
ESI-MS (positiv), m/z: 941.30 ([M + Na]", ber.: 941.30).
HR-ESI-MS (positiv), m/z: 941.2979 ([M + Na]", ber.: 941.2968).

Benzyl-2,3-di-O-benzyl-4,6-O-benzyliden-o/B-D-glucopyranose (71)1%121

BnO

BnO OBn
Zu einer Suspension aus 80 mL Benzylalkohol und 40.00 g (0.222 mol) D-Glucose 13

wurden 2.00 g (10.514 mmol) p-Toluolsulfonsdure gegeben und die Reaktionsmischung
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wurde funf Stunden lang auf 90 °C erhitzt. Nach dem Abkuhlen wurden 800 mL Diethylether
zugegeben und der Ansatz wurde 15 Minuten gerthrt und dann ber Nacht stehen gelassen.
Am ndchsten Tag wurde das Lésungsmittel vom weil3en Bodensatz abdekantiert, bevor 80 mL
(0.792 mol) Benzaldehyd und 25.00 g (0.183 mol) Zink(Il)chlorid zugegeben wurden. Das
Gemisch wurde vier Tage lang bei Raumtemperatur geriihrt. Die erhaltene rote Losung wurde
in ein auf 0 °C gekihltes Gemisch aus 100 mL Wasser und 100 mL Petrolether (40-60)
gegeben, 30 Minuten gerthrt und der entstandene weiRe Niederschlag wurde abfiltriert. Der
Filterrtckstand wurde in heiBem Methanol und wenig Ammoniak gel6st und in 400 mL
Wasser gegossen. Der resultierende weiBe Niederschlag wurde erneut abfiltriert, im
Hochvakuum getrocknet und ohne weitere Reinigung umgesetzt.

Ausbeute: 9.41 g (12%, 26.27 mmol) farbloser Feststoff
C20H2206 (M=358.385 g/mol)

Zu einer auf 0 °C gekihlten Suspension aus 0.79 g (19.82 mmol) Natriumhydrid in 20 mL
absol. DMF wurden 3.23 g (9.013 mmol) des rohen Diols 70, gel6st in 20 mL absol. DMF,
langsam getropft. Es wurde 30 Minuten bei Raumtemperatur gerthrt, ehe 2.37 mL
(19.83 mmol) Benzylbromid bei 0 °C zugetropft wurden. Nach dem Erwdrmen auf
Raumtemperatur wurde der Ansatz (iber Nacht gerthrt und in ein Gemisch aus 100 mL Toluol
und 50 mL Wasser gegeben. Die Wasserphase wurde zweimal mit je 50 mL Toluol extrahiert,
die vereinigten org. Phasen wurden mit 50 mL einer ges. NaCl-Lsg. gewaschen und mit
MgSO, getrocknet. Nach Entfernen des Ldsungsmittels unter vermindertem Druck wurde das
Rohprodukt saulenchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 4:1) gereinigt.

Ausbeute: 4.27 g (88%, 7.94 mmol) farbloser Feststoff

Ri= 0.62 (CHex/EtOAc, 4:1)

C34H3406 (M=538.630 g/mol)

'H-NMR (300 MHz, CDCls), Charakteristische Signale: & [ppm] = 7.52 — 7.25 (m, 20 H,
Har), 5.54 (s, 1H, C-Hgp)

Weitere analytische Daten siehe Literatur. 020421
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Benzyl-2,3,6-tri-O-benzyl-a/B-D-glucopyranose (66)1% oBn
HO 0
BnO
BnO ©OBn

Zu einer auf 0 °C gekihlten Losung von 4.99 g (9.265 mmol) des Benzylidenacetals 71 in
50 mL absol. Dichlormethan wurden langsam 3.87 mL (27.79 mmol) Trifluoressigsaure-
anhydrid und 7.48 mL (46.32 mmol) Triethylsilan zugetropft. Die Loésung wurde finf
Minuten gerlhrt, bevor 3.44 mL (46.32 mmol) Trifluoressigsaure uber einen Zeitraum von 30
Minuten zugegeben wurden. Die Reaktionsmischung wurde langsam auf Raumtemperatur
erwarmt und tber Nacht geriihrt. Es wurde mit 50 mL Dichlormethan verdinnt und die org.
Phase wurde zun&chst dreimal mit je 50 mL einer ges. NaHCO3-Lsg., zweimal mit je 50 mL
Wasser und mit 50 mL einer ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Nach dem Trocknen mit Na;SO4
wurde das Loésungsmittel im Vakuum entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde mittels

Flashchromatographie an Kieselgel (“Hex/EtOAc, 5:1) gereinigt.

Ausbeute: 2.69 g (54%, 4.976 mmol) farbloser Feststoff

R¢=0.22 (‘Hex/EtOAc, 5:1)

C34H3606 (M=540.646 g/mol)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), Charakteristische Signale: & [ppm] = 7.49 — 7.26 (m, 20H, Ha,),
2.48 (d, Jon e = 3.40 Hz, OH)

ESI-MS (positiv), m/z: 563.22 ([M + Na]", ber.: 563.24), 1103.49 ([2 x M + Na]", ber.:
1103.49).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?**!

Benzyl-2,3,6-tri-O-benzyl-4-desoxy-4-fluor-a/B-D-glucopyranose (68)M*]
F OBn

(0]
BnO

BnO OBn
Zu 7.32 g (13.55 mmol) einer auf -20 °C gekihlten L6sung des Alkohols 66 in 100 mL absol.

Dichlormethan und 10 mL Pyridin wurden langsam 4.50 mL (27.09 mmol) Trifluor-
methansulfonsédureanhydrid getropft und die gelb-orange Lésung wurde innerhalb von zwei
Stunden auf 10 °C erwarmt. Nach vollstindigem Umsatz (DC-Kontrolle, Ry = 0.80
‘Hex/EtOAc, 2:1) wurde mit 100 mL Dichlormethan verdiinnt und die organische Phase

wurde mit je 50 mL verd. Salzsaure (1 M), ges. NaHCOs-Lsg. und Wasser gewaschen. Das
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Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck bei Raumtemperatur abgetrennt und das
erhaltene Triflat wurde anschliefend in 100 mL absol. Dichlormethan gel6st. Bei 0 °C wurde
tropfenweise mit 27.09 mL (27.09 mmol) Tetrabutylammoniumfluorid (1 M in THF) versetzt.
Nach dem Erwédrmen auf Raumtemperatur wurde die rot-orange Losung 48 Stunden zum
Sieden erhitzt und das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck abdestilliert. Nach
flashchromatographischer Reinigung an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 6:1) konnte das fluorierte

Produkt 68 erhalten werden.

Ausbeute: 1.09 g (69%, 2.01 mmol) farbloser Feststoff

R¢=0.32 (‘Hex/EtOAc, 6:1)

C34H35FO0s (M=542.637 g/mol)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), Charakteristische Signale: & [ppm] = 7.44 — 7.26 (m, 20H, Ha,),
4.88 (dd, 1H, Jhar = 50.09 Hz, Jyans = 2.67 Hz, 4-H), 3.67 (dd, 1H, Jrearer = 9.44 Hz, Jngars
= 7.26 Hz, H-6a), 3.55 (ddd, 1H, Jueprea = 9.45 Hz, Jnebrs = 6.16 Hz, Juep a4 = 1.36 Hz, H-
6b).

YE.NMR (376.5 MHz, CDCls), 8 [ppm] = -219.1 (dt, Jr s = 50.35 Hz, Je s = Jr s = 28.66
Hz).

ESI-MS (positiv), m/z: 565.37 ([M + Na], ber.: 565.24), 1107.74 ([2 x M + Na]", ber.:
1107.48).

1,2,3,6-Tetra-O-acetyl-4-desoxy-4-fluor-a/p-D-glucopyranose (74)1*24 on
F

(0]
AcO

AcO OAc
In einem Schlenkkolben wurde eine Spatelspitze Pd(OAc), vorgelegt und der Kolben wurde

evakuiert und anschlieBRend mit Wasserstoff geflutet. Dieser Vorgang wurde insgesamt
dreimal durchgefiihrt, ehe unter Wasserstoffatmosphare 1.27 g (2.335 mmol)
Tetrabenzylgalactose 68, gelést in 40 mL Methanol, zugegeben wurden. Es wurde erneut
Vakuum angelegt und mit Wasserstoff geflutet, bevor die Suspension sechs Tage bei
Raumtemperatur geruhrt wurde. Anschlieend wurde durch Hyflo filtriert und das
Ldsungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Der erhaltene Riickstand wurde mit 15 mL Pyridin

und 4 mL Essigsdureanhydrid versetzt und tber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Das
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Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt wurde durch
Flashchromatographie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt.

Ausbeute: 0.66 g (81%, 1.89 mmol) farbloser Feststoff

Ri= 0.21 (“Hex/EtOAc, 2:1)

C14H19FOg (M=350.294 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, CDCIls), Charakteristische Signale: & [ppm] = 6.33 (d, 1H, Juinz =
3.54Hz, H-1 (a-Anomer)), 5.65 (d, 1H, Jqime = 829 Hz, H-1 (B-Anomer)),
Anomerenverhéltnis o.: = 1.00:1.02.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.™

Allyl-2,3-di-O-benzyl-4,6-O-benzyliden-a/B-D-glucopyranose (77)M51271281

o

gy

B?\(&h\\ P
BnO 0~

Zu 150 mL (2.195 mol) Allylalkohol wurden 18.00 g (99.91 mmol) wasserfreie D-
Glucose 13 und 10.00 g saurer lonentausche Dowex 50WX8 gegeben. Die Suspension wurde
dreieinhalb Stunden refluxiert, der lonentauscher wurde abfiltriert und mit Ethanol
gewaschen. Die vereinigten Filtrate wurden im Vakuum vom Ldsungsmittel befreit und der
Rickstand wurde mit je 30 mL eines Gemisches aus Ethanol und Benzol (1:1) kodestilliert.
AnschlieRend wurde der Rickstand mit 75 mL (0.498 mol) Benzaldehyddimethylacetal und
zwei Spatelspitzen p-Toluolsulfonsdure versetzt und ber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt.
Es wurde mit 120 mL n-Pentan verdiunnt und mit 80 mL Wasser versetzt, bevor 40 mL einer
10%igen NaHCOs-Lsg. zugegeben wurden. Nach 15 Minuten Ruhrens wurde der
ausgefallene farblose Feststoff abfiltriert und im Hochvakuum getrocknet. Das erhaltene
Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung in der ndchsten Stufe eingesetzt.

Ausbeute: 23.28 g (76%, 75.53 mmol) farbloser Feststoff
R¢= 0.57 (MeOH/EtOAC, 1:14).
C16H2006 (M=308.326 g/mol).

Es wurden 2.87 g (71.81 mmol) Natriumhydrid in 50 mL DMF vorgelegt, auf 0 °C gekuhlt
und anschlieBend mit 10.06 g (32.64 mmol) 75, geldst in 70 mL DMF, tropfenweise versetzt.
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Die erhaltene Suspension wurde 40 Minuten bei 0 °C gerihrt, bevor 8.59 mL (71.81 mmol)
Benzylbromid zugetropft wurden. Die Losung wurde zwei Tage bei Raumtemperatur gerihrt
und mit 150 mL Toluol und 100 mL Wasser verdiinnt. Die org. Phase wurde abgetrennt und
die Wasserphase wurde zweimal mit je 80 mL Toluol extrahiert. Die vereinigten org. Phasen
wurden zweimal mit je 80 mL ges. NaCl-Lsg. gewaschen, mit MgSO, getrocknet und das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Flashchromato-

graphie an Kieselgel (“Hex/EtOAc, 6:1) gereinigt.

Ausbeute: 11.72 g (74%, 23.99 mmol) farbloser Feststoff
Ri= 0.16 (“Hex/EtOAc, 6:1).

C30H32,06 (M=488.572 g/mol).

ESI-MS (positiv), m/z: 511.19 ([M + Na]", ber.: 511.21).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[*®!

Allyl-2,3,6-tri-O-benzyl-a/B-D-glucopyranose (78)*?2%! OB
HO 0
BnO
BnO ‘07N

Zu einer auf 0 °C gekihlten Losung aus 7.43 g (15.20 mmol) Benzylidenacetal 77 in 80 mL
absol. Dichlormethan wurden langsam 6.34 mL (45.59 mmol) Trifluoressigsdureanhydrid und
12.27 mL (75.998 mmol) Triethylsilan getropft. Die Losung wurde funf Minuten geruhrt,
bevor 5.65 mL (75.99 mmol) Trifluoressigsédure Uber einen Zeitraum von 30 Minuten
zugegeben wurden. Die Reaktionsmischung wurde langsam auf Raumtemperatur erwérmt und
Uber Nacht bei dieser Temperatur geriihrt. Es wurde mit 200 mL Dichlormethan verdiinnt und
die org. Phase wurde dreimal mit je 50 mL einer ges. NaHCOs3-Lsg., zweimal mit je 50 mL
Wasser sowie mit 50 mL ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Es wurde mit Na,SO, getrocknet,
filtriert und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde

flashchromatographisch an Kieselgel (“Hex/EtOAc, 5:1) gereinigt.

Ausbeute: 4.70 g (63%, 9.575 mmol) farbloser Feststoff

R¢=0.18 (“Hex/EtOAcC, 5:1)

C30H3406 (M=540.646 g/mol)

'H-NMR (300 MHz, CDCls), Charakteristische Signale: & [ppm] = 7.48 — 7.19 (m, 15H, Ha,).
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ESI-MS (positiv), m/z: 513.21 ([M + Na]*, ber.: 513.23), 1003.46 ([2 x M + Na]", ber.:
1003.46).
Weitere analytische Daten siehe Literatur.[**®!

Allyl-2,3,6-tri-O-benzyl-4-desoxy-4-fluor-a/p-D-galactopyranose

(80)[118] 0
BnO
nO O/\/

B

Zu 9.54 g (19.45 mmol) einer auf -20 °C gekihlten L6sung des Alkohols 78 in 140 mL absol.
Dichlormethan und 12.38 mL (153.7 mmol) Pyridin wurden langsam 6.46 mL (38.91 mmol)
Trifluormethansulfonsdureanhydrid getropft. Die gelb-orange L6sung wurde innerhalb von
zwei Stunden auf 10 °C erwédrmt und nach vollstdndigem Umsatz (DC-Kontrolle, R = 0.81
‘Hex/EtOAc, 2:1) mit 50 mL Dichlormethan verdinnt. Die org. Phase wurde mit je 50 mL
verd. Salzsdure (1 M), ges. NaHCOs-Lsg. und Wasser gewaschen. Das Losungsmittel wurde
bei Raumtemperatur unter vermindertem Druck abgetrennt und das Triflat wurde
anschlieBend in 80 mL absol. Dichlormethan geldst. Bei 0 °C wurden anschiefend 38.91 mL
(38.91 mmol) Tetrabutylammoniumfluorid (1 M in THF) tropfenweise zugesetzt und das
Gemisch wurde anschlielend 72 Stunden lang zum Sieden erhitzt. Das Losungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an
Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 6:1) gereinigt.

Ausbeute: 6.23 g (70%, 12.66 mmol) gelbliches Ol

R¢= 0.34 (‘Hex/EtOAc, 6:1)

CaoH33FOs (M=542.637 g/mol)

'H-NMR (300 MHz, CDCls), Charakteristische Signale: & [ppm] = 7.44 — 7.23 (m, 15H, Ha),
6.00 —5.83 (m, 1H, CH=CHy,).

YF.NMR (376.5 MHz, CDCls), & [ppm] = -216.9 — -217.3 (M, Jgna = 51.16 Hz, Jg s = 27.68
Hz), -218.9 (dt, Jena = 51.23 Hz, Jr s = 29.96 Hz); Anomerenverhéltnis o:3 = 1.00:6.07.
ESI-MS (positiv), m/z: 515.24 ([M + Na]*, ber.: 515.22).



5. Experimentalteil 157

2,3,6-tri-O-benzyl-4-desoxy-4-fluor-a/B-D-galactopyranose (81)!**% - oen

BnO 2

BnO OH
Zu 6.23 g (12.66 mmol) des vollstandig blockierten Zuckers 80 in 80 mL Dichlormethan und
5 mL Wasser wurden 2.69 g (15.19 mmol) Palladium(ll)-chlorid gegeben. Die Suspension
wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend filtriert. Der Filterriickstand
wurde mit Dichlormethan gewaschen und die vereinigten Filtrate wurden mit je 50 mL
Wasser und ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Es wurde mit MgSO, getrocknet, abfiltriert und das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde mittels

Flashchromatographie an Kieselgel (“Hex/EtOAc, 6:1) gereinigt.

Ausbeute: 4.55 g (79%, 10.05 mmol) gelblicher Feststoff

Rf=0.13 (“Hex/EtOAc, 6:1)

Ca7HasFOs (M=542.637 g/mol)

'H-NMR (300 MHz, CDCls) Charakteristische Signale: 6 [ppm] = 7.44 — 7.22 (m, 15H, Ha),
5.22 (d, 1H, Juppz = 2.73 Hz, 1-H), 4.16 (dt, 1H, Jnsr = 29.7 Hz, Jns 2 = 6.63 Hz).

YF-NMR (376.5 MHz, CDCly), & [ppm] = -216.7 (dt, Jrpa = 51.30 Hz, Jrps = 27.70 Hz, Jrps
= 27.70 Hz), -219.3 (M, Jrpa = 51.76 Hz, J s = 30.91 Hz).

ESI-MS (positiv), m/z: 475.22 (M + Na]", ber.: 475.19), 927.49 ([2 x M + Na]", ber.:
927.39).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 475.1901 ([M + Na]", ber.: 475.1897).

1,2,3,6-Tetra-O-acetyl-4-desoxy-4-fluor-a/p-D-galactopyranose F _OAc
91,124 0]
(74)01124] AcO
AcO OAc

In einen Schlenkkolben wurde eine Spatelspitze Pd(OAc), vorgelegt, bevor der Kolben
evakuiert und anschlieBend mit Wasserstoff geflutet wurde. Es wurde noch jeweils dreimal
evakuiert und mit Wasserstoff geflutet, ehe 4.06 g (8.966 mmol) Tribenzylgalactose 81, gel6st
in 50 mL Methanol, unter Wasserstoffatmosphare zugegeben wurden. Nach erneutem

Evakuieren und Fluten mit Wasserstoff wurde die Suspension funf Tage bei Raumtemperatur
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gertihrt. AnschlieBend wurde durch Hyflo filtriert und das Lésungsmittel wurde im Vakuum
entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde ohne Reinigung sofort weiter umgesetzt.

ESI-MS (positiv), m/z: 205.05 ([M + Na]*, ber.: 205.05), 387.13 ([2 x M + Na]", ber.:
387.11).

Dazu wurde der Riickstand mit 50 mL Pyridin und 9.32 mL (89.66 mmol) Essigsédureanhydrid
versetzt und Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Das Ldsungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt wurde durch Flashchromatographie an
Kieselgel (“Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt.

Ausbeute: 2.57 g (82%, 7.33 mmol) farbloser Feststoff

Rf=0.21 (“Hex/EtOAc, 2:1)

C14H19FOg (M=350.294 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3), Charakteristische Signale: 6 [ppm] = 6.33 (d, 1H, Juip2 =
3.54Hz, H-1 (a-Anomer)), 5.65 (d, 1H, Juiwz = 829 Hz, H-1 (B-Anomer)),
Anomerenverhéltnis a.:f = 1.00:1.02.

YE.NMR (376.5 MHz, CDCls), & [ppm] = -200.0 (M, Jgus = 47.74 Hz), -203.9 (M, Jgps =
48.30 Hz).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.™

2,3,6-Tetra-O-acetyl-4-desoxy-4-fluor-a-D-galactoyranosylbromid (2)! on
F C

(0]
AcO

AcO Br
In 50 mL absol. Dichlormethan wurden 3.75 g (10.70 mmol) des Fluorzuckers 74 vorgelegt.

Die Losung wurde bei 0 °C tropfenweise mit 3.24 mL (42.80 mmol) HBr (33%ig in Eisessig)
versetzt und drei Tage bei Raumtemperatur gerihrt, bevor erneut 3.00 mL (17.38 mmol) HBr
in Eisessig (33%ig) zugegeben wurden. Nach weiteren drei Tagen Rihrens wurde die Lésung
auf 300 mL Eiswasser gegeben, mit festem NaHCOj3 neutralisiert und dreimal mit je 50 mL
Dichlormethan extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden zweimal mit je 50 mL einer ges.

NaHCOg3-Lsg. gewaschen, mit MgSO, getrocknet, abfiltriert und das Lésungsmittel wurde im
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Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Flashchromatographie an Kieselgel
(‘Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt.

Ausbeute: 2.38 g (60%, 6.42 mmol) farbloser Feststoff

Ri= 0.52 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

C12H16BrFO7 (M=371.154 g/mol)

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & [ppm] = 6.64 (d, 1H, Ju1mz = 3.92 Hz, 1-H), 5.28 (ddd, 1H,
Jhar = 26.61 Hz, Juz e = 10.66 Hz, Jnz s = 2.58 Hz, 3-H), 5.05 (dd, 1H, Jho s = 10.42 Hz,
Jhzp1 = 4.01 Hz, 2-H), 4.94 (dd, 1H, Juar = 49.98 Hz, Juaps = 2.55 Hz, 4-H), 4.32 (dt, 1H,
Jhs,r = 33.28 Hz, s pean = 6.47 Hz, 5-H), 4.31 — 4-20 (m, 2H, 6a/b-H), 2.09, 2.07, 2.04, (3s,
9H, 3 x CHj3).

3C-NMR (75 MHz, CDCls), 5 [ppm] = 170.3, 170.0, 169.8 (3 x C=0(OAc)), 87.8 (C-1), 85.8
(d, Jcar = 185.76 Hz, C-4), 71.3 (d, Jcsr = 18.12 Hz, C-5), 68.5 (d, Jcsr = 17.19 Hz, C-3),
67.5 (d, Jcor = 1.76 Hz, C-2), 60.9 (d, Jcs = 6.10 Hz, C-6), 20.7 (3 x CH3(OAC)).

YE.NMR (376.5 MHz, CDCls), & [ppm] = -216.5 (dt, Jr s = 50.39 Hz, Jr s = 27.57 Hz, Je s
= 27.57 Hz).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[®!

3,6-Di-O-acetyl-4-desoxy-4-fluorgalactal (83) OAc
i 0
AcO —
Es wurden 1.13 g (17.27 mmol) Zinkpulver durch zweimaliges Behandeln mit verd. Salzsdure
(2 M) und Waschen mit Wasser, Essigsaureethylester und Diethylether aktiviert. Das so
behandelte Zink wurde anschlielend in 40 mL Essigsdureethylester aufgeschlammt, mit
0.16 mL (2.07 mmol) N-Methylimidazol versetzt und zum Sieden erhitzt. Es wurden 0.64 g
(1.73 mmol) des anomeren Bromids 2, geldst in 10 mL Essigsaureethylester, binnen einer
Stunde zugetropft und das Gemisch wurde weitere zwei Stunden refluxiert. Nach dem
Abkuhlen wurde die Reaktionsmischung durch Hyflo filtriert. Die org. Phase wurde zweimal
mit je 50 mL verd. Salzsaure (1 M) und ges. NaHCO3-Lsg. gewaschen, mit MgSO, getrocknet
und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Flashchromatpgraphie an Kieselgel

(‘Hex/EtOAcC, 2:1) lieferte das Produkt 83.
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Ausbeute: 0.28 g (69%, 1.192 mmol) gelblicher Feststoff
[ = (1.00, CHCI5) = +14.4.

R¢= 0.48 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A = 214 nm)

Ri=16.2 min

Zeit (min) 0 5 40 60
Acetonitril (%) 20 20 70 100
Wasser (%) 80 80 30 0

C1oH18FOs (M=232.206 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, CDCls), & [ppm] = 6.48 (dd, 1H, Ju1 2 = 6.30 Hz, Ju1 s = 1.90 Hz, 1-
H), 5.49 — 5.40 (M 1H, Jusr = 22.20 Hz, 3-H), 5.08 — 4.92 (m, 1H, Jusr = 50.27 Hz, 4-H),
4.73 (dt, 1H, Jnzps = 6.32 Hz, Juzns = 2.02, Jizr = 2.02 Hz, 2-H), 4.39 (ddd, 1H, Jueaes =
11.57 Hz, Jugaps = 7.25 Hz, Juear = 0.89 Hz, 6a-H), 4.31 (dd, 1H, Jngphea = 11.52 Hz, Jneb ks
= 5.58 Hz, 6b-H), 4.21 (ddd, 1H, Jusr = 27.47 Hz, Jusrea = 7.03 Hz, Jus ep = 5.93 Hz, 5-H),
2.14,2.11 (2s, 6H, 2 x CHs).

3C-NMR (75 MHz, CDCls), & [ppm] = 170.6, 170.5 (2 x C=0O(OAc)), 145.4 (C-1), 98.0 (C-
2), 81.7 (d, Jcar = 186.54 Hz, C-4), 72.7 (d, Jcsr = 18.69 Hz, C-5), 65.0 (d, Jcsr = 17.57 Hz
C-3), 62.0 (d, Jcsr = 3.91 Hz, C-6), 20.9, 20.8 (2 x CH3(OAC)).

YE.NMR (376.5 MHz, CDCly), & [ppm] = -218.9 (ddd, Je s = 49.70 Hz, Jeps = 27.14 Hz,
Jrns= 22.38 Hz).

FD-MS, m/z: 233.33 ([M + H]*, ber.: 233.07).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-4,6-O-benzyliden-3-O-
[2,3,6-tri-O-acetyl-p-D-4-desoxy-4-fluorgalacto-
pyranosyl]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonin-tert-
butylester (84)

F OAc oO
N
AcO 9
AcO AcHN o

Eine Losung aus 550 mg (0.799 mmol) Fmoc-Thr-(a-4,6-
FmocHN™ "CO,tBu
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Bzn-GalNACc)-OtBu 12 in 12.5 mL absol. Nitromethan und absol. Dichlormethan (2:3) wurde
mit 900 mg frisch aktiviertem Molekularsieb (4 A) und 404 mg (1.597 mmol)
Quecksilber(Il)-cyanid versetzt. Die Mischung wurde 30 min unter Argonatmosphére bei
Raumtemperatur gerihrt, bevor 593 mg (1.597 mmol) AcsGalFBr 2, geldst in 12.5 mL absol.
Nitromethan und absol. Dichlormethan (2:3), zugegeben wurden. Es wurde drei Stunde in der
Mikrowelle bei 80 °C und 100 W (5 min Aufheizphase, pmax=5.0 bar) erhitzt und durch Hyflo
in 80 mL einer ges. NaHCOs-Lsg. filtriert. Die wassrige Phase wurde mit 80 mL
Dichlormethan extrahiert und die vereinigten org. Phasen wurde mit je 40 mL einer ges.
NaHCOgs-Lsg. und einer ges. NaCl-Lsg. gewaschen und mit MgSO, getrocknet. AnschlieRend
wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt wurde
flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:3) gereinigt. Zur vollstandigen
Charakterisierung wurde eine kleine Menge der Verbindung mittels semipréparativer RP-HPLC

gereinigt.

Ausbeute: 0.70 g (90%, 0.72 mmol) farbloser amorpher Feststoff
[¢]5 = (1.00, CHCl) = +59.39.

R¢= 0.24 (“Hex/EtOAc, 2:3).

RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A = 264 nm)

R=25.9 min

Zeit (min) 0 10 25 60
Acetonitril (%) 50 50 77 100
Wasser (%) 50 50 23 0

CsoHs9FN2017 (M=979.005 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, CDCl; COSY, HMQC), & [ppm] = 7.76 (d, 2H, Jnaps = Jusns = 7.54
Hz, 4-H-, 5-H-Fmoc), 7.61 (d, 2H, Ju1 12 = Jusn7 = 6.05 Hz, 1-H-, 8-H-Fmoc), 7.51 (dd, 2H,
Jun = 7.90 Hz, Jyn = 1.54 Hz, Ha-Bzn), 7.39 (t, 2H, Jyzna = Jnems = 6.86 Hz, 3-H-, 6-H-
Fmoc), 7.36 — 7.26 (m, 5H, 2-H-, 7-H-Fmoc, Ha-Bzn), 5.91 (d, 1H, Jnn2n = 9.54 Hz, NH-
Ac), 5.84 (d, 1H, Inu1e = 9.44 Hz, NH-Urethan), 5.52 (s, 1H, CH-Bzn), 5.23 (dd, 1H, Ju2 11
=9.90 Hz, Jup'n3 = 8.27 Hz, 2°-H), 4.97 — 4.71 (m, 4H, 1-H, 1’-H, 3’-H, 4’-H, ), 4.71 — 4.62
(dd, 1H, Juyann = 9.75 Hz, Jyons = 8.27 Hz, Jyz1 = 3.55 Hz, 2-H), 4.68 — 4.60 (m, 3H, CH,-
Fmoc, 6a’-H), 4.32 — 4.10 (m, 6H, T% CH-Fmoc, 4-H, T?, 6a-H, 6b’-H), 4.10 — 3.93 (m, 2H,
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3-H, 6b-H), 3.80 (ddd, 1H, Jys-r = 26.33 Hz, Jus neas = 6.22 Hz, Jua uer: = 6.22 Hz, 5°-H),
3.73 — 3.60 (m, 1H, 5-H), 2.07, 2.03, 1.99, 1.98 (4s, 12H, 4 x CH3), 1.43 (s, 9H 3 x
CH;(tBu)), 1.26 (d, 3H, Jr,.1p = 5.94 Hz, T).

3C-NMR (100.6 MHz, DEPT, HMQC, CDCls), & [ppm] = 170.5 (C=O(NHAc)), 170.0,
169.8, 169.6 (3 x C=0O(OAc, Ester)), 156.7 (C=0O(Urethan)), 143.8, 143.8 (C-la-, C-8a-
Fmoc), 141.3 (C-4a-, C-5a-Fmoc), 137.6 (Cq-Bzn), 128.8, 128.1, 127.8 (Ca(Bzn)), 127.1 (C-
3-, C-6-Fmoc), 126.3 (C-2-, C-7-Fmoc), 126.0 (Ca/(Bzn), 125.0 (C-1-, C-8-Fmoc), 120.1 (C-
4-, C-5-Fmoc), 100.8 (CH-Bzn), 100.6 (C-1), 100.2 (C-17), 85.9 (d, Jcq ¢ = 186.62 Hz, C-4),
83.1 (Cq(tBu)), 76.3 (T"), 75.5 (C-4), 72,5 (C-3), 71.4 (d, 2C, JesF = 17.73 Hz, Jezr =
17.73 Hz, C-3°, C-5"), 69.1 (C-6), 68.5 (C-2"), 66.9 (CH,-Fmoc), 63.7 (C-5), 61.6 (d, Jcer =
5.15 Hz, C-6°), 59.2 (T%), 47.8 (C-2), 47.3 (CH-(Fmoc)), 28.1 (CHs (tBu)), 20.8, 20.7, 20.7,
20.7 (4 x CH3(OAC)), 19.2 (T™).

F-NMR (376.5 MHz, CDCls), & [ppm] = -215.9 — -216.6 (M, Jrus = 50.29 Hz, Jpus =
26.69 Hz, Jr 3 = 25.83 Hz; ein weiterer Signalsatz deutet auf das Auftreten von Konformeren
hin).

ESI-MS (positiv), m/z: 979.43 ([M]", ber.: 979.38), 1001.35 ([M + Na]", ber.: 1001.37),
1979.80 ([2 x M + Na]*, ber.: 1979.75).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 1001.3712 ([M + Na]", ber.: 1001.3695).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-0O-[2,3,6-tri-O-acetyl-

B-D-4-desoxy-4-fluor-galactopyranosyl]-a-D- F ogc HO O'(*)
L- in-tert- A o%&o%&y
galactopyranosyl)-L-threonin-tert-butylester (85) cOT potiy

FmocHN™ "CO,tBu

Eine Losung aus 560 mg (0.572 mmol) Fmoc-Thr(BAcs-GalF-(1—3)-a-4,6-O-Bzn-GalNAc)-
OtBu 84 in 75 mL Dichlormethan und Methanol (4:1) wurde mit 500 mg aktiviertem
Kieselgel (SiO2*NaHS04)™®! versetzt und iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Suspension wurde mit festem NaHCO3 neutralisiert und die org. Phase wurde dreimal mit je
50 mL ges. NaHCOs-Lsg. und 50 mL ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Nach dem Trocknen mit
MgSO, wurde das Lodsungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt wurde
flashchromatographisch an Kieselgel (EtOACc) gereinigt.
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Ausbeute: 484 mg (90%, 0.544 mmol) farbloser, amorpher Feststoff
[ = (1.00, CHCI3) = +35.6

Ri= 0.23 (EtOAc)

RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A = 264 nm)

R=16.1 min

Zeit (min) 0 10 25 60
Acetonitril (%) 50 50 77 100
Wasser (%) 50 50 23 0

Ca3HssFN2017 (M = 890.898 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, CDCls) & [ppm] = 7.72 (d, 2H, Juans = Jnsne = 7.52 Hz, 4-H-, 5-H-
Fmoc), 7.57 (d, 2H, Ju1n2 = Jngnr = 6.57 Hz, 1-H-, 8-H-Fmoc), 7.35 (t, 2H, Jusna = Jnems =
7.44 Hz, 3-H-, 6-H-Fmoc), 7.26 (t, 2H, Juan1 = Juzms = 7.15 Hz, 2-H-, 7-H-Fmoc), 6.19 (d,
1H, Innn2 = 9.55 Hz, NH-Ac), 5.83 (d, 1H, Jnpte = 9.04 Hz, NH-Urethan), 5.20 — 5.01 (m,
1H, 2°-H), 5.00 — 4.66 (m, 3H, 1-H, 3’-H, 4’-H), 4.59 (d, 1H, Ju; 1o = 7.68 Hz, 1-H), 4.53 —
4.23 (m, 4H, 2-H, 6a’-H, CH,-Fmoc), 4.24 — 3.98 (m, 5H, 4-H, 6b’-H, T% TP, CH-Fmoc),
3.93 - 3.72 (m, 4H, 6a/b-H, 5-H, 5’-H), 3.72 — 3.59 (m, 1H, 3-H), 2.03, 2.03, 1.98, 1.95 (4s,
12H, 4 x CHs), 1.40 (s, 9H; 3 x CH3(tBu)), 1.24 (d, 3H, Jr,1p = 5.78 Hz, T").

B3C-NMR (100.6 MHz, DEPT, HMQC, CDCls), & [ppm] = 170.6 (C=O(NHAc)), 170.4,
170.1, 169.7 (3 x C=0O(OAc, Ester)), 156.6 (C=0O(Urethan)), 143.7, 143.7 (C-la-, C-8a-
Fmoc), 141.3 (C-4a-, C-5a-Fmoc), 127.8 (C-3-, C-6-Fmoc), 127.1 (C-2-, C-7-Fmoc), 125.0
(C-1-, C-8-Fmoc), 120.1 (C-4-, C-5-Fmoc), 101.3 (C-17), 100.0 (C-1), 85.8 (d, Jc3f =
186.30 Hz, C-4"), 83.0 (Cq(tBu)), 77.8 (C-3), 76.0 (T"), 71.1 (d, Jcs ¢ = 17.46 Hz, C-5°), 70.8
(d, Jc3p=17.99 Hz, C-37), 70.1 (C-5), 69.3 (C-4), 68.5 (C-2"), 66.9 (CH,-Fmoc), 62.4 (C-6),
61.2 (d, Jcgr = 3.78 Hz, C-6), 59.2 (T%), 47.7 (C-2), 47.2 (CH-(Fmoc)), 28.0 (CH3(tBu)),
20.6 (4 x CH3(0AC)), 18.8 (T").

YE.NMR (376.5 MHz, CDCls), & [ppm] = -216.1 — -216.4 (M, Jg.114 = 50.65 Hz, Jp s = 27.26
Hz, Jp 3 = 25.97 Hz; ein weiterer Signalsatz deutet auf das Auftreten von Konformeren hin).
ESI-MS (positiv), m/z: 913.36 ([M + Na]”, ber.: 913.34), 1803.74 ([2 x M + Na]", ber.:
1803.69).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 913.3371 ([M + Na]", ber.: 913.3382).




164 5. Experimentalteil

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(4,6-di-O-acetyl-2-acetamido-2-desoxy-3-O-

[2,3,6-tri-O-acetyl-p-D-4-desoxy-4-fluor-galactopyranosyl]-a-D- F JOAc OAcgOAc
o) o)

galactopyranosyl)-L-threonin-tert-butylester (5) ACO&/O%
AcO AchN |

FmocHN™ ~CO,tBu
Eine Losung aus 286 mg (0.321 mmol) Fmoc-Thr(BAcs-GalF-(1—3)-a-GalNACc)-OtBu 85 in
10 mL Pyridin wurde mit 5 mL Essigsdureanhydrid versetzt und Uber Nacht bei
Raumtemperatur geruhrt. Das Loésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der
Ruckstand wurde dreimal mit je 30 mL Toluol kodestilliert und das Rohprodukt wurde mittels
Flashchromatographie an Kieselgel (“Hex/EtOAc, 1:3) gereinigt.

Ausbeute: 301 mg (96%, 0.309 mmol) farbloser, amorpher Feststoff
[¢]5 = (1.00, CHCI3) = +43.1

R¢=0.38 (“Hex/EtOAc, 1:3)

RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A = 264 nm)

R=22.8 min

Zeit (min) 0 10 25 60
Acetonitril (%) 50 50 77 100
Wasser (%) 50 50 23 0

C47Hs59FN2019 (M = 974.972 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, CDCls) & [ppm] = 7.76 (d, 2H, Jnans = Juspe = 7.44 Hz, 4-H-, 5-H-
Fmoc), 7.60 (d, 2H, Ju1n2 = Jugnr = 6.89 Hz, 1-H-, 8-H-Fmoc), 7.40 (t, 2H, Jusna = Jnems =
7.34 Hz, 3-H-, 6-H-Fmoc), 7.31 (t, 2H, Juzn1 = Juzms = 6.43 Hz, 2-H-, 7-H-Fmoc), 6.01 (d,
1H, Inkz = 9.36 Hz, NH-ACc), 5.85 (d, 1H, Jngte = 9.04 Hz, NH-Urethan), 5.33 (s, 1H, 4-H),
5.18 — 5.11 (m, 1H, 2’-H), 5.00 — 4.67 (m, 3H, 1-H, 3’-H, 4’-H), 4.60 (d, 1H, Jur-u» =
7.55Hz, 1’-H), 4.56 — 4.43 (m, 3H, 2-H, CHy-Fmoc), 4.37 (dd, 1H, Jueaner = 11.19 Hz,
Jhea s = 5.69 Hz, 6a’-H), 4.29 — 4.05 (m, 6H, 5-H, 6b’>-H, 6a-H, T? T?, CH-Fmoc), 4.02 —
3.89 (m, 1H, 6b-H), 3.88 — 3.68 (m, 2H, 3-H, 5’-H), 2.10, 2.07, 2.07, 2.05, 2.03, 1.99 (6s,
18H, 6 x CHs), 1.43 (s, 9H 3 x CH3(tBu)), 1.28 (d, 3H, Jr,rp = 6.00 Hz, T").

3C-NMR (100.6 MHz, DEPT, HMQC, CDCls), & [ppm] = 170.8 (C=O(NHAc)), 170.7,
170.3, 170.3, 170.2, 169.8 (5 x C=0(OAc, Ester)), 156.7 (C=0(Urethan)), 143.9 (C-1a-, C-
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8a-Fmoc), 141.6 (C-4a-, C-5a-Fmoc), 128.1 (C-3-, C-6-Fmoc), 127.3 (C-2-, C-7-Fmoc),
125.1 (C-1-, C-8-Fmoc), 120.3 (C-4-, C-5-Fmoc), 100.7 (C-1°), 100.4 (C-1), 85.7 (d, Jcar =
187.41 Hz, C-4°), 83.5 (Cq(tBu)), 77.4 (TP), 72.8 (C-3), 71.5 (d, Jcz-¢ = 17.73 Hz, C-3°), 71.1
(d, Jcs'r = 18.07 Hz, C-57), 69.3 (C-4), 68.5 (C-27), 68.1 (C-5), 67.2 (CH,-Fmoc), 63.0 (C-6),
63.4 (d, Jcgr = 5.77 Hz, C-6°), 59.3 (T%), 48.6 (C-2), 47.4 (CH-(Fmoc)), 28.3 (CH3(tBu)),
20.7 (6 x CH3(OAC)), 18.9 (T).

YE.NMR (376.5 MHz, CDCls), & [ppm] = -216.4 (dt, Jpus = 51.58 Hz, Jrus = 26.63 Hz,
Jrns = 26.63 Hz), -217.2 (dt, Jgus = 51.58 Hz, Jp ps: = 26.63 Hz, Jru3- = 26.63 Hz); Es liegen
zwei Konformere vor.

ESI-MS (positiv), m/z: 997.31 ([M + Na]*, ber.: 997.36), 1971.72 ([2 x M + Na]", ber.:
1971.73).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 997.3576 ([M + Na]", ber.: 997.3594).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(4,6-di-O-acetyl-2-acetamido-2-desoxy-3-O-
[2,3,6-tri-O-acetyl-p-D-4-desoxy-4-fluor-galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl)-L-

threonin (86) F  OAc OAcOAc
o} o}

Aco%&o%ﬂ
AcO AcHN o

Zu einer Mischung aus 301 mg (0.309 mmol) Fmoc-Thr(BAcs-GalF-(1—3)- FmocHN™ ~CO,H
aAcp-GalNAC)-OtBu 5 in 0.6 mL Wasser wurden 6 mL Trifluoressigsdure gegeben und die
Losung wurde zweieinhalb Stunden bei Raumtemperatur gerlhrt. Anschlieend wurden
50 mL Toluol zugegeben und das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt.
Nach funfmaligem Kodestillieren mit je 30 mL Toluol und zweimaligem Kodestillieren mit je
30 mL Dichlormethan wurde das Rohprodukt mittels Flashchromatographie an Kieselgel
(EtOAc/MeOH/HOAC, 9:1:0.1) gereinigt.

Ausbeute: 278 mg (98%, 0.30 mmol) farbloser, amorpher Feststoff
Ri=0.13 (EtOAc/MeOH/HOAC, 9:1:0.1)
RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A = 264 nm)
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Ri=19.1 min

Zeit (min) 0 5 30 60
Acetonitril + 0.1% TFA (%) 30 30 90 100
Wasser + 0.1% TFA (%) 70 70 10 0

CasHs1FN,016 (M = 918.865 g/mol)

ESI-MS (positiv), m/z: 941.13 ([M + Na]", ber.: 941.30), 1859.35 ([2 x M + Na]", ber.:
1859.60).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 941.2968 ([M + Na]", ber.: 941.2968).

5.3 Synthesen zu Kapitel 3.2

1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-D-galactopyranose (92)!*" oH

pses
o)
o]

*X¢)
Zu einer Suspension aus 39.60 g (0.220 mol) D-Galactose 20 und 88.62 g (0.553 >\
mol) wasserfreiem Kupfer(Il)-sulfat in 700 mL Aceton wurden unter Rihren 5.30 mL konz.
Schwefelsdure gegeben. Die Reaktionsmischung wurde 24 Stunden bei Raumtemperatur
gerlhrt, filtriert und das Filtrat wurde mit festem Ca(OH), neutralisiert. Anschlielfend wurde

durch Hyflo filtriert und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt
wurde flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 1:1) gereinigt.

Ausbeute: 46.5 g (81%, 0.18 mol), gelbes Ol

R¢=0.33 (‘Hex/EtOAc, 1:1)

C12H2006 (M=260.126 g/mol)

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & [ppm] = 5.56 (d, 1H, Jnynz = 5.12 Hz, 1-H), 4.61 (dd, 1 H,
Jusna = 2.23 Hz, sz = 8.15 Hz, 3-H) 4.34 — 4.32 (m, 1H, 2-H), 4.27 (dd, 1H, Juans =
1.53 Hz, Juaps = 8.12 Hz, 4-H), 3.87 — 3.83 (m, 2H, 6a-H, 5-H), 3.74 (dd, 1H, Juebhs =
7.41 Hz, b Hea = 14.35 Hz, 6b-H), 1.53, 1.46, 1.33 (35, 12 H, 4 x CH3).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.*
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0
L
0
0
o}
Zu einem Gemisch aus 8.71 mL (0.102 mol) Oxalylchlorid, 10 mL absol. THF und )O\
10 mL absol. Dichlormethan wurden bei -60 °C 14.43 mL (0.203 mol) absol.

Dimethylsulfoxid gegeben. AnschlieRend wurden innerhalb von fiinf Minuten 11.02 g (42.34

1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-D-galacto-hexodialdo-1,5-pyranose (93)1:43144

mmol) des Alkohols 92, geldst in 10 mL absol. Dichlormethan, zugegeben und die Lésung
wurde zehn Minuten gerihrt. Innerhalb von 15 Minuten wurden 56.90 mL (0.406 mol)
Triethylamin zugegeben und die Suspension wurde weitere 30 min bei -60 °C geruhrt, bevor
auf Raumtemperatur erwdrmt wurde. Nach Zusatz von 50 mL Wasser wurde zweimal mit je
50 mL Dichlormethan extrahiert. Die org. Phase wurde mit Na,SO, getrocknet und das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde

mittels Flashchromatographie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 7:3) gereinigt.

Ausbeute: 8.62 g (79%, 33.39 mmol), gelbes Ol

R¢=0.330 (“Hex/EtOAc, 7:3)

C12H15806 (M=258.268 g/mol)

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & [ppm] = 9.57 (s, 1H, CHO), 5.63 (d, 1H, Jn1n2 = 4.91 Hz, 1-
H), 4.63 — 4.53 (m, 2H, 3-H, 4-H), 4.34 (dd, 1H, Jyzp1 = 4.91 Hz, Juaps = 2.46 Hz, 2-H), 4.15
(d, 1H, s e = 2.14 Hz, 5-H), 1.46, 1.39, 1.30, 1.27 (4 x s, 12 H, 4 x CHs).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?"!

6-Desoxy-6,6-difluor-1,2:3,4-di-O-isopropyliden-a-D-galactopyranose (89)*4¢!
F

o LF
e
o]

o]
Zu einer Losung aus 0.81 g (3.14 mol) des Aldehyds 93 in 25 mL absol. ?O\
Dichlormethan wurden bei 0 °C langsam 0.85 mL (6.91 mmol) N,N-Diethylaminoschwefel-
trifluorid (DAST) getropft und die Lésung wurde auf Raumtemperatur erwarmt. Nachdem
uber Nacht bei dieser Temperatur geriihrt wurde, wurden 5 mL Methanol zugegeben. Die org.
Phase wurde zweimal mit je 50 mL einer ges. NaHCOs-Lsg. gewaschen, mit MgSO,

getrocknet und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde durch

Flashchromatographie an Kieselgel (“Hex/EtOAc, 3:1) gereinigt.
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Ausbeute: 1.40 g (67%, 5.00 mmol), gelblicher Feststoff

Rf=0.59 (‘Hex/EtOAc, 3:1)

C12H18F205 (M=280.265 g/mol)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), 5 [ppm] = 5.81 (ddd, 1H, Juera = 53.76 Hz, Jusrp = 53.76 Hz,
Jhe s = 6.62 Hz, 6-H), 5.53 (dd, 1H, Ju1nz = 4.86 Hz, Juips = 1.98 Hz, 1-H), 4.62 (ddd, 1H,
Jhapz = 7.96 Hz, Juspa = 2.51 Hz, Jusr = 2.51 Hz, 3-H), 4.37 — 4.31 (m, 2H, 2-H, 4-H), 3.92 —
3.83 (M, 1H, 5-H), 1.52, 1.44, 1.33, 1.32 (4s, 12 H, 4 x CHy).

BE.NMR (376.5 MHz, CDCls), & [ppm] = -129.2 (ddd, 1F, Jrarp = 296.99 Hz, Jrans =
58.26 Hz, Jraps = 11.63 Hz, 6-Fa), -131.0 (ddd, 1F, Jepra = 298.29 Hz, Jrps = 54.00 Hz,
Jrb s = 3.86 Hz, Jep ha = 2.07 Hz, 6-Fb).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[**%!

6-Desoxy-6,6-difluor-1,2,3,4-tetra-O-acetyl-a/B-D-galactopyranose (94)4°! .

Aco LF
O
AcO
AcO 0OAc

Es wurden 1.36 g (4.87 mmol) des geschiitzten Zuckers 89 in 30 mL eines Gemisches aus
konz. Essigsaure und Wasser (8:2) zwei Tage auf 80 °C erhitzt. Das Lésungsmittel wurde im
Vakuum entfernt und der Rickstand wurde viermal mit je 30 mL Toluol kodestilliert. Die
erhaltene vollstdndig deblockierte Galactose wurde anschlieRend in 20 mL Pyridin geldst, mit
457 mL (48.65 mmol) Essigsédureanhydrid versetzt und tber Nacht bei Raumtemperatur
gertihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rickstand wurde erneut
viermal mit je 50 mL Toluol kodestilliert. Das erhaltene Rohprodukt wurde durch

Flashchromatographie an Kieselgel (“Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt.

Ausbeute: 1.70 g (97%, 4.72 mmol), gelbes Ol

R¢=0.37 (“Hex/EtOAc, 2:1)

C14H18F209 (M=360.204 g/mol)

YE.NMR (376.5 MHz, CDCl3), & [ppm] = -128.0 — -131.3 (m, 2F, 6-Fa/b).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[**®!
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6-Desoxy-6,6-difluor-1,2,3,4-tetra-O-acetyl-a-D-galactosylbromid (3)
F
AcO L-F

(0]
AcO

. ] AcO B
Zu einer auf 0 °C gekuhlten Ldsung aus 5.46 g (15.16 mmol) des peracetylierten '

Zuckers 94 in 50 mL absol. Dichlormethan wurden langsam 10.47 mL (60.63 mmol) einer
33%igen Losung von HBr in Eisessig getropft. Die Losung wurde drei Tage bei
Raumtemperatur geruhrt, auf 300 mL Eiswasser gegossen und mit festem NaHCOs;
neutralisiert. Die erhaltene Wasserphase wurde dreimal mit je 50 mL Dichlormethan
extrahiert und die vereinigten org. Phasen wurden zweimal mit je 50 mL einer ges. NaHCOs-
Lsg. gewaschen. Nach dem Trocknen mit MgSO, wurde das Losungsmittel im Vakuum
entfernt und das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel (“Hex/EtOAc, 2:1)

gereinigt.

Ausbeute: 3.01 g (51%, 7.74 mmol) gelblicher Feststoff
[]5 = (1.00, CHCI3) = +185.0.

Rf= 0.55 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A = 214 nm)

R=20.0 min

Zeit (min) 0 5 40 60
Acetonitril (%) 20 20 70 100
Wasser (%) 80 80 30 0

C12H15BrF,0;, (M=389.144 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, CDCls), 8 [ppm] = 6.69 (d, 1H, Jyi 2 = 3.98 Hz, 1-H), 5.77 (ddd 1H,
Juera = 54.27 Hz, Jue o = 55.89Hz, Jyens = 5.44 Hz, 6-H), 5.67 — 5.64 (m, 1H, 4-H), 5.36
(dd, 1H, JuzHe = 10.65 Hz, Jusng = 3.27 Hz, 3-H), 5.04 (dd, 1H, Juzn1 = 10.65 Hz, Jyops =
4.01 Hz, 2-H), 4.37 (ddd, 1H, Jusr = 10.74 Hz, Jus e = 7.62 Hz, Jys e = 2.77 Hz, 5-H), 2.13,
2.09, 1.99 (3s, 9H, 3 x CHj3).

BC-NMR (75 MHz, CDCls), & [ppm] = 170.0, 169.7, 169.3 (3 x C=0(0Ac)), 112.3 (dd, Jracs
= 246.71 Hz, Jrpce = 241.40 Hz, C-6), 87.0 (C-1), 72.3 (dd, Jcsra = 30.64 Hz, Jcsrp = 26.34
Hz, C-5), 67.4 (C-3), 67.4 (C-2), 65.9 (dd, Jcara= 5.51 Hz, Jcar, = 2.40 Hz, C-4), 20.7, 20.5,
20.5 (3 x CH3(OAC)).
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YE.NMR (376.5 MHz, CDCl3), & [ppm] = -129.0 (ddd, Jrarp = 302.59 Hz, Jrans = 55.75 Hz,
Jrans = 10.80 Hz, 6-Fa), -130.4 (ddd, Jrpra = 302.26 Hz, Jpy e = 54.16 Hz, Jep s = 5.20 Hz, 6-
Fb).

FD-MS, m/z: 309.35 ([M - Br]", ber.: 309.08), 389.34 ([M + H]", ber.: 389.00).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-4,6-O-benzyliden-3-O-
[2,3,4-tri-O-acetyl-B-D-6-desoxy-6,6-difluorgalacto-
pyranosyl]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonin-tert-
butylester (95) Ao FF e
o) o)
Aco%&ogﬁ
AcO AcHN
o)
Eine Losung aus 1.13 g (1.634 mmol) Fmoc-Thr-(a-4,6- FmocHN” ~CO,tBu
Bzn-GalNAC)-OtBu 12 in 12.5 mL absol. Nitromethan und absol. Dichlormethan (2:3) wurde
mit 900 mg frisch aktiviertem Molekularsieb (4 A) und 0.40 g (1.597 mmol) Quecksilber(11)-
cyanid versetzt. Die Mischung wurde 30 min unter Argonatmosphare bei Raumtemperatur
geriihrt, bevor eine Losung aus 1.27 g (3.267 mmol) AcsGalF,Br (3), geldst in 12.5 mL absol.
Nitromethan und absol. Dichlormethan (2:3), zugegeben wurde. Es wurde neun Stunden in
der Mikrowelle bei 80 °C und 100 W (5 min Aufheizphase, pmax=5.0 bar) erhitzt, durch Hyflo
in 80 mL einer ges. NaHCOs-Lsg. filtriert und die waéssrige Phase wurde mit 80 mL
Dichlormethan extrahiert. Die org. Phase wurde mit je 40 mL ges. NaHCOs-Lsg. und ges.
NaCl-Lsg. gewaschen und mit MgSQ, getrocknet. Anschliefend wurde das Lésungsmittel im

Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc,
2:3) gereinigt.

Ausbeute: 0.57 g (35%, 0.57 mmol) farbloser amorpher Feststoff
[¢]5 = (1.00, CHCls) = +55.77.

R¢= 0.33 (“Hex/EtOAc, 2:3)

RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A = 264 nm)
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R=28.5 min

Zeit (min) 0 10 25 60
Acetonitril (%) 50 50 77 100
Wasser (%) 50 50 23 0

CsoHsgF2N2017 (M=996.996 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, CDCl;, COSY, HMQC), & [ppm] = 7.77 (d, 2H, Juaps = Jnspe =
7.62 Hz, 4-H-, 5-H-Fmoc), 7.60 (d, 2H, Ju1r2 = Jug 7 = 6.66 Hz, 1-H-, 8-H-Fmoc), 7.52 (dd,
2H, Jun = 7.85 Hz, Jun = 1.52 Hz, Ha-Bzn), 7.45 — 7.24 (m, 7H, 2-H-, 3-H-, 6-H-, 7-H-
Fmoc, Ha-Bzn), 5.89 (d, 1H, Inn2n = 9.23 Hz, NH-Ac), 5.82 (ddd, 1H, Jue ra = 55.55 Hz,
Jne b = 55.31 Hz, Jye s = 5.93 Hz, 6’-H), 5.55 — 5.50 (m, 2H, 4’-H, CH-Bzn), 5.45 (d, 1H,
Inmte = 9.34 Hz, NH-Urethan), 5.18 (dd, 1H, Ju» n1- = 7.30 Hz, Jyp- 3 = 10.05 Hz, 2°-H),
4.96 (dd, 1H, Jus o = 10.13 Hz, Juz e = 2.47 Hz, 3°-H), 4.92 (d, 1H, Jp1nz = 2.47 Hz, 1-H),
4.77 — 4.62 (m, 2H, 1’-H, 2-H), 4.52 (d, 1H, JcH2-Fmoc,cH-Fmoc = 6.29 Hz, CH,-Fmoc), 4.33 —
4.11 (m, 5H, T% CH-Fmoc, 4-H, T?, 6a-H), 4.04 (d, 1H, Jugbrea = 12.41 Hz, 6b-H), 3.92 —
3.75 (m, 2H, 3-H, 5’-H), 3.70 — 3.59 (m, 1H, 5-H), 2.11, 2.05, 1.99, 1.95 (4s, 12H, 4 x CH3),
1.43 (s, 9H 3 x CHa(tBu)), 1.23 (d, 3H, Jr,1p = 4.80 Hz, T").

BC-NMR (100.6 MHz, DEPT, HMQC, CDCls), & [ppm] = 170.1 (C=O(NHAc)), 169.9,
169.8, 169.4 (3 x C=0O(OAc, Ester)), 156.4 (C=O(Urethan)), 143.7, 143.7 (C-la-, C-8a-
Fmoc), 141.4 (C-4a-, C-5a-Fmoc), 137.6 (Cg-Bzn), 128.9, 128.2, 127.9 (Ca«(Bzn)), 127.1 (C-
3-, C-6-Fmoc), 126.3 (C-2-, C-7-Fmoc), 126.1 (Car(Bzn), 124.9 (C-1-, C-8-Fmoc), 120.1 (C-
4-, C-5-Fmoc), 113.1 (dd, Jce ra = 243.52 Hz, Jce rp = 243.52 Hz, C-6), 101.9 (C-1), 100.8
(CH-Bzn), 100.4 (C-1), 83.3 (Cq(tBu)), 76.3 (T"), 76.0 (C-4), 75.3 (C-3), 72.6 (dd, Jcs ra =
27.67 Hz, Jcs = 27.67 Hz, C-57), 70.2 (C-3”), 69.1 (C-6), 68.5 (C-2"), 66.8 (CH2-Fmoc),
65.9 (C-4"), 63.6 (C-5), 59.0 (T), 47.8 (C-2), 47.3 (CH-(Fmoc)), 28.1 (CH3(tBu)), 20.7, 20.6,
20.6, 20.5 (4 x CH3(OAC)), 18.9 ().

YF-NMR (376.5 MHz, CDCls), 5 [ppm] = -128.3 (dd, Jrane = 52.82 Hz, Jppne = 52.82 Hz,
Fa), -128.9 —-129.2 (m, Fb).

ESI-MS (positiv), m/z: 997.41 ([M + H]", ber.: 997.38), 1019.35 ([M + Na]", ber.: 1019.36),
2016.77 ([2 x M + Na]", ber.: 2015.73).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 997.3776 ([M + H]", ber.: 997.3782).
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-0-[2,3,4-tri-O-acetyl-
B-D-6-desoxy-6,6-difluor-galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonin-tert-
butylester (110) £ OH
AcO | F HO
o) o)
Acog&o%
AcO AcHN
o)
Eine Losung aus 404 mg (0.405 mmol) Fmoc-Thr(BAcs-
GalF,-(1—3)-a-4,6-0-Bzn-GalNACc)-OtBu 95 in 50 mL

Dichlormethan und Methanol (4:1) wurde mit 400 mg aktiviertem Kieselgel

FmocHN™ "CO,tBu

(SiO2*NaHS0,4)®! versetzt. Das Gemisch wurde tiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt,
mit festem NaHCO; neutralisiert, und die org. Phase wurde dreimal mit je 50 mL ges.
NaHCOg3-Lsg. und mit 50 mL ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Nach dem Trocknen mit MgSO,
wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde flashchromato-

graphisch an Kieselgel (EtOAc) gereinigt.

Ausbeute: 302 mg (82%, 0.33 mmol) farbloser, amorpher Feststoff
[¢]5 = (1.00, CHCI3) = +27.8

Ri=0.27 (EtOAC)

RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A = 264 nm)

Ri=17.1 min

Zeit (min) 0 10 25 60
Acetonitril (%) 50 50 77 100
Wasser (%) 50 50 23 0

C43Hs4F2N2047 (M =908.889 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, CDCl; COSY, HMQC) & [ppm] = 7.75 (d, 2H, Juans = Jns e = 7.45 Hz,
4-H-, 5-H-Fmoc), 7.58 (d, 2H, Ju1nz = Jug 7 = 6.95 Hz, 1-H-, 8-H-Fmoc), 7.38 (t, 2H, Jus a
= Juens = 7.35 Hz, 3-H-, 6-H-Fmoc), 7.32 — 7.25 (m, 2H, 2-H-, 7-H-Fmoc), 6.08 (d, 1H,
Inmmz = 9.65 Hz, NH-Ac), 5.73 (td, 1H, Jue k. = 55.50 Hz, Jue pp = 55.50 Hz, Jpe s = 5.70
Hz, 6’-H), 5.63 — 5.56 (m, 1H, NH-Urethan), 5.49 (s, 1H, 4’-H), 5.20 — 5.10 (m, 1H, 2’-H),
4.93 (dd, 1H, Juz 2 = 10.52 Hz, Juz e = 2.62 Hz, 3°-H), 4.81 (d, 1H, Jp1nz = 2.45 Hz, 1-H),
4.63 (d, 1H, Jup o = 7.93 Hz, 1°-H), 4.59 — 4.43 (m, 3H, 2-H, CHx-Fmoc), 4.25 — 3.98 (m,
4H, 4-H, T*, T?, CH-Fmoc), 3.95 — 3.73 (m, 4H, 6a/b-H, 5-H, 5°-H), 3.69 (d, 1H, Juznz =
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10.68 Hz, 3-H), 2.11, 2.06, 1.98, 1.94 (4s, 12H, 4 x CHg), 1.41 (s, 9H, 3 x CHs(tBu)), 1.24 (d,
3H, Jr,1p = 6.39 Hz, TY).

3C-NMR (100.6 MHz, DEPT, HMQC, CDCls), & [ppm] = 170.1 (C=O(NHAc)), 170.1,
169.7, 169.7 (3 x C=0(OAc, Ester)), 156.4 (C=0(Urethan)), 143.7, 143.6 (C-la-, C-8a-
Fmoc), 141.3 (C-4a-, C-5a-Fmoc), 127.9 (C-3-, C-6-Fmoc), 127.1 (C-2-, C-7-Fmoc), 125.9,
125.9 (C-1-, C-8-Fmoc), 120.1 (C-4-, C-5-Fmoc), 112.8 (t, Jcora = 243.34 Hz, Jogro =
243.34 Hz, C-6%), 101.8 (C-1°), 100.0 (C-1), 83.2 (Cq(tBu)), 78.1 (C-3), 76.3 (TP), 72.7 (dd,
Jos ra = 27.66 Hz, Jcs-py = 27.66 Hz, C-5°), 70.2 (C-3°), 70.0 (C-5), 69.6 (C-4), 68.1 (C-2°),
66.8 (CH,-Fmoc), 66.1 (C-4%), 62.7 (C-6), 59.1 (T%), 47.6 (C-2), 47.3 (CH-(Fmoc)), 28.0
(CH5(tBu)), 20.7, 20.7, 20.5, 20.5 (4 x CH3(OAC)), 18.6 (T7).

YE.NMR (376.5 MHz, CDCls), & [ppm] = -228.7 — -129.2 (M, Jrue = 55.69 Hz, Jpus =
25.05 Hz, Jp s = 8.16 Hz).

ESI-MS (positiv), m/z: 931.35 ([M + Na]", ber.: 931.33), 1839.72 ([2 x M + Na]", ber.:
1839.67).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 931.3260 ([M + Na]", ber.: 931.3288).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(4,6-di-O-acetyl-2-acetamido-2-desoxy-3-O-
[2,3,4-tri-O-acetyl-p-D-6-desoxy-6,6-difluor-galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl)-L-
F OAc
AcO / F AcO
o) o)
ACO&/O%
AcO AcHN
o]
Eine Losung aus 302 mg (0.255 mmol) Fmoc-Thr(BAcs- FmocHN™ “CO,fBu
GalF2-(1—3)-a-GalNAc)-OtBu 110 in 12 mL Pyridin wurde mit 6 mL Essigsaureanhydrid

threonin-tert-butylester (6)

versetzt und Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt, der Riickstand wurde dreimal mit je 30 mL Toluol kodestilliert

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

Ausbeute: 271 mg (82%, 0.273 mmol) farbloser, amorpher Feststoff
[¢]5 = (1.00, CHCI3) = +42.1

R¢= 0.48 (“Hex/EtOAc, 1:3)

RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A = 264 nm)
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Ri=24.1 min

Zeit (min) 0 10 25 60
Acetonitril (%) 50 50 77 100
Wasser (%) 50 50 23 0

C47H58F2N2019 (M =992.962 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3 COSY, HMQC) & [ppm] = 7.76 (d, 2H, Juapz = Jus e = 5.41 Hz,
4-H-, 5-H-Fmoc), 7.66 — 7.46 (m, 2H, 1-H-, 8-H-Fmoc), 7.44 — 7.36 (m, 2H, 3-H-, 6-H-
Fmoc), 7.35 — 7.25 (m, 2H, 2-H-, 7-H-Fmoc), 6.11 (d, 1H, Jxwmz = 9.79 Hz, NH-Ac), 5.79
(td, 1H, Jue ra = 54.55 Hz, Jye ro = 54.55 Hz, Jye'ns = 5.87 Hz, 6’-H), 5.59 (d, 1H, Inp.te =
9.57 Hz, NH-Urethan), 5.49 (s, 1H, 4’-H), 5.37 (d, 1H, Juans = 3.06 Hz, 4-H), 5.07 (dd, 1H,
iy ny = 1047 Hz, Jypur = 7.78 Hz, 2°-H), 4.91 (dd, 1H, Juz > = 10.38 Hz, Juz s =
3.10 Hz, 3°-H), 4.77 (d, 1H, Jnypz = 2.83 Hz, 1-H), 4.62 (d, 1H, Jy-u = 7.83 Hz, 1’-H),
4.57 — 4.47 (m, 3H, 2-H, CH,-Fmoc), 4.26 — 4.16 (m, 2H, T*, CH-Fmoc), 4.16 — 4.04 (m, 3H,
TP, 5-H, 6a-H), 4.04 — 3.94 (m, 1H, 6b-H), 3.88 — 3.73 (m, 2H, 3-H, 5°-H), 2.14, 2.13, 2.11,
2.04,1.98, 1.95 (6s, 18H, 6 x CH3), 1.42 (s, 9H, 3 x CHs(tBu)), 1.26 (d, 3H, Jr, 1 = 6.06 Hz,
™.

BC-NMR (100.6 MHz, DEPT, HMQC, CDCls), & [ppm] = 175.3 (C=O(NHAc)), 170.5,
170.3, 170.2, 169.8, 169.6 (5 x C=0O(OAc, Ester)), 156.5 (C=0(Urethan)), 143.6 (C-1la-, C-
8a-Fmoc), 141.4, 141.3 (C-4a-, C-5a-Fmoc), 127.9 (C-3-, C-6-Fmoc), 127.2 (C-2-, C-7-
Fmoc), 124.9 (C-1-, C-8-Fmoc), 120.1 (C-4-, C-5-Fmoc), 113.0 (dd, Jce ra = 245.13 Hz,
Joero = 241.57 Hz, C-6%), 101.0 (C-17), 100.2 (C-1), 83.4 (Cq(tBu)), 76.9 (T"), 73.0 (C-3),
72.6 (d, Jcs'r = 30.55 Hz, C-5), 70.2 (C-3”), 69.3 (C-4), 68.0 (C-2"), 67.8 (C-5), 66.8 (CH,-
Fmoc), 66.0 (d, Jcs r = 5.68 Hz, C-4’), 62.8 (C-6), 59.1 (T%), 48.5 (C-2), 47.3 (CH-(Fmoc)),
28.1 (CHs(tBu)), 20.9, 20.7, 20.7, 20.6, 20.6, 20.5 (6 x CH3(OAc)), 18.6 (T7).

YE-NMR (376.5 MHz, CDCls), & [ppm] = -127.6 —-131.7 (m, 2F).

ESI-MS (positiv), m/z: 1015.29 ([M + Na]®, ber.: 1015.35), 2008.69 ([2 x M + Na]", ber.:
2008.71).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 1015.3503 ([M + Na]", ber.: 1015.3500).
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(4,6-di-O-acetyl-2-acetamido-2-desoxy-3-O-
[2,3,4-tri-O-acetyl-p-D-6-desoxy-6,6-difluor- oA

C
galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonin ACO%F&CCO

F
AcO
(98) RO AcHN
B

FmocHN™ "CO,H
Zu einer Mischung aus 271 mg (0.273 mmol) Fmoc-Thr(BAcs-GalF2-(1—3)-aAc,-GalNAC)-
OtBu 6 in 0.6 mL Wasser wurden 6 mL Trifluoressigsaure gegeben und die Losung wurde 2.5
h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurden 50 mL Toluol zugegeben und das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Nach funfmaligem Kodestillieren

mit je 30 mL Toluol und zweimaligem Kodestillieren mit je 30 mL Dichlormethan wurde das
Rohprodukt flashchromatographisch an Kieselgel (EtOAc/MeOH/HOAC, 9:1:0.1) gereinigt.

Ausbeute: 239 mg (93%, 0.26 mmol) gelblicher, amorpher Feststoff
R¢=0.20 (EtOAc/MeOH/HOAC, 9:1:0.1)
RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A = 264 nm)

Ri=21.6 min

Zeit (min) 0 5 30 60
Acetonitril + 0.1% TFA (%) 30 30 90 100
Wasser + 0.1% TFA (%) 70 70 10 0

Ca3Hs0F2N2019 (M = 936.856 g/mol)

ESI-MS (positiv), m/z: 959.22 ([M + Na]®, ber.: 959.29), 1895.49 ([2 x M + Na]", ber.:
1895.58).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 959.2827 ([M + Na]", ber.: 959.2874).
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5.4 Synthesen zu Kapitel 3.3

3,4-Di-O-acetyl-6-desoxy-6-fluorgalactal (7) F

Es wurden 3.66 g (55.93 mmol) Zinkpulver durch zweimaliges Digerieren in verd. Salzsaure
(2 M) und Waschen mit Wasser, Essigsdureethylester und Diethylether aktiviert. Das so
behandelte Zink wurde anschliefend in 70 mL Essigséureethylester aufgeschlammt, mit
0.53mL (6.711 mmol) N-Methylimidazol versetzt und zum Sieden erhitzt. Anschliel3end
wurden 2.18 g (5.593 mmol) des anomeren Bromids 3, geltst in 10 mL Essigsdureethylester,
binnen einer Stunde zugetropft und das Gemisch wurde weitere zwei Stunden refluxiert. Nach
dem Abkihlen wurde die Reaktionsmischung durch Hyflo filtriert und die org. Phase wurde
zweimal mit je 50 mL verd. Salzsdure (1 M) und ges. NaHCO3-Lsg. gewaschen. Nach dem
Trocknen mit MgSO, wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Produkt wurde
flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt.

Ausbeute: 1.22 g (87%, 4.88 mmol) gelblicher Feststoff
[]5 = (1.00, CHCIs) = -39.0.

Ri= 0.46 (‘Hex/EtOAcC, 2:1)

RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A = 214 nm)

R= 16.8 min

Zeit (min) 0 5 40 60
Acetonitril (%) 20 20 70 100
Wasser (%) 80 80 30 0

C1oH12F205 (M=232.206 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, CDCls), § [ppm] = 6.50 (d, 1H, Juzpz = 6.31 Hz, 1-H), 5.86 (td, 1H,
Jnera = 55.45 Hz, Jugro = 55.45 Hz, Jugps = 5.99 Hz, 6-H), 5.62 — 5.47 (m, 2H, 3-H, 4-H),
4.75 (dt, 1H, Juzms = 6.31 Hz, Juzps = 1.96, Juzr = 1.96 Hz, 2-H), 4.20 (dd, 1H, Jus rean =
14.23 Hz, Jus e = 7.61 Hz, 5-H), 2.14, 2.03 (25, 6H, 2 x CHy).
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BC-NMR (75 MHz, CDCls), & [ppm] = 170.2, 169.8 (2 x C=0(OAc)), 144.8 (C-1), 112.7 (t,
Jes.ra= Jeorp = 243.78 Hz, C-6), 99.6 (C-2), 73.8 (t, Jesra = Jesm = 27.19 Hz, C-5), 63.5 (3C),
62.0 (d, Jeafra = Jeafn = 4.21 Hz C-4), 20.7, 20.6 (2 x CH3(OAC)).

YE.NMR (376.5 MHz, CDCls), & [ppm] = -129.6 (d, Jrap Hs = 55.07 Hz).

FD-MS, m/z: 251.29 ([M + H]", ber.: 251.20).

2-Deoxy-2-azido-6-desoxy-6,6-difluor-3,4-di-O-acetyl-a-D-galactalosylbromid (100)

AcO L

AcO 2
Es wurden 9.91 g (18.09 mmol) Cerammoniumnitrat und 0.89 g (9.043 mmol) Nabr
Natriumazid, das zuvor vier Stunden im Hochvakuum getrocknet wurde, in 70 mL absol.
Acetonitril bei 5 °C tropfenweise mit 1.51 g (6.029 mmol) Difluorgalactal 7, gelost in 30 mL
absol. Acetonitril, versetzt. Nach drei Tagen Reaktionszeit wurden der Suspension 100 mL
kalter Diethylether zugegeben und die Mischung wurde auf 300 mL Eiswasser gegossen. Die
erhaltene org. Phase wurde dreimal mit je 50 mL Wasser gewaschen und mit MgSO,
getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde das Rohprodukt durch
Flashchromatographie an Kieselgel (“Hex/EtOAc, 5:1) gereinigt. Das erhaltene

Anomerengemisch wurde ohne weitere Charakterisierung in der néchsten Stufe eingesetzt.
Ausbeute: 0.40 g (19%, 1.14 mmol) farbloses Ol

Zu einer Suspension aus 0.50 g (5.700 mmol) Lithiumbromid in 20 mL absol. Acetonitril
wurden langsam 0.40 g (1.140 mmol) Azidonitrat 99, gel6st in 10 mL absol. Acetonitril,
gegeben. Es wurde ber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt, mit 50 mL Dichlormethan
verdiinnt und die erhaltene org. Phase wurde zweimal mit je 50 mL ges. NaCl-Lsg.
gewaschen. Nach dem Trocknen mit MgSO, wurde das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt und das erhaltene Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel
(‘Hex/EtOAc, 5:1) gereinigt.

Ausbeute: 43 mg (10%, 0.12 mmol) farbloser Feststoff
[«]5 = (1.00, CHCI3) = +195.0.
Rf=0.27 (“Hex/EtOAc, 5:1)
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RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A = 214 nm)

R=30.4 min

Zeit (min) 0 5 40 60
Acetonitril (%) 20 20 70 100
Wasser (%) 80 80 30 0

C1oH12BrF2N3;0s (M=372.120 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, CDCls), & [ppm] = 6.50 (d, 1H, Ju1n2 = 3.85 Hz, 1-H), 5.79 (ddd, 1H,
Jhear = 55.80 Hz, Jugor = 55.61 Hz, Jusns = 5.47 Hz, 6-H), 5.69 — 5.64 (m, 1H, 4-H), 5.33
(dd, 1H, Jnznz = 10.74 Hz, Juz s = 3.18 Hz, 3-H), 4.40 (dddd, 1H, Jus e = 6.46 Hz, Jpsra =
5.49 Hz, Jusrp = 5.48 Hz, Juspa = 0.93 Hz, 5-H), 4.03 (dd, 1H, Jnons = 10.73 Hz, Jho s =
3.87 Hz, 3-H), 2.17, 2.07 (2s, 6H, 2 x CH3).

BC-NMR (75 MHz, CDCls), & [ppm] = 169.3, 169.1 (2 x C=0(OAc)), 112.2 (dd, Jracs =
246.67 Hz, Jry.co = 241.87 Hz, C-6), 87.7 (C-1), 72.6 (dd, Jcs ra = 30.24 Hz, Jesrp = 26.47 Hz,
C-5), 69.4 (C-3), 65.4 (dd, Jcara = 5.05 Hz, Jearp = 2.21 Hz, C-4), 58.3 (C-2), 20.5, (2 x
CH3(OAC)).

YE.NMR (376.5 MHz, CDCl3), & [ppm] = -128.9 (ddd, Jrarp = 301.33 Hz, Jrans = 55.21 Hz,
Jrans = 10.66 Hz, 6-Fa), -130.3 (ddd, Jep ra = 301.66 Hz, Jep e = 53.88 Hz, Jro s = 5.52 Hz, 6-
Fb).

FD-MS, m/z: 292.35 ([M - Br]", ber.: 292.07).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3,4-isopropyliden-a-p-

o _OH
K
o)
AcHN |
Zu einer Losung aus 0.82 g (1.365 mmol) Fmoc-Thr(aAcsGalNAC)-OtBu FmocHN™ “CO,tBu

galactopyranosyl)-L-threonine-tert-butylester (102)

58 in 20 mL Dimethoxypropan wurden 27.30 mg (0.118 mmol) (-)-Camphersulfonséure
gegeben und die Mischung wurde drei Tage bei Raumtemperatur unter Argonatmosphare
gertihrt. Nachdem 0.093 mL Triethylamin zugesetzt wurden, wurde das Ldsungsmittel im

Vakuum entfernt und der Rickstand wurde vier Stunden auf 65°C in 22 mL einer Mischung
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aus Methanol und Wasser (10:1) erhitzt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt und das Rohprodukt wurde durch Flashchromatographie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc,
1:4) gereinigt.

Ausbeute: 0.69 g (79%, 1.07 mmol) farbloser amorpher Feststoff.
[ = (1.00, CHCI3) = +53.4

Ri= 0.34 (‘Hex/EtOAc, 1:4)

RP-HPLC (PerfectSil C18(2), A = 214 nm)

Ri= 8.3 min

Zeit (min) 0 30 40
Acetonitril (%) 50 80 100
Wasser (%) 50 20 0

C34H14N2019(M= 640.721 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3 COSY), & [ppm] = 7.75 (d, 2H, Juapns = Jusne = 7.34 Hz, 4-H-,
5-H-Fmoc), 7.59 (d, 2H, Ju1n2 = Jug 7 = 7.34 Hz, 1-H-, 8-H-Fmoc), 7.41 — 7.35 (m, 2H, 3-H-
, 6-H-Fmoc), 7.33 — 7.26 (m, 2H, 2-H-, 7-H-Fmoc), 6.01 (d, 1H, Jnpr2 = 9.65 Hz, NHAC),
5.43 (d, 1H, Jnite = 9.41 Hz, NH-Urethan), 4.77 (d, 1H, Ju1nz = 3.03 Hz, 1-H), 4.45 (d, 2H,
JcHz.ch = 6.69 Hz, CH,-Fmoc), 4.32 — 4.17 (m, 3H, 2-H, CH-Fmoc, T%), 4.19 — 4.15 (m, 1H,
4-H), 4.15 — 4.08 (m, 2H, TP, 5-H), 4.03 (dd, 1H, Juzpz = 9.20 Hz, Juzpa = 4.89 Hz, 3-H),
3.94 (dd, 1H, JneabHean = 11.77 Hz, Jneabns = 6.38 Hz, 64p-H), 3.82 (dd, 1H, Jusamw Hean =
11.67 Hz, Jueamms = 3.98 Hz, 645-H), 2.02 (s, 3H, CH3(NHAC)), 1.57 (s, 3H, CHs(Acetal)),
1.44 (s, 9H, 3 x CH3(tBu)), 1.32 (s, 3H, CH3(Acetal)), 1.27 (d, 3H, Jr,1p = 6.41 Hz, T").
B3C-NMR (100.6 MHz, CDCls, DEPT, HMQC), & [ppm] = 170.2, 170.1 (2 x C=O(NHAc,
Ester)), 156.3 (C=0(Urethan)), 143.7, 143.6 (C-1a-, C-8a-Fmoc), 141.3 (C-4a-, C-5a-Fmoc),
127.8 (C-3-, C-6-Fmoc), 127.1 (C-2-, C-7-Fmoc), 125.0, 124.9 (C-1-, C-8-Fmoc), 120.0,
120.0 (C-4-, C-5-Fmoc), 110.1 (Cq(Acetal)), 100.0 (C-1), 83.2 (C4(tBu)), 76.7 (T"), 74.9 (C-
3), 68.1 (C-5), 73.4 (C-4), 67.0 (CH,-Fmoc), 62.8 (C-6), 58.8 (T%), 50.1 (C-2), 47.2 (CH-
Fmoc), 28.1 (CH3(tBu)), 27.8, 26.7 (2 x CH3(Acetal)), 23.4 (CH3(NHAC)), 18.7 (T7).

ESI-MS (positiv), m/z: 663.32 ([M + Na]", ber.: 663.29); 679.31 ([M + K], ber.: 679.26);
1303.65 ([2 x M + Na]", ber.: 1303.59).

HRMS (ESI), m/z: 663.2899 ([M + Na]*, ber.: 663.2894).
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3,4-O-isopropyliden-a-

D-galacto-hexodialdo-1,5-pyranosyl)-L-threonine-tert- ><O /Oo
O%N‘
butylester(103) pery)

FmocHN CO,tBu

Zu einer auf 0 °C gekihlten Suspension aus 60 mg (0.160 mmol) Pyridiniumdichromat und
0.045 mL (0.481 mmol) Essigsdureanhydrid in 15 mL absol. Dichlormethan wurden 102 mg
(0.159 mmol) des Alkohols 102, gel6st in 2 mL absol. Dichlormethan, gegeben. Das Gemisch
wurde vier Stunden refluxiert, bevor das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das

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

Ausbeute: 41 mg (40%, 0.064 mmol) farbloser amorpher Feststoff.
[«]5 = (1.00, CHCI5) = +62.1

R = (‘Hex/EtOAc, 1:2) 0.20

RP-HPLC (Phenomenex Luna C18(2), A = 214 nm)

Ri=11.6 min

Zeit (min) 0 10 25 60
Acetonitril (%) 50 50 77 100
Wasser (%) 50 50 23 0

Ca4H42N2010(M = 638.705 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3, COSY), & [ppm] = 9.66 (s, 1H, CHO), 7.78 — 7.71 (m, 2H, 4-H-,
5-H-Fmoc), 7.58 (d, 2H, Juyrz = Jns w7 = 7.32 Hz, 1-H-, 8-H-Fmoc), 7.42 — 7.34 (m, 2H, 3-H-
, 6-H-Fmoc), 7.33 — 7.25 (m, 2H, 2-H-, 7-H-Fmoc), 6.07 (d, 1H, Janmz = 9.61 Hz, NHAC),
5.40 (d, 1H, Inmte = 9.07 Hz, NH-Urethan), 4.89 (d, 1H, Ju1n2 = 2.83 Hz, 1-H), 4.55 — 4.42
(m, 3H, 4-H, CH,-Fmoc), 4.42 — 4.28 (m, 2H, 2-H, 5-H), 4.25 — 4.16 (m, 2H, CH-Fmoc, T,
4.15 — 4.03 (m, 2H, T, 3-H), 2.02 (s, 3H, CH3(NHAC)), 1.56 (s, 3H, CHs(Acetal)), 1.45 (s,
9H, 3 x CH3(tBu)), 1.31 (s, 3H, CHa3(Acetal)), 1.20 (d, 3H, Jr,1s = 6.87 Hz, T).

3C-NMR (100.6 MHz, CDCls, DEPT, HMQC), & [ppm] = 198.0 (C=O(Aldehyd)), 170.4
(C=0O(NHAC)), 170.3 (C=O(Ester)), 156.4 (C=0O(Urethan)), 143.6 (C-1a-, C-8a-Fmoc), 141.4
(C-4a-, C-5a-Fmoc), 127.9 (C-3-, C-6-Fmoc), 127.1 (C-2-, C-7-Fmoc), 125.0, 124.9 (C-1-, C-
8-Fmoc), 120.1 (C-4-, C-5-Fmoc), 110.6 (Cq(Acetal)), 100.1 (C-1), 83.4 (Cy(tBuy)), 76.9 (TP),
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74.6 (C-3), 73.3 (C-5), 72.5 (C-4), 67.0 (CH,-Fmoc), 58.7 (T%), 49.8 (C-2), 47.3 (CH-Fmoc),
28.1 (CH3(tBu)), 27.7 (CH3(Acetal)), 26.6 (CH3(NHAC)), 23.4 (CHs(Acetal)), 18.6 (T").
FD-MS, m/z: 638.78 ([M + H]", ber.: 639.28).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-6-desoxy-6,6-difluoro-

3,4-0-isopropyliden-a-D-galactopyranosyl)-L-threonine-tert- ><o P
o)
butylester (104) o%ﬂ

AcHN |

FmocHN CO,tBu

Zu einer Losung aus 41 mg (0.064 mmol) Aldehyd 103 in 3 mL absol. Dichlormethan wurden
0.017 mL (0.124 mmol) N,N-Diethylaminoschwefeltrifluorid (DAST) gegeben und die Ldsung
wurde drei Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Es wurde 1.0 mL Methanol zugegeben und
das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Flashchromatographische Reinigung an
Kieselgel (“Hex/EtOAc, 1:2) lieferte das bisfluorierte Produkt 104.

Ausbeute: 25.4 mg (60%, 0.038 mmol) farbloser amorpher Feststoff.
[« = (1.00, CHCI5) = +83.5

R = (“Hex/EtOAc, 1:2) 0.62

RP-HPLC (Phenomenex Luna C18(2), A = 214 nm)

Ri= 26.4 min

Zeit (min) 0 10 25 60
Acetonitril (%) 50 50 77 100
Wasser (%) 50 50 23 0

Ca4H42F2N2Og (M = 660.70 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3 COSY), & [ppm] = 7.76 (d, 2H, Juaprs = Jusne = 7.41 Hz, 4-H-,
5-H-Fmoc), 7.59 (d, 2H, Ju1mz = Jngny = 7.34 Hz, 1-H-, 8-H-Fmoc), 7.43 — 7.36 (m, 2H, 3-H-
, 6-H-Fmoc), 7.34 — 7.28 (m, 2H, 2-H-, 7-H-Fmoc), 6.10 (ddd, 1H, Jusrea = 54.29 Hz, Jus Feb
= 11.23 Hz, Jue s = 6.47 Hz, 6-H), 5.97 (d, 1H, Inwnz = 9.76 Hz, NHAC), 5.29 (d, 1H, Innra
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= 7.55 Hz, NH-Urethan), 4.78 (s, 1H, 1-H), 4.57 — 4.41 (m, 2H, CH,-Fmoc), 4.35 — 4.26 (m,
1H, 2-H), 4.26 — 4.15 (m, 3H, 4-H, CH-Fmoc, T%), 4.14 — 4.01 (m, 2H, 5-H, TF), 4.02 (dd, 1H,
Jha ez = 9.00 Hz, Jps g = 4.86 Hz, 3-H), 2.02 (s, 3H, CH3(NHAC)), 1.59 (s, 3H, CH3(Acetal)),
1.44 (s, 9H, 3 x CH5(tBu)), 1.33 (s, 3H, CHa(Acetal)), 1.26 (d, 3H, Jr,1p = 6.36 Hz, T").
3C-NMR (100.6 MHz, CDCls, DEPT, HMQC), & [ppm] = 170.2, 170.0 (2 x C=O(NHAc,
Ester)), 156.3 (C=0O(Urethan)), 143.8, 143.6 (C-1a-, C-8a-Fmoc), 141.4 (C-4a-, C-5a-Fmoc),
127.8 (C-3-, C-6-Fmoc), 127.1 (C-2-, C-7-Fmoc), 125.0, 124.9 (C-1-, C-8-Fmoc), 120.1 (C-
4 -, C-5-Fmoc), 114.27 (dd, Jrearep = 245.46 Hz, Jrs cs = 238.31 Hz, C-6), 110.5 (C4(Acetal)),
100.2 (C-1), 83.3 (C4(tBu)), 77.5 (TP), 74.6 (C-3), 70.8 (d, Jrscs = 6.47 Hz, C-4), 68.0 (dd,
Jrsam,cs = 31.58 Hz, Jrsan.cs = 22.72 Hz, C-5), 66.9 (CH,-Fmoc), 58.8 (T, 49.8 (C-2), 47.3
(CH-Fmoc), 28.1 (CHa(tBu)), 27.7 (CH3(Acetal)), 26.6 (CH3(NHAC)), 23.4 (CHs(Acetal)),
18.5 (T).

YE.NMR (376.5 MHz, CDCl3), & [ppm] = -127.1 (ddd, Jrearer = 298.14 Hz, Jrears =
57.95 Hz, Jrep e = 11.21 Hz, 6b-F), -130.7 (dd, Jrep rea = 298.13 Hz, Jrep 16 = 53.80 Hz, 6b-F).
ESI-MS (positive), m/z: 683.27 ([M + Na]", ber.: 643.31);

HRMS (ESI), m/z: 683.2767 ([M + Na]", ber.: 683.2756).

5.5 Synthesen zu Kapitel 3.4

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-4,6-O-benzyliden-3-O-
[2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-pyranosyl]-a-D-
galactopyranosyl)-L-threonin-tert-butylester (114)!3:14%

AcO OAc oO
o) o)
AcO O%ﬁ
Zu einer Suspension aus 443 mg (0.643 mmol) Fmoc- AcO  AcHN

Thr(a-4,6-Bzn-GalNAc)-OtBu 12, 325 mg (1.286 mmol)
Quecksilber(l1)-cyanid und 400 mg Molekularsieb (4 A) in
10 mL absol. Dichlormethan und absol. Nitromethan (2:3) wurden nach einer Stunde Ruhren

FmocHN™ "CO,tBu

529 mg (1.259 mmol) Donor 54, gelést in 10 mL absol. Dichlormethan und absol.
Nitromethan (2:3) gegeben. Die Mischung wurde zwei Tage unter Argonatmosphare bei

Raumtemperatur gerthrt und durch Hyflo in 80 mL einer ges. NaHCOs-Lsg. filtriert. Die
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wassrige Phase wurde mit 80 mL Dichlormethan extrahiert und die org. Phase wurde mit je
40 mL ges. NaHCOgs-Lsg. und ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Nach dem Trocknen mit MgSO4
wurde das Losungsmittel im  Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde

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

Ausbeute: 425 mg (65%, 0.42 mmol) farbloser amorpher Feststoff.

Rf=0.27 (“Hex/EtOAc, 1:1)

CssHeaN2015(M=1019.051 g/mol)

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & [ppm] = 7.78 (d, 2H, Jnans = Jusns = 7.42 Hz, 4-H-, 5-H-
Fmoc), 7.63 (d, 2H, Ju1mz = Jnsn7 = 6.65 Hz, 1-H-, 8-H-Fmoc), 7.56 — 7.48 (m, 2H, 3-H-, 6-
H-Fmoc), 7.47 — 7.28 (m, 7H, 2-H-, 7-H-Fmoc, H(Bzn)), 5.96 (d, 1H, Junn2 = 9.21 Hz, NH-
Urethan), 5.89 (d, 1H, Jxr1a = 9.62 Hz, NH-Ac), 5.56 (s, 1H, CH(Bzn)), 5.39 (d, 1H, Jus p3-
=2.75 Hz, 4°-H), 5.22 — 5.10 (m, 1H, 2’-H), 5.00 — 4.89 (m, 2H, 3°-H {4.99}, 1-H {4.94}),
4.82 — 4.65 (m, 2H, 1’-H {4.74}, 2-H {4.70}), 4.62 — 4.39 (m, 3H, T* {4.22}, CH,-Fmoc
{4.54}), 4.30 — 4.18 (m, 5H, CH-Fmoc, TP {4.27}, 4-H {426}, 6a-H {4.22}, 6a’-H {4.24}),
4.15 - 4.03 (m, 2H, 6b-H {4.07}, 6b’-H {4.12}), 3.92 — 3.84 (m, 2H, 3-H {3.88}, 5-H), 3.73 —
3.62 (m, 1H, 5°-H), 2.17 (s, 3 H, CH3(Ac)), 2.04 (s, 3 H, CH3(NHAC)), 2.00, 1.97 (2s, 6H, 2 x
CH3(Ac)), 1.47 (s, 9H, CHs(tBu)), 1.27 (d, 3H, Jr, 7 = 6.23 Hz, T?).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.™

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-0-[2,3,4,6-tetra-O-
acetyl-p-D-pyranosyl]-a-D-galactopyranosyl)-L-

OH
threonin-tert-butylester (115)14! AcO O/gc HO .
Aco%&o%ﬁ
AcO  AcHN
o
Eine Losung aus 538 mg (0.528 mmol) Fmoc-Thr(BAcs- FmocHN™ "CO,tBu

Gal-(1—3)-a-4,6-O-Bzn-GalNAc)-OtBu 114 in 50 mL Dichlormethan/Methanol (4:1) wurde
mit 500 mg aktiviertem Kieselgel (SiO;*NaHSO4)"% versetzt und (iber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Suspension wurde mit festem NaHCO;3 neutralisiert, dreimal
mit je 50 mL ges. NaHCOg3-Lsg. und mit 50 mL ges. NaCl-Lsg. gewaschen, mit MgSO,
getrocknet und das Ldsungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde
flashchromatographisch an Kieselgel (EtOACc) gereinigt.
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Ausbeute: 383 mg (78%, 0.41 mmol) farbloser amorpher Feststoff.

R¢=0.31 (EtOAC)

C45H58N2019(M=930.944 g/mol)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm] = 7.91 (d, 2H, Juapns = Jnsns = 8.66 Hz, 4-H-, 5-H-
Fmoc), 7.75 (d, 2H, Ju1m2 = Jusnr = 7.42 Hz, 1-H-, 8-H-Fmoc), 7.53 — 7.46 (m, 2H, NH-
Urethan {7.51, d, Jnnto = 8.87 Hz}, NH-Ac {7.48, d, Inppz = 9.61 Hz}), 7.45 — 7.38 (m, 2H,
3-H-, 6-H-Fmoc), 7.36 — 7.28 (m, 2H, 2-H-, 7-H-Fmoc), 5.28 (d, 1H, Juz na = 3.42 Hz, 3°-H),
5.05 — 4.94 (m, 2H, 4’-H {5.02, d, Jus 3 = 3.43 Hz}, 2°-H {4.99}), 4.74 (d, 1H, Iy m =
7.67 Hz, 1’-H), 4.58 (d, 1H, Jq 2 = 4.15 Hz, 1-H), 4.54 — 4.40 (m, 2H, CH,-Fmoc), 4.32 (t,
1H, Jcwcrz = 6.7 Hz, CH-Fmoc), 4.28 — 4.19 (m, 2H, 2-H {4.24}, TP {4.22}), 4.18 — 4.11 (m,
2H, 6a-H {4.15}, 5-H {4.15}), 4.07 (dd, 1H, Jrom2 = 9.96 Hz, Jro1p = 1.7 Hz, T%), 4.02 —
3.94 (m, 1H, 6b-H), 3.91 — 3.88 (m, 1H, 4-H), 3.64 (t, 1H, Jus Hean = 6.72 Hz, 5-H), 3.56 (dd,
1H, Juzme = 11.27 Hz, Juz e = 2.7 Hz, 3-H), 3.50 — 3.44 (m, 2H, 6’a/b-H), 2.12, 2.07, 2.00,
1.99, 1.91 (4s, 12H, 4 x CH3(OAC)), 1.84 (s, 3H, CH3(NHAC)), 1.34 (s, 9H, CH3(tBu)), 1.14
(d, 3H, Ity 7p=6.44 Hz, T").

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[*%

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-O-[B-D-

galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonin-tert- on oH

butylester (105) H%O%&‘
HO )
HO  AcHN

o

FmocHN™ ~CO,tB
Eine Losung aus 200 mg (0.225 mmol) Fmoc-Thr(BAcs-Gal- moe 2=

(1-3)-0-GalNAc)-OtBu 115 in 10 mL Methanol wurde tropfenweise mit einer frisch
hergestellten Natriummethanolat-Lésung (0.5 g Na in 25 mL MeOH) versetzt, bis sich ein
pH-Wert von 8.5 einstellte. Es wurde tber Nacht geriihrt und mit verdunnter Essigsdure
neutralisiert, bevor das Losungsmittel im Vakuum abdestilliert wurde. Das erhaltene Produkt

wurde durch semipraparative RP-HPLC gereinigt.

Ausbeute: 14 mg (48%, 0.0187 mmol) farbloser, amorpher Feststoff
[]? = (1.00, CHCI3) = +49.3
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RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A = 264 nm)

Ri=11.6 min

Zeit (min) 0 5 30 60
Acetonitril (%) 30 30 90 100
Wasser (%) 70 70 10 0

C37H50N2015 (M = 762.797 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, CDCl; COSY, HMQC) & [ppm] = 7.67 (d, 2H, Juans = Jns e = 7.51 Hz,
4-H-, 5-H-Fmoc), 7.58 (d, 1H, Ju1ne = 7.05 Hz, 1-H-Fmoc), 7.45 (d, 1H, Jug 7 = 6.95 Hz, 8-
H-Fmoc), 7.31 (t, 2H, Juzna = Juems = 7.06 Hz, 3-H-, 6-H-Fmoc), 7.28 — 7.26 (m, 2H, 2-H-,
7-H-Fmaoc), 6.95 (bs, 1H, NH-Ac), 6.53, 6.40 (2bs, 1H, NH-Urethan), 4.80, 4.71 (2s, 1H, 1-
H), 4.51 — 4.23 (m, 5H, 1°-H, 2°-H, 2-H, CH,-Fmoc), 4.23 — 4.01 (m, 3H, CH-Fmoc, T% TP),
4.01 — 3.72 (m, 6H, 3-H, 4-H 5-H, 6a/b-H, 4°-H), 3.72 — 3.46 (m, 4H, 3’-H, 5’-H, 6a/b’-H),
3.01 (bs, 6H, 6 x OH), 2.01 (s, 3H, CHj3), 1.33 (s, 9H, 3 x CHs(tBu)), 1.20 (d, 3H, Jry1p =
6.89 Hz, T").

B3C-NMR (100.6 MHz, DEPT, HMQC, CDCl;), & [ppm] = 170.3 (C=O(NHAc)), 156.9
(C=0(Urethan)), 143.9 (C-la-, C-8a-Fmoc), 141.2 (C-4a-, C-5a-Fmoc), 127.7 (C-3-, C-6-
Fmoc), 127.1 (C-2-, C-7-Fmoc), 125.2, 124.8 (C-1-, C-8-Fmoc), 119.9 (C-4-, C-5-Fmoc),
105.3 (C-17), 99.9 (C-1), 82.7 (Cq(tBu)), 79.2 (C-3), 77.2 (TP), 74.7 (C-5°), 73.1 (C-3"), 71.0
(C-5), 70.1 (C-4’), 68.9 (C-4), 68.4 (C-2°), 67.1 (CH,-Fmoc), 61.4 (C-6), 60.8 (C-6"), 59.5
(T%), 48.4 (C-2), 47.1 (CH-Fmoc), 28.0 (CH;(tBu)), 23.3 (CH3(NHAC)), 18.9 (TY).

ESI-MS (positiv), m/z: 785.31 ([M + Na]", ber.: 785.31), 1547.64 ([2 x M + Na]", ber.:
1547.63), 2311.00 ([3 x M + Na]*, ber.: 2310.96).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 785.3119 ([M + Na]", ber.: 785.3109).
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-O-[-D-3-desoxy-3-
fluor-galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonin-tert-butylester (107)

HO OH HO OH
NN
F (@]
. .. HO AcHN
Eine Losung aus 196 mg (0.220 mmol) Fmoc-Thr(BAcs-GalF- o
(1—-3)-a-GalNAc)-OtBu 60 in 20 mL Methanol wurde tropfenweise mit FmocHN™ >CO,tBu
einer frisch hergestellten Natriummethanolat-Losung (0.5 g Na in 25 mL MeOH) versetzt, bis
sich ein pH-Wert von 8.5 einstellte. Es wurde Uber Nacht gerihrt und mit verdinnter
Essigsdure neutralisiert, bevor das Losungsmittel im Vakuum entfernt wurde. Zum
Riickstand, gelost in 20 mL absol. Dichlormethan, wurden 74 mg (0.220 mmol, 1.0 Aquiv.)
FmocOSu gegeben und mit Diisopropylethylamin wurde ein pH-Wert von 9.5 eingestellt.
Nachdem (ber Nacht bei Raumtemperatur geriuhrt wurde, wurde erneut mit verdinnter
Essigsdure neutralisiert. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Rohprodukt

wurde mittels semipréparativer RP-HPLC gereinigt.

Ausbeute: 17 mg (10%, 0.022 mmol) farbloses Lyophilisat
[¢]5 = (1.00, CHCI) = +40.7
RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A = 264 nm)

Ri=17.5 min

Zeit (min) 0 5 30 60
Acetonitril (%) 30 30 90 100
Wasser (%) 70 70 10 0

Ca7HasFN,014 (M = 764.788 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, DMSO, COSY, HMQC) & [ppm] = 7.92 — 7.81 (m, 3H, 1-H-, 4-H-, 5-H-
Fmoc), 7.73 (dd, 1H, Jugnr = 7.27 Hz, Jusns = 2.88 Hz, 8-H-Fmoc), 7.60 (d, 1H, Ixite =
9.82 Hz, NH-Urethan), 7.48 (d, 1H, Jnn w2 = 9.80 Hz, NH-Ac), 7.45 — 7.25 (m, 4H, 2-H-, 7-
H-, 3-H-, 6-H-Fmoc), 5.02 (bs, 1H, prim.-OH), 4.93 (bs, 1H, prim.-OH), 4.77 — 4-55 (m, 4H,
1-H, 3 x sek.-OH), 4.50 — 4.35 (m, 2H, CH,-Fmoc), 4.35 —4.13 (m, 5H, 1°-H, 2-H, 3’-H, CH-
Fmoc, T?), 4.07 (dd, 1H, Jurenn = 9.91 HZ, Jure, urp = 1.52 Hz, T), 3.96 — 3.83 (m, 2H, 2’-H,
4-H), 3.71 — 3.42 (m, 8H, 3-H, 4°-H, 5-H, 5’-H, 6a/b’-H, 6a/b-H), 1.81 (s, 3H, CH3), 1.35 (s,
9H, 3 x CH3(tBu)), 1.14 (d, 3H, Jr, s = 6.43 Hz, T?).
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3C-NMR (100.6 MHz, DEPT, HMQC, DMSO), & [ppm] = 169.5 (C=O(NHAc)), 157.3
(C=0O(Urethan)), 144.1 (C-la-, C-8a-Fmoc), 141.2 (C-4a-, C-5a-Fmoc), 129.4 (C-3-, C-6-
Fmoc), 127.5 (C-2-, C-7-Fmoc), 125.7, 125.6 (C-1-, C-8-Fmoc), 120.5 (C-4-, C-5-Fmoc),
104.6 (C-1°), 99.8 (C-1), 94.5 (d, Jcs-r = 181.22 Hz, C-3°), 81.7 (Cq(tBu)), 78.0 (C-3), 77.0
(d, Jeo-p = 32.40 Hz, C-2°), 74.3 (T%), 72.1 (C-5"), 69.2 (C-5), 69.1 (d, Jc4r = 18.59 Hz, C-4°),
68.2 (C-2), 68.3 (C-4), 66.2 (CH,-Fmoc), 61.2 (C-6), 60.4 (C-6°), 59.8 (T%), 47.8 (C-2), 47.2
(CH-(Fmoc)), 28.1 (CHs(tBu)), 23.5 (CHs(NHAC)), 19.6 (TY).

YF-NMR (376.5 MHz, CDCls), & [ppm] = -195.8 — -196.5 (M, Jpus = 48.80 Hz, Jrp =
12.35 Hz, Jp s = 6.63 Hz).

ESI-MS (positiv), m/z: 787.29 ([M + Na]", ber.: 787.31), 1551.62 ([2 x M + Na]", ber.:
1551.62), 2317.01 ([3 x M + Na]", ber.: 2316.94).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 787.3064 ([M + Na]", ber.: 787.3066).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-O-[-D-4-desoxy-4-

fluor-galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonin-tert- F OH HO OH
o)

o)
butylester (108) HO -

FmocHN” ~CO,tBu
Eine Losung aus 200 mg (0.225 mmol) Fmoc-Thr(BAcs-GalF-(1—3)-a-GalNAc)-OtBu 85 in

20 mL Methanol wurde tropfenweise mit einer frisch hergestellten Natriummethanolat-
Losung (0.5 g Na in 25 mL Methanol) versetzt, bis sich ein pH-Wert von 8.5 einstellte. Es
wurde (ber Nacht gertihrt und mit verdlnnter Essigsaure neutralisiert, bevor das
Losungsmittel im Vakuum abdestilliert wurde. Das erhaltene Produkt wurde durch
semipréparative RP-HPLC gereinigt.

Ausbeute: 22.9 mg (13%, 0.030 mmol) farbloses Lyophilisat
[ = (1.00, MeOH) = +42.5
RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A = 264 nm)
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Ri=14.1 min

Zeit (min) 0 5 30 60
Acetonitril (%) 30 30 90 100
Wasser (%) 70 70 10 0

Ca7H19FN,014 (M = 764.788 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, DMSO, COSY, HMQC) & [ppm] = 7.91 (d, 2H, Juans = Juspus =
7.71 Hz, 4-H-, 5-H-Fmoc), 7.74 (d, 2H, Ju1nz = Jusnr = 6.79 Hz, 1-H-, 8-H-Fmoc), 7.61 (d,
1H, Jnite = 9.83 Hz, NH-Urethan), 7.47 (d, 1H, Jnnne = 10.10 Hz, NH-Ac), 7.43 (t, 2H,
Jnana = Jnems = 7.66 Hz, 3-H-, 6-H-Fmoc), 7.36 — 7.28 (m, 2H, 2-H-, 7-H-Fmoc), 5.27 (d,
1H, Jprim.-on 6 = 5.42 Hz, prim.-OH), 4.89 (dd, 1H, Jprim-orHe = Jor,re = 5.33 Hz, prim.-OH),
4.69 — 4.49 (m, 5H, 1-H, 4°-H, 3 x sek.-OH), 4.49 — 4.37 (m, 2H, CH,-Fmoc), 4.37 — 4.17 (m,
4H, 1’-H, 2-H, CH-Fmoc, T%), 4.08 (dd, 1H, Jur*nm = 9.92 Hz, Jur® urP = 1.51 Hz, T%), 3.94
—3.89 (M, 1H, 4-H), 3.71 — 3.58 (m, 2H, 3-H, 5-H), 3.55 — 3.39 (m, 5H, 5°-H, 6a/b’-H, 6a/b-
H), 3.39 — 3.27 (m, 2H, 2’-H, 3°-H), 1.82 (s, 3H, CH3), 1.35 (s, 9H 3 x CHs(tBu)), 1.15 (d,
3H, Jr,.1p = 6.39 Hz, T).

B¥C-NMR (100.6 MHz, DEPT, HMQC, DMSO), & [ppm] = 169.5 (C=O(NHAc)), 157.3
(C=0O(Urethan)), 144.2 (C-la-, C-8a-Fmoc), 141.3 (C-4a-, C-5a-Fmoc), 128.2 (C-3-, C-6-
Fmoc), 127.5 (C-2-, C-7-Fmoc), 125.8, 125.7 (C-1-, C-8-Fmoc), 120.7 (C-4-, C-5-Fmoc),
105.0 (C-1°), 99.8 (C-1), 89.4 (d, Jcs-r = 179.56 Hz, C-4’), 81.7 (Cq(tBu)), 78.1 (C-3), 74.5
(1), 73.8 (d, Jcs- ¢ = 18.36 Hz, C-5°), 72.2 (C-5), 72.0 (d, Jc3- ¢ = 17.60 Hz, C-3°), 71.1 (C-2),
68.2 (C-4), 66.1 (CH,-Fmoc), 61.2 (C-6), 59.8 (T, 59.6 (d, Jce-r = 4.84 Hz, C-6), 47.8 (C-
2), 47.2 (CH(Fmoc)), 28.1 (CHs(tBu)), 23.5 (CHs(NHAC)), 19.6 (TY).

YF-NMR (376.5 MHz, CDCls), & [ppm] = -216.6 (ddd, Jg s = 50.66 Hz, Jgus- = 30.63 Hz,
Jrus = 30.63 Hz).

ESI-MS (positiv), m/z: 787.30 ([M + Na]®, ber.: 787.31), 1551.67 ([2 x M + Na]’, ber.:
1551.62).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 787.3071 ([M + Na]", ber.: 787.3066).
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-O-[-D-6-desoxy-6,6-
difluor-galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl)-L-

threonin-tert-butylester (110) HOo | F HOT
o) o)
HO%&O%
HO AcHN
o]
Eine Losung aus 318 mg (0.350 mmol) Fmoc-Thr(BAcs- FmocHN™ "CO,tBu

GalF,-(1—3)-a-GalNACc)-OtBu 111 in 20 mL Methanol wurde tropfenweise mit einer frisch
hergestellten Natriummethanolat-Losung (0.5 g Na in 25 mL Methanol) versetzt, bis sich ein
pH-Wert von 8.5 einstellte. Es wurde (ber Nacht geruhrt und mit verdiinnter Essigsaure
neutralisiert, bevor das Lésungsmittel im Vakuum abdestilliert wurde. Das erhaltene Produkt

wurde durch semipraparative RP-HPLC gereinigt.

Ausbeute: 35 mg (13%, 0.045 mmol) farbloses Lyophilisat
[ = (1.00, CHCI3) = +53.9
RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A = 264 nm)

Ri=16.1 min

Zeit (min) 0 5 30 60
Acetonitril (%) 30 30 90 100
Wasser (%) 70 70 10 0

Ca7H4sF2N2014 (M = 782.779 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, DMSO, COSY, HMQC) & [ppm] = 7.76 (d, 2H, Jhanz = JnsHe =
7.00 Hz, 4-H-, 5-H-Fmoc), 7.61 (d, 2H, Jninz = Jnsnr = 6.70 Hz, 1-H-, 8-H-Fmoc), 7.43 —
7.36 (m, 2H, 3-H-, 6-H-Fmoc), 7.35 — 7.23 (m, 2H, 2-H-, 7-H-Fmoc), 6.61 (bs, 1H, NH-Ac),
6.03 (dd, 1H, Jiera = 56.14 Hz, Jue o = 56.14 Hz, 6°-H), 5.88 (bs, 1H, NH-Urethan), 4.85 (s,
1H, 1-H), 4.63 — 4.31 (m, 4H, 1’-H, 2’-H, CH,-Fmoc), 4.31 — 4.00 (m, 5H, 2’-H, 4-H, CH-
Fmoc, T% TP), 3.99 — 3.45 (m, 12H, 3-H, 5-H, 6a/b-H, 3°-H, 4°-H, 5°-H, 5 x OH), 2.07 (s, 3H,
CHa), 1.43 (s, 9H, 3 x CH3(tBu)), 1.26 (d, 3H, Jr,1p = 6.76 Hz, T").

3C-NMR (100.6 MHz, DEPT, HMQC, DMSO), & [ppm] = 170.5 (C=O(NHAc)), 156.5
(C=0O(Urethan)), 143.8, 143.7 (C-1la-, C-8a-Fmoc), 141.3 (C-4a-, C-5a-Fmoc), 127.8 (C-3-,
C-6-Fmoc), 127.1 (C-2-, C-7-Fmoc), 125.1, 125.0 (C-1-, C-8-Fmoc), 120.0 (C-4-, C-5-Fmoc),
113.9 (t, Jogra = 247.76 Hz, Jogr = 247.76 Hz, C-6°), 105.2 (C-17), 99.9 (C-1), 83.2
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(Cq(tBu)), 79.2 (C-3), 77.2 (TP), 74.2 (dd, Jcs-ra = 26.20 Hz, Jes gy = 26.20 Hz, C-5), 72.5
(C-3"), 70.5 (C-4"), 69.9 (C-5), 69.7 (C-4), 67.6 (C-2°), 66.9 (CH,-Fmoc), 62.1 (C-6), 59.1
(T%), 48.3 (C-2), 47.2 (CH-(Fmoc)), 28.0 (CH5(tBu)), 23.3 (CH3(NHAC)), 18.7 (T).
SF-NMR (376.5 MHz, CDCls), § [ppm] = -129.6 (d, Jg 16 = 44.61 Hz, 2F).

ESI-MS (positiv), m/z: 805.28 ([M + Na]*, ber.: 805.30), 1587.62 ([2 x M + Na]", ber.:
1587.60), 2370.97 ([3 x M + Na]", ber.: 2370.92).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 805.3000 ([M + Na]", ber.: 805.2971).

Durchfihrung der Stabilitatstests mit Hilfe einer B-Galactosidase aus Rinderhoden
[3.2.1.23]

Fur die Stabilitatstests wurde zunéchst eine Puffer-Stammlosung hergestellt: Es wurden
21.32 mg (0.109 mmol) 2-(N-Morpholin)ethansulfonsédure (MES-Puffer) in 10 mL Millipore-
Wasser gelost (10mM Losung). In einem Reagenzglas wurden das jeweilige T-Antigen
(naturliches T-Antigen: 3.814 mg (5.0 mmol), einfach fluorierte T-Antigene: 3.824 mg (5.0
mmol), zweifach fluorierte T-Antigene: 3.914 mg (5.0 mmol)), 13.31 mg (10.0 mmol)
Dimethyl-p-cyclodextrin und 0.5 mg (0.077 umol) Rinderserumalbumin vorgelegt und mit 1
mL der frisch hergestellten Pufferlésung versetzt. Es wurde so lange stark geschdittelt, bis sich
eine klare Ldsung bildete. Es wurde jeweils ein pH-Wert von 4.5 gemessen. Nun wurden 0.1
Einheiten der B-Galactosidase aus Rinderhoden (0.112 mL, Suspension in 3.2 M (NH,4),SO4-
Puffer) zugegeben, wobei sich anfangs Schlieren bildeten, die sich aber innerhalb von 20
Sekunden wieder auflosten. In festen Zeitabstanden wurden Aliguote von 30 puL entnommen
und durch analytische RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A =264 nm) auf die Bildung des
Tn-Antigens untersucht. Zum Ende der jeweiligen Enzymreaktion wurde das Gemisch

massenspektrometrisch bzgl. der vorhandenen Antigenverhaltnisse untersucht.
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RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A = 264 nm)

Gradient 1

Zeit (min) 0 5 30 60
Acetonitril (%) 30 30 90 100
Wasser (%) 70 70 10 0
Gradient 2

Zeit (min) 0 50 45 60
Acetonitril (%) 30 30 70 100
Wasser (%) 70 70 30 0

Daten fur die enzymatische Hydrolyse des nattirlichen T-Antigens (Gradient 1)

Zeit [min] | nat. T-Antigen Tn
0 100,000 0
30 78,295 21,705
60 66,739 33,261
120 50,764 49,236
180 39,048 60,952
240 27,962 72,038
300 19,518 80,482
360 12,142 87,858
420 7,167 92,833
960 0,000 100

Daten fiir die enzymatische Hydrolyse des 6’-F-T-Antigens (Gradient 1)

Zeit [min] | 6'-F-T-Antigen Tn
0 100,000 0

30 91,759 8,241
60 89,835 10,165
120 87,301 12,699
240 81,638 18,362
360 81,221 18,779
570 77,173 22,827
1380 66,561 33,439
1980 60,569 39,431
2820 57,981 42,019
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Daten fir die enzymatische Hydrolyse des naturlichen T-Antigens mit Zusatz von 6-F-
Galactose (Gradient 1)

Zeit [min] | nat. T-Antigen Tn
0 100,000 0

30 84,047 15,953

70 71,180 28,820

120 58,686 41,314

180 45,063 54,937

240 34,472 65,528

300 26,710 73,290

420 14,880 85,120

1440 0,000 100

Daten fiir die Hydrolyse des 4’-F-T-Antigens (Gradient 1)

Zeit [min] | Verhaltnis
0 1,000
30 1,000
60 1,000
120 1,000
240 1,000
420 1,000

Nach Zugabe des natirlichen T-Antigens

Zeit [min] nat.-T Tn
0 100 0
30 92,312 16,846
60 84,153 29,913
120 69,687 49,303
165 58,744 61,737
630 8,539 100

Daten fiir die enzymatische Hydrolyse des 6’-Di-F-T-Antigens (Gradient 2)

Zeit [min] | Verhaltnis

0 1,000

30 1,000

60 1,000

120 1,000

300 1,000

420 1,000

480 1,000
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Nach Zugabe des nattrlichen T-Antigens

Zeit [min] nat.-T Tn
0 100 0
60 79,912 23,923
120 62,03 42,618
720 0 90,094

Daten fiir die enzymatische Hydrolyse des 2’-F-T-Antigens (Gradient 1)

Zeit [min] | Verhaltnis
0 1,000
30 1,000
60 1,000
180 1,000
300 1,000
330 1,000

Nach Zugabe des nattrlichen T-Antigens

Zeit [min] nat.-T Tn
0 100 0
60 100 0
120 98,634 3,92
210 91,077 9,012
270 78,362 23,259
1020 41,816 58,863
2040 37,011 60,497
2820 34,273 62,813
3480 35,637 67,891
4290 36,105 69,723

5.6 Synthesen zu Kapitel 3.5

12-Hydroxy-4,7,10-trioxadodecansaure-tert-butylester (118)14%20¢!

t
Ho/é/o%(o Bu
3

o}
Eine L6sung aus 25.00 mL (0.186 mol) wasserfreiem Triethylenglycol 117 in 100 mL absol.

THF wurden unter Argonatmosphére mit 40 mg (1.740 mmol) Natrium versetzt. Nachdem
letzteres vollstandig gelost war, wurden 9.60 mL (66.14 mmol) Acrylséure-tertbutylester
zugegeben und die Reaktionsmischung wurde 21 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Durch

Zugabe von 1.60 mL verd. Salzsdure (1 M) wurde neutralisiert und das Ldsungsmittel wurde
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im Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde in 70 mL einer ges. NaCl-Lsg. aufgenommen,
dreimal mit je 50 mL Ethylacetat extrahiert und die vereinigten org. Phasen wurden mit
50 mL einer ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Nach Trocknen mit MgSO,4 wurde das Losungsmittel

unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 12.96 g (70%, 45.57 mmol) farbloser Feststoff

Ri= 0.21 (EtOAC)

C13H2606 (M=278.342 g/mol)

'H-NMR (300 MHz, CDCls),  [ppm] = 3.70 — 3.29 (m, 14H, CH,0H), 2.43 — 2.38 (m, 2H,
CH,-CO,tBu), 1.45 — 1.40 (m, 9H, 3 x CHs(tBu)).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[*42¢]

12-Azido-4,7,10-trioxadodecansaure-tert-butylester (119)%2%!

) oB
oo
3

o)
Zu 12.96 g (46.57 mmol) 12-Hydroxy-4,7,10-trioxadodecansaure-tert-butylester 118, geldst

in 25 mL absol. Dichlormethan, wurden 16.36 mL (116.4 mmol) Triethylamin gegeben. Die
Losung wurde auf O °C gekihlt, tropfenweise mit 7.57 mL (97.80 mmol) Mesylchlorid
versetzt und vier Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlieend wurde das gebildete
Triethylamin-Hydrochlorid durch Hyflo filtriert und der Filterkuchen wurde mit 100 mL
Dichlormethan gewaschen. Das Filtrat wurde zweimal mit jeweils 50 mL Eiswasser und mit
20 mL einer ges. NaCl-Lsg. gewaschen, mit MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde in 25 mL DMF aufgenommen und
mit 18.77 g (0.289 mol) Natriumazid versetzt. Es wurde tUber Nacht bei 60 °C gerlhrt, bevor
das DMF im Vakuum entfernt und der Riickstand in 60 mL Wasser gelost wurde. Die
wassrige Phase wurde viermal mit jeweils 50 mL Diethylether extrahiert, die vereinigten org.
Phasen wurden mit MgSO, getrocknet und das Loésungsmittel wurde unter vermindertem
Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde durch Flashchromatographie an Kieselgel
(‘Hex/EtOAc, 3:1) gereinigt.

Ausbeute: 8.17 g (58%, 26.93 mmol) farbloser Feststoff
R¢=0.24 (“Hex/EtOAc, 3:1)
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013H25N306 (M:278342 g/mol)
IH-NMR (300 MHz, CDCl3), § [ppm] = 3.76 — 3.62 (m, 12H, CH,0H), 3.38 (t, 2H, Jerz.crz =
5.06 Hz, N3-CH,), 2.48 — 2.45 (m, 2H, CH,-CO,tBu), 1.43 (s, 9H, 3 x CHs(tBu)).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?*®

12-Amino-4,7,10-trioxadodecansaure-tert-butylester (120)™4"!

0 oB
N
30

In einem Schlenkkolben wurden 8.60 g einer Raney-Nickel-Emulsion in Wasser je zweimal
mit 50 mL Isopropanol gewaschen. Anschliefend wurde der Kolben evakuiert und mit
Wasserstoff geflutet. Es wurde noch jeweils dreimal evakuiert und mit Wasserstoff geflutet,
ehe zunéchst 20 mL Isopropanol und anschlieffend 8.17 g (26.93 mmol) Azid 119, gelost in
40 mL Isopropanol, unter einer Wasserstoffatmosphére zugegeben wurden. Nach erneutem
Evakuieren und Fluten mit Wasserstoff wurde die Suspension vier Tage unter
Wasserstoffatmosphére bei Raumtemperatur gertihrt. Anschliefend wurde durch Hyflo filtriert
und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde sofort

ohne weitere Reinigung umgesetzt.

Rohausbeute: 7.41 g (99%, 26.70 mmol) gelbliches Ol.

R¢=0.12 (Et,0/MeOH, 1:1)

Ci13H27NOs (M = 277.36 g/mol).

'H-NMR (300 MHz, CDCls),  [ppm] = 3.76 — 3.62 (m, 12H, CH,0H), 3.38 (t, 2H, Jchz.chz =
5.08 Hz, NH,-CH,), 2.50 — 2.46 (m, 2H, CH,-CO,tBuU), 1.44 (s, 9H, 3 x CHs(tBu)).

Weitere analytische Daten siehe Literatur."!

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonylamido-4,7,10-trioxadodecansaure-tert-butylester

(121) [140]
t
FmocHN/\e/o\%\”/o Bu
3 0

Zu 7.41 g (26.70 mmol) Amin 120, gel6st in 200 mL Aceton und Wasser (1:1), wurden 2.24 g
(26.70 mmol) NaHCO; gegeben und die Reaktionsmischung wurde unter Rihren



196 5. Experimentalteil

portionsweise mit 9.01 g (26.70 mmol) Fmoc-OSu versetzt. Die Mischung wurde 20 Stunden
bei Raumtemperatur geriihrt, ehe mit verd. Salzsaure (2 M) auf pH = 6.0 angesduert wurde,
wobei sich das Produkt als Ol abschied. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und
der verbleibende Rickstand wurde viermal mit je 100 mL Dichlormethan extrahiert. Die org.
Phase wurde mit 300 mL verd. Salzsdure (1 M) und 150 mL Wasser gewaschen, mit MgSQO,
getrocknet und das Ldsungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt

wurde durch Flashchromatographie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt.

Ausbeute: 9.91 g (74%, 19.84 mmol) gelbliches Ol.

R¢=0.30 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

CasH37NO;7 (M=499.596 g/mol).

IH-NMR (300 MHz, CDCI3), & [ppm] = 7.71 (d, 2H, Juaps = Jusps = 7.39 Hz, 4-H-, 5-H-
Fmoc), 7.56 (d, 2H, Juie = Jnenr = 7.32 Hz, 1-H-, 8-H-Fmoc), 7.35 (t, 2H, Jua e = e rs =
7.38 Hz, 3-H-, 6-H-Fmoc), 7.26 (t, 2H, Juan = Juzms = 7.40 Hz, 2-H-, 7-H-Fmoc), 5.47 (bs,
1H, NH-Urethan), 4.36 (d, 2H, Jcrane = 6.82 Hz, CH,-Fmoc), 4.18 (t, 1H, Juscr = 6.72 Hz,
CH-Fmoc), 3.71 — 3.46 (m, 12H, CH,0H), 3.39 — 3.63 (m, 2H, FmocNH-CH,), 2.44 (t, 2H,
Jeocha.chz = 6.42 Hz, COCHy), 1.40 (s, 9H, 3 x CHa(tBu)).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[*%

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonylamido-4,7,10-trioxadodecansaure (122)!

H
FmocHN/\é/OWO
30

Zu 8.64 g (17.29 mmol) Ester 121, gel6st in 3 mL Wasser, wurden 30 mL Trifluoressigsdure
gegeben und das Gemisch wurde zwei Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der Rickstand wurde dreimal mit je 50 mL Toluol
und zweimal mit je 50 mL Dichlormethan kodestilliert und das Rohprodukt wurde durch
Flashchromatographie an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH/HOAC, 4:0.2:0.1) gereinigt. Das Produkt
wurde anschlieBend noch viermal mit je 50 mL Toluol und dreimal mit je 50 mL

Dichlormethan kodestilliert.

Ausbeute: 8.36 g (95%, 18.84 mmol) gelbliches Ol.
R¢=0.29 (CH,CIl,/MeOH/HOAC, 4:0.2:0.1)
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Ca4H20NO7 (M=443.490 g/mol).

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & [ppm] = 7.74 (d, 2H, Jnans = Juspe = 7.46 Hz, 4-H-, 5-H-
Fmoc), 7.59 (d, 2H, Ju1n2 = Jugnr = 7.30 Hz, 1-H-, 8-H-Fmoc), 7.38 (t, 2H, Jusna = Juems =
7.35 Hz, 3-H-, 6-H-Fmoc), 7.34 — 7.26 (m, 2H, 2-H-, 7-H-Fmoc), 6.64 (bs, 1H, COOH), 5.53
(bs, 1H, NH-Urethan), 4.40 (d, 2H, Jcrz2ne = 6.80 Hz, CH,-Fmoc), 4.21 (t, 1H, Jngchz =
6.66 Hz, CH-Fmoc), 3.78 — 3.48 (m, 12H, CH,0H), 3.48 — 3.25 (m, 2H, FmocNH-CH2), 2.59
(t, 2H, Jcochz,chz = 6.15 Hz, COCHy).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[*%

Amino-4,7,10-trioxadodecanylamido-N-L-prolyl-L-Alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-
O-(2-acetamido-2-deoxy-3-0O-[3-desoxy-3-fluor-B-D-galactopyranosyl]-a-D-
galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-
arginyl-L-porlyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolin (123)

Die Glycopeptidsynthese erfolgte automatisiert und von 417 mg (0.100 mmol) eines mit
Fmoc-Pro-O-Trt vorbeladenen Tentagel-S Harzes (Rapp Polymere, Beladung 0.24 mmol/g)
ausgehend. Es wurden jeweils zehn Aquivalente der Fmoc-Aminosiuren nach dem
Standardprotokoll am Peptidsynthesizer gekuppelt. Die Kupplung der Glycosylaminoséure
erfolgte halbautomatisch. Zundchst wurde die Fmoc-Schutzgruppe des am Harz gebundenen
Peptides durch Behandlung mit 20% Piperidin in N-Methylpyrrolidon entfernt. AnschlieRend
wurden 152 mg (0.165 mmol) der Glycosylaminosdure 61 zusammen mit 75 mg (0.198
mmol) HATU und 27 mg (0.198 mmol) HOAt in 2 mL N-Methylpyrrolidon geldst und mit 44
uL (0.396 mmol) N-Methylmorpholin versetzt. Die Losung wurde in das Reaktionsgefal3 des
Synthesizers Gberfuhrt und das Gemisch wurde acht Stunden geschdittelt. Nach Beendigung
der Kupplung wurde das Harz mit N-Methylpyrrolidon gewaschen und noch freie
Aminogruppen wurden mit dem Capping-Reagenz acetyliert. Die Kupplung der restlichen
funf Aminosduren und des Triethylenglycolspacers erfolgte nach dem Standardprotokoll.
Abschliefend wurde die terminale Fmoc Schutzgruppe durch Behandlung mit 20% Piperidin
in N-Methylpyrrolidon entfernt. Zur Abspaltung des Glycopeptids wurde das Harz in einen
Merrifield-Reaktor uberfuhrt, mit Dichlormethan gewaschen und zwei Stunden in einer

Mischung aus 15 mL Trifluoressigsaure, 0.8 mL dest Wasser und 0.8 mL Triisopropylsilan
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geschittelt. Anschlielend wurde filtiert und das Harz wurde zweimal mit ca. 10 mL
Trifluoressigsaure gewaschen. Die Filtrate wurden im Vakuum eingeengt, mit 10 mL Wasser
versetzt und lyophilisiert. Die Halfte des so erhaltenen Rohpeptids wurde anschlieBend in 30
mL Methanol geldst und tropfenweise mit einer frisch hergestellten Natriummethanolat-
Losung (0.5 g Na in 25 mL Methanol) versetzt, bis ein pH-Wert von 9.0 erreicht wurde. Es
wurde unter stdndiger pH-Kontrolle lber Nacht bei Raumtemperatur geruhrt, mit verd.
Essigsaure (1 M) neutralisiert und lyophilisiert. Das Rohprodukt wurde durch semipraparative
RP-HPLC gereinigt

Ausbeute: 61 mg (50%, 0.025 mmol) farbloses Lyophilisat.
[«]5 = (1.00, H,0) = -112.2
RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A = 214 nm)

Ri= 9.2 min

Zeit (min) 0 1 40 60
Acetonitril + 0.1% TFA (%) 5 5 70 100
Wasser + 0.1% TFA(%) 95 95 30 0

C103H166FN27041(M= 2457.575 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, D,O COSY, HMQC), & [ppm] = 8.51 (d, 1H, Jyens = 1.30 Hz, H,), 7.20
(d, 1H, Jps.me = 1.04 Hz, Hs), 4.84 (d, 1H, Jninz = 3.67 Hz, 1-H), 4.65 — 4.00 (m, 25H, D,
{4.60}, H, {457}, Tr+, {4.53}, R, {4.52}, Az, {4.48}, Ay, {4.42}, Syq {441}, 1’-H {4.37},
Sia {4.36}, Ay, {4.35}, P15, {4.33, 4.32, 4.28, 4.26, 4.24}, To, {4.24}, T, {4.20}, V, {4.20},
Trep {4.20}, Ay, {4.13}, Ty {4.10}, 2-H {4.10}, Top {4.07}, 2°-H {4.06}), 3.98 — 3.45 (m,
37H, Gy, {3.96}, 5-H {3.93},3-H {3.90}, Gy, {3.78}, Sz {3.77}, Sip {3.66}, 6a,b’-H {3.66},
4°-H {3.65}, 6a,b-H {3.64}, CH,-Spacer {3.64}, 4 x CH,O-Spacer {3.64 — 3.52}, 4-H
{3.60}, P1.s5 {3.69, 3.67, 3.64, 3.57, 3.50}, 5'-H {3.52}), 3.19 (dd, 1H, Jupanp» = 15.52 Hz,
Jnpasio = 5.49 Hz, Hg,), 3.14 — 3.02 (m, 7H, CH,-Spacer {3.11}, R; {3.08}, Hp, {3.07},), 2.91
—2.72 (m, 2H, Dg,, Dpp), 2.70 — 2.48 (m, 2H, CH,-Spacer), 2.29 — 2.07 (m, 6H, P35 {2.27,
2.18, 2.09}), 2.03 — 1.67 (m, 19H, P15, {1.96-1.80}, V; {1.96}, Pssp {1.92, 1.76}, AcNH (s,
1.87}, Rp, {1.69}), 1.67 — 1.48 (m, 3H, Rpy, {1.59}, Ry {1.54}), 1.31 — 1.18 (m, 12H, Ay,
{1.29}, Asp {1.26}, Asp {1.22}, {1.21, d, Japaa = 7.20 Hz, Ajp}), 1.15 (d, 3H, Jre,1p = 6.27
Hz, Tr+), 1.10 = 1.02 (M, 6H, T»,, T1,), 0.85 (t, 6H, Jv, v = 6.96 Hz, V).
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3C-NMR (100.6 MHz, D,O, DEPT, HMQC), & [ppm] = 175.92, 174.89, 174.38, 174.01,
173.95, 173.71, 173.58, 173.46, 173.09, 172.61, 172.49, 172.35, 171.98, 171.93, 171.52,
171.34,171.22, 171.20, 171.11, 170.89, 170.67 (C=0, C=0O(Acetyl)), 156.66 (C=NH), 133.42
(Hc,), 128.38 (Hc.), 117.25 (Hcs), 103.83 (d, Jc.io¢ = 11.68 Hz, C-17), 99.12 (C-1), 92.75 (d,
Jeyr = 182.83 Hz, C-3"), 77.37 (C-3), 76.96 (Tr+p), 73.66 (d, Jc-sr = 6.24 Hz, C-5°), 70.93
(C-5), 69.56, 69.49, 69.44, 69.41 (CH,-Spacer), 68.76 (C-4), 66.99 (T p), 66.99 (Tap), 66.72
(d, Jcrr = 16.05 Hz,C-2"), 66.29 (CHy-Spacer), 60.76 (C-6"), 60.49, 60.04, 59.99, 59.43,
59.29 (P1.s4), 60.49 (C-6), 60.24, 60.14 (Sip, Sap), 58.88 (V.), 58.88 (T14), 58.74 (T24), 56.97
(Tr+a), 55.53 (S1a), 54.94 (Sa4), 52.29 (H.), 51.09 (R,), 50.09 (D), 48.24 (C-2), 48.24 (AL,),
48.03 (Aa,), 47.73 (Asy), 47.65 (Ay,), 48.03, 47.82, 47.72, 47.65, 47.38 (P1.s5), 42.38 (Gy),
42.30 (Gi4), 40.48 (R;), 39.02 (CH,-Spacer), 34.97 (Dg), 33.99 (CH,-Spacer), 30.21 (Vp),
29.62, 29.31, 29.26, 29.16, 28.74 (P1.sp), 27.43 (Rp), 26.19 (Hp), 24.70, 24.60, 24.52, 24.31,
23.95 (P1s,), 23.95 (R,), 22.27 (CH3-AcNH), 18.81 (T,,), 18.73 (T2,), 18.46 (V,.), 18.33
(Tt+,), 17.80 (V,1), 16.26, 15.17, 15.06 (Ay4p).

YE-NMR (376.5 MHz, CDCly), 8 [ppm] = -199.17 (ddd, Jg3.+ = 48.12 Hz, Jp.41 = 12.86 Hz,
JroH=15.62 Hz, 4’-F).

ESI-MS (positiv), m/z: 1229.65 ([M + 2H]**, ber.: 1229.09); 820.09 ([M + 3H]**, ber.:
819.72).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 1229.0948 ([M + 2H]**, ber.: 1229.0937).

MALDI-TOF-MS (dhb, positiv) m/z: 2458.48 ([IM+H]", ber.: 2458.57).

Amino-4,7,10-trioxadodecanylamido-N-L-prolyl-L-Alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-
O-(2-acetamido-2-deoxy-3-0-[4-desoxy-4-fluor-B-D-galactopyranosyl]-a-D-
galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-
arginyl-L-porlyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolin (124)

Die Glycopeptidsynthese erfolgte automatisiert ausgehend von 455 mg (0.100 mmol) eines
mit Fmoc-Pro-O-Trt vorbeladenen Tentagel-S Harzes (Rapp Polymere, Beladung
0.22 mmol/g). Es wurden jeweils zehn Aquivalente der Fmoc-Aminosauren nach dem
Standardprotokoll am Peptidsynthesizer gekuppelt. Die Kupplung der Glycosylaminoséure
erfolgte halbautomatisch. Zunéchst wurde die Fmoc Schutzgruppe des am Harz gebundenen
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Peptides durch Behandlung mit 20% Piperidin in N-Methylpyrrolidon entfernt. AnschlieRend
wurden 155 mg (0.169 mmol) der Glycosylaminosaure 86 zusammen mit 77 mg (0.203
mmol) HATU und 27 mg (0.203 mmol) HOALt in 2 mL N-Methylpyrrolidon geldst und mit 45
uL (0.405 mmol) N-Methylmorpholin versetzt. Die Losung wurde in das Reaktionsgefall des
Synthesizers tberfihrt und acht Stunden geschuttelt. Nach Beendigung der Kupplung wurde
das Harz mit N-Methylpyrrolidon gewaschen und noch freie Aminogruppen wurden mit dem
Capping-Reagenz acetyliert. Die Kupplung der restlichen finf Aminosduren und des
Triethylenglycolspacers erfolgte nach dem Standardprotokoll. AbschlieBend wurde die
terminale Fmoc Schutzgruppe durch Behandlung mit 20% Piperidin in N-Methylpyrrolidon
entfernt. Zur Abspaltung des Glycopeptids wurde das Harz in einen Merrifield-Reaktor
uberfiihrt, mit Dichlormethan gewaschen und zwei Stunden in einer Mischung aus 15 mL
Trifluoressigsaure, 0.8 mL dest Wasser und 0.8 mL Triisopropylsilan geschuttelt.
AnschlieBend wurde filtiert, ehe das Harz zweimal mit ca. 10 mL Trifluoressigsaure
gewaschen wurde. Die Filtrate wurden im Vakuum eingeengt, mit 10 mL Wasser versetzt und
lyophilisiert. Das so erhaltenen Rohpeptid wurde anschlieBend in 30 mL Methanol gel6st und
tropfenweise mit einer frisch hergestellten Natriummethanolat-Lésung (0.5 g Na in 25 mL
Methanol) versetzt, bis ein pH-Wert von 9.0 erreicht wurde. Es wurde unter stdndiger pH-
Kontrolle tiber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt, mit verd. Essigsaure (1 M) neutralisiert
und lyophilisiert. Das Rohprodukt wurde durch semipraparative RP-HPLC gereinigt

Ausbeute: 33 mg (13%, 0.014 mmol) farbloses Lyophilisat.
[« = (1.00, H,0) = -103.0
RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A = 214 nm)

R= 8.3 min

Zeit (min) 0 1 40 60
Acetonitril + 0.1% TFA (%) |5 5 70 100
Wasser + 0.1% TFA(%) 95 95 30 0

C10sH166FN27041(M= 2457.575 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, D,O COSY, HMQC), & [ppm] = 8.50 (d, 1H, Jyens = 1.31 Hz, H,), 7.19
(s, 1H, Hs), 4.82 (d, 1H, Jn1 12 = 3.80 Hz, 1-H), 4.65 — 4.00 (m, 23H, 4’-H {4.69}, D, {4.62},
H., {457}, R, {4.52}, T+, {452}, Az, {4.49}, Ay, {443}, 1’-H {4.41}, S, {4.38}, Au
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{4.36}, Si, {4.33}, P15, {4.35, 4.32, 4.28, 4.23, 4.22}, To, {4.24}, T\, {4.21}, V, {4.19},
Trep {4.19}, A, {4.12}, Ty {4.10}, 2-H {4.10}), 3.98 — 3.45 (m, 38H, T,; {3.98}, 3-H
{3.92}, G, {3.92}, 5-H {3.92}, Gy, {3.84}, Syp {3.77}, 6a,b-H {3.69}, Sip {3.69}, 6a,b’-H
{3.67}, 5°-H {3.64}, CH,-Spacer {3.64}, 3"-H {3.60, d, Jyz ¢ = 17.42 Hz}, 4 x CH,O-Spacer
{3.59 — 3.49}, 4-H {3.59}, P1.55 {3.68, 3.54, 3.48, 3.45}), 3.45 — 3.35 (m, 1H, 2°-H), 3.18 (dd,
1H, Juparpy = 15.45 Hz, Jupane = 5.50 Hz, Hg,), 3.13 — 3.01 (m, 7H, CH-Spacer {3.11}, Hg
{3.06}, R;s {3.08}), 2.91 — 2.71 (m, 2H, Dg,, Dp), 2.70 — 2.47 (m, 2H, CH,-Spacer), 2.29 —
2.06 (M, 6H, P35 {2.22, 2.18, 2.15}), 2.04 — 1.66 (M, 20H, P15, {1.98 — 1.82}, V; {1.96}, P,
sp {1.91, 1.79}, AcNH (s, 1.89}, Rp, {1.73}), 1.68 — 1.48 (m, 3H, R, {1.63}, Ry {1.53}),
1.30 — 1.16 (m, 12H, A, {1.29}, Asp {1.26}, Asp {1.22}, {1.20, d, Japae = 7.38 Hz, Ajp}),
1.14 (d, 3H, Jrsy1p = 6.17 Hz, Tr+), 1.10 — 1.02 (m, 6H, Ta, Ty,), 0.84 (t, 6H, Jy,vp =
6.94 Hz, V).

3C-NMR (100.6 MHz, D;0, DEPT, HMQC), & [ppm] = 175.78, 174.89, 174.79, 174.38,
173.92, 173.70, 173.61, 173.45, 173.09, 172.65, 172.61, 172.46, 172.36, 172.06, 171.98,
171.93, 171.54, 171.52, 171.32, 171.20, 171.11, 170.89, 170.86 (C=0, C=0(Acetyl)), 156.66
(C=NH), 133.55 (Hc,), 128.20 (Hc.), 117.13 (Hcs), 104.31 (C-1°), 99.05 (C-1), 89.41 (d, Jc-
»p = 176.24 Hz, C-4"), 77.20 (C-3), 76.92 (T+p), 73.50 (d, Jc s ¢ = 18.01 Hz, C-5), 71.20 (d,
Jeayr = 17.42 Hz, C-3"), 70.97 (C-5), 70.48 (C-2"), 69.56, 69.49, 69.44, 69.41 (CH,-Spacer),
68.82 (C-4), 66.99 (Tip), 66.90 (Tap), 66.24 (CH,-Spacer), 61.14, 61.11 (S, Sap), 60.76,
59.99, 59.79, 59.33 (Py.s,), 60.76 (C-6), 60.02 (d, Jc.s'r = 5.12 Hz, C-6"), 58.83 (V,), 58.88
(T1a), 58.75 (Taq), 56.93 (Try), 55.84 (Siq), 55.53 (Saq), 52.27 (H,), 51.08 (R,), 50.06 (D),
49.59 (C-2), 48.66 (A1), 47.67 (Asy), 47.59 (Asy), 47.38 (A4y), 47.73, 47.67, 47.59, 47.38 (Py-
55), 42.37 (Gyy), 42.31 (Gy4), 40.48 (Rs), 39.30 (CH,-Spacer), 34.90 (Dg), 34.00 (CH,-Spacer),
30.23 (Vj), 29.62, 29.31, 29.25, 29.17, 28.72 (Py.sp), 27.44 (Rp), 26.18 (Hp), 24.70, 24.66,
24.60, 24.52, 24.31 (Pys,), 23.97 (R,), 22.28 (CH3-AcNH), 18.81 (T,,), 18.73 (T»,), 18.47
(Vya), 18.34 (Tr+,), 17.80 (Vyp), 16.29, 15.19, 15.07 (A.4p).

YE.NMR (376.5 MHz, CDCls), & [ppm] = -217.21 (ddd, Jpsapy = 50.84 Hz, Jpszp =
31.63 Hz, Jrsa3.1 = 29.62 Hz, 4-F).

ESI-MS (positiv), m/z: 1229.15 ([M + 2H]*, ber.: 1229.09); 819.77 ([M + 3H]*, ber.:
819.72).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 1229.0951 ([M + 2H]**, ber.: 1229.0937).

MALDI-TOF-MS (dhb, positiv) m/z: 2458.45 ([M+H]", ber.: 2458.57).
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Ac-N-L-valyl-O-(2-acetamido-2-deoxy-3-0O-[2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-6,6-difluor-p-D-
galactopyranosyl]-4,6-di-O-acetyl-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-
prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-porlyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-L-
threonyl-L-alanyl-L-prolin (135)

Die Glycopeptidsynthese erfolgte automatisiert ausgehend von 455 mg (0.100 mmol) eines
mit Fmoc-Pro-O-Trt vorbeladenen Tentagel-S Harzes (Rapp Polymere, Beladung
0.22 mmol/g). Es wurden jeweils zehn Aquivalente der Fmoc-Aminosauren nach dem
Standardprotokoll am Peptidsynthesizer gekuppelt. Die Kupplung der Glycosylaminoséure
erfolgte halbautomatisch. Zundchst wurde die Fmoc-Schutzgruppe des am Harz gebundenen
Peptides durch Behandlung mit 20% Piperidin in N-Methylpyrrolidon entfernt. AnschlieRend
wurden je zweimal 80 mg (0.085 mmol) der Glycosylaminosdure 98 zusammen mit je 38.8
mg (0.102 mmol) HATU und 13.9 mg (0.102 mmol) HOAt in 2 mL N-Methylpyrrolidon
gelost und mit je 22.5 uL (0.204 mmol) N-Methylmorpholin versetzt. Die Lésung wurde in
das Reaktionsgefdl des Synthesizers Uberfihrt und acht Stunden geschittelt. Nach
Beendigung der Kupplung wurde das Harz mit N-Methylpyrrolidon gewaschen und noch freie
Aminogruppen wurden mit dem Capping-Reagenz acetyliert. Die Kupplung der folgenden
Aminosdure Valin erfolgte ebenfalls zweimal mit je zehn Aquivalenten unter
Standardbedingungen. Aufgrund eines technischen Defektes am Peptidsyntesizer wurde das
Glycopeptid im Anschluss an diese Kupplung nach Abspaltung der terminalen Fmoc-
Schutzgruppe acetyliert. Dennoch wurde das Glycopeptid zur Abspaltung in einen Merrifield-
Reaktor Oberfiihrt, mit Dichlormethan gewaschen und zwei Stunden in einer Mischung aus
15 mL Trifluoressigsaure, 0.8 mL dest Wasser und 0.8 mL Triisopropylsilan geschuttelt. Es
wurde filtiert und das Harz wurde zweimal mit ca. 10 mL Trifluoressigsédure gewaschen. Die
Filtrate wurden im Vakuum eingeengt, mit 10 mL Wasser versetzt und lyophilisiert. Das
Rohprodukt wurde durch semipréaparative RP-HPLC gereinigt

Ausbeute: 67 mg (31%, 0.031 mmol), farbloses Lyophilisat.
[ = (1.00, H,0) = -54.9
RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A = 214 nm)

R=19.0 min
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Zeit (min) 0 1 40 60
Acetonitril + 0.1% TFA (%) 5 5 70 100
Wasser + 0.1% TFA(%) 95 95 30 0

CooH138F2N20039(M= 2162.166 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, D;O, COSY, HMQC), & [ppm] = 5.84 (ddd, 1H, Jue r. = 54.23 Hz,
Jue o = 54.09 Hz, Jue s = 5.03 Hz, 6°-H), 5.47 (d, 1H, Jua 3 = 3.28 Hz, 4’-H), 5.37 (d, 1H,
Jhaps = 2.28 Hz, 4-H), 5.07 (dd, 1H, Jus- > = 10.18 Hz, Jus e = 3.36 Hz, 3°-H), 4.95 — 4.72
(m, 3H, 1-H, 1°-H, 2°-H), 4.65 - 4.01 (m, 22H, D, {4.60}, T1+, {4.53}, R, {4.51}, A, {4.48},
Ay, {4.423, Sy, {4.40}, Az, {4.36}, S1 {4.34}, P14y {4.34, 4.30, 4.27, 4.23}, 5-H {4.27}, T2
{4.25}, T1, {4.19}, Tr+p {4.19}, 2-H {4.15}, 3-H {4.12}, T, {4.08}, 5°-H {4.07}, V,, {4.07},
Top {4.05}), 4.01 — 3.30 (m, 16H, 6a,b-H {3.95}, G, {3.85}, Sz {3.78}, Sip {3.68}, P1.ss
{3.72, 3.68, 3.57, 3.48}), 3.15 — 3.00 (M, 2H, R; {3.07}), 2.90 — 2.72 (m, 2H, Dg,, Dpp), 2.27
— 1.67 (M, 39H, P14, {2.26, 2.20, 2.15, 2.09}, NHAC (s, 2.07, 2.06}, OAc {s, 1.99, 1.96,
1.94, 1.90, 1.87}, P14, {1.97-1.83}, P1ag {1.93, 1.91, 1.86 1.83}, V {1.91}, Ry, {1.69}),
1.67 - 1.46 (m, 3H, R, {1.58}, Ry {1.54}), 1.30-1.20 (m, 9H, Ap, {1.29}, Ay {1.24}, Asp
{1.20}), 1.14 (d, 3H, Jp+,1p = 6.33 Hz, Tr,), 1.11 — 1.01 (M, 6H, T2, T1,), 0.84 (t, 6H, Jy,.vp
=7.42 Hz, V).

3C-NMR (100.6 MHz, D,O, DEPT, HMQC), & [ppm] = 175.76, 174.88, 174.18, 174.15,
174.13, 173.94, 173.90, 173.56, 173.45, 173.12, 173.10, 173.08 173.02, 172.90, 172.64,
172.49, 172.43, 172.42, 171.92, 171.51, 171.32, 171.19, 171.10, 170.86 (C=0, C=O(Acetyl)),
156.65 (C=NH), 112.93 (dd, Jc.sra = 243.35 Hz, Jc.s s = 242.22 Hz, C-67), 100.56 (C-1°),
98.89 (C-1), 77.32 (T1sp), 74.28 (C-3), 71.55 (d, Jc.s° ¢ = 25.72 Hz, C-5°), 70.52 (C-3"), 70.24
(C-4), 69.05 (C-2), 67.28 (C-5), 68.99 (Tzs), 66.99 (Tip), 66.44 (C-4°), 63.14 (C-6), 61.34,
61.14 (Sip, Szp), 60.76, 60.52, 60.04, 59.31 (P1.44), 59.66 (V,,), 58.88 (T1y), 58.73 (T2,), 56.73
(Tr#q), 55.52 (S1a), 54.92 (S24), 51.07 (Ry), 51.07 (D), 48.45 (C-2), 47.84 (A1), 47.77 (Asy),
47.64 (Asy), 47.73, 47.64, 47.59, 47.37 (P1.45), 42.37 (G,), 40.47 (R;), 34.87 (Dp), 29.83 (Vp),
29.29, 29.27, 29.16, 28.71 (P14p), 27.44 (Rp), 24.69, 24.65, 24.60, 24.52 (P1.4,), 23.95 (R,),
22.20, 21.48 (CH3(NHAC)), 20.30, 20.21, 20.06, 19.86, 19.83 (CH3(OAC)), 18.80 (T,), 18.72
(T2,), 18.40 (V,.), 18.15 (T1+,), 17.85 (Vyp), 15.29, 15.16, 15.06 (Ay.3p).

YE.NMR (376.5 MHz, CDCls), & [ppm] = -129.78 (dd, Jrsans = 55.21 Hz, Jreans = 10.49 Hz,
6a-F), -130.7 (dd, Jrepre = 54.41 Hz, Jrgp s = 7.38 Hz, 6b-F).
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ESI-MS (positiv), m/z: 2161.38 ([M + H]", ber.: 2160.94), 1092.52 ([M + H + Na]**, ber.:
1092.47).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 1081.4725 ([M + 2H]**, ber.: 1081.4777).

MALDI-TOF-MS (dhb, positiv) m/z: 2163.55 ([M+H]", ber.: 2163.17).

Ac-N-L-valyl-O-(2-acetamido-2-deoxy-3-O-[6-desoxy-6,6-difluor-B-D-galactopyranosyl]-
a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-
arginyl-L-porlyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolin (125)

Zu einer Losung aus 29.3 mg (0.014 mmol) des Glycopeptids 135 in 20 mL Methanol wurde
tropfenweise eine frisch hergestellte Natriummethanolat-Lésung (0.5 g Na in 25 mL
Methanol) gegeben, bis ein pH-Wert von 9.0 erreicht wurde. Es wurde unter standiger pH-
Kontrolle tiber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt, mit verd. Essigsaure (1 M) neutralisiert
und lyophilisiert. Das Rohprodukt wurde durch semipraparative RP-HPLC gereinigt

Ausbeute: 25.4 mg (96%, 0.013 umol) farbloses Lyophilisat.
[« = (1.00, H0) = -60.4
RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A =214 nm)

R=11.0 min

Zeit (min) 0 1 40 60
Acetonitril + 0.1% TFA (%) 5 5 70 100
Wasser + 0.1% TFA (%) 95 95 30 0

CgoH128F2N20034(M= 1951.983 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, D,0. COSY, HMQC), & [ppm] = 5.84 (ddd, 1H, Jyera = 55.21 Hz,
Jue po = 55.21 Hz, Jue ns = 6.20 Hz, 6’-H), 4.84 (d, 1H, Juin2 = 3.77 Hz, 1-H), 4.65 — 4.01
(m, 21H, D, {4.60}, Tr+, {4.53}, R, {4.51}, Ay, {4.48}, So, {4.41}, Ay, {4.40}, 1°-H {4.39},
S1q {4.35}, Az, {4.34}, P1y, {4.34, 4.31, 4.26, 4.23}, T, {4.23}, Trep {4.20}, To, {4.19}, 2-H
{4.09}, V, {4.09}, T\s {4.09}, 4-H {4.08}, Tos {4.05}), 4.01 - 3.33 (m, 22H, 4’-H {3.97}, 5-
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H {3.93}, 3-H {3.86}, G, {3.86}, Szp {3.77}, P1.45 {3.75, 3.69, 3.56, 3.42}, 5°-H {3.69}, Sip
{3.67}, 6a,b-H {3.67}, 3°-H {3.50}, 2'-H {3.41}), 3.15 — 3.01 (m, 2H, R;s {3.10}), 2.91 —
2.70 (M, 2H, Dg,, Dgy), 2.27 — 2.08 (m, 4H, P14p, {2.26, 2.20, 2.12, 2.05}), 2.02 — 1.66 (m,
20H, P14, {1.99 — 1.68}, Vs {1.92}, P14, {1.93, 1.91, 1.89 1.85}, NHAC {1.91}, NHAC (s,
1.87}, Rp, {1.66}), 1.66 — 1.48 (m, 3H, Ry, {1.57}, Ry {1.54}), 1.31 — 1.21 (m, 9H, Ay,
{1.30}, Ay {1.25}, Asp {1.21}), 1.16 (d, 3H, Jp+,1p = 6.32 Hz, Tr+,), 1.12 — 1.02 (m, 6H, T,
T1,), 0.85 (t, 6H, Jy,vp = 6.18 Hz, Vy).

3C-NMR (100.6 MHz, D,O, DEPT, HMQC), & [ppm] = 176.06, 174.99, 174.21, 174.16,
174.11, 173.97, 173.62, 173.47, 173.09, 173.06, 172.58, 172.53 171.93, 171.51, 171.35,
171.27, 171.20, 171.11, 170.69 (C=0, C=OAcetyl), 156.65 (C=NH), 113.99 (dd, Jc.s ra =
242.79 Hz, Jc.o o = 242.79 Hz, C-67), 104.63 (C-1°), 99.14 (C-1), 77.64 (C-3), 77.20 (Tr+p),
73.23 (d, Jo.s ¢ = 25.87 Hz, C-5°), 71.84 (C-3°), 70.90 (C-5), 70.16 (C-2), 68.75 (T1p), 67.10
(C-4), 67.04 (C-4), 66.99 (Tp), 61.38, 61.31 (C-6), 61.14 (Sip, Sap), 60.76, 60.51, 60.04,
59.66 (P1.44), 59.54 (V.), 58.88 (T14), 58.75 (T2q), 56.86 (Tr+4), 55.52 (Si4), 54.96 (Saa), 51.09
(Ro), 50.15 (D), 48.18 (C-2), 47.85 (A1), 47.80 (As.), 47.74 (Asy), 47.74, 47.64, 47.60, 47.39
(P1.45), 42.37 (G,), 40.48 (Rs), 35.03 (Dy), 29.87 (Vp), 29.31, 29.27, 29.16, 28.76 (P1.4p), 27.43
(Rp), 24.70, 24.60, 24.59, 24.52 (P1.4,), 23.95 (R,), 22.24 (CH3(NHAC)), 21.47 (CH3(NHAC)-
Valin), 18.80 (Ty,), 18.72 (T2,), 18.42 (V,.), 18.32 (T1+,), 17.83 (Vpp), 15.21, 15.17, 15.05 (A;.
3p):

YF.NMR (376.5 MHz, CDCls), & [ppm] = -129.86 (dd, Jreans = 54.66 Hz, Jrsais = 6.72 Hz,
6a-F), -130.05 (dd, Jrep 16 = 56.48 Hz, Jrep 15 = 10.26 Hz, 6b-F).

ESI-MS (positiv), m/z: 1951.83 ([M + H]", ber.: 1951.89); 987.43 ([M + H + Na]*, ber.:
987.44), 976.46 ([M + 2H]**, ber.: 976.44).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 1951.8915 ([M + H]", ber.: 1951.8948).

MALDI-TOF-MS (dhb, positiv) m/z: 1952.53 ([M+H]", ber.: 1952.98).
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5.7 Synthesen zu Kapitel 3.6

1-(Amino-4,7,10-trioxadodecanylamido-N-L-prolyl-L-Alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-
valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-O-[3-desoxy-3-fluor-B-D-galactopyranosyl]-a-D-
galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-
arginyl-L-porlyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl)-2-
ethoxycyclobuten-3,4-dion (127)

Zu einer Loésung aus 20 mg (8.138 umol) Glycopeptid 123 in 5 mL Ethanol und Wasser (1:1)
wurden 1.26 uL (8.545 umol) 3,4-Diethoxy-3-cyclobuten-1,3-dion 126 gegeben.
AnschlieBend wurden ca. 15 uL einer ges. NaHCO3-Lsg. zugegeben bis ein pH-Wert von 8.0
erreicht wurde. Die Reaktionslésung wurde drei Stunden bei Raumtemperatur geruhrt (HPLC-
Kontrolle), mit verd. Essigsdure (1 M) neutralisiert und lyophilisiert. Das Rohprodukt wurde
durch semipréparative RP-HPLC gereinigt

Ausbeute: 6.8 mg (31%, 2.63 umol) farbloses Lyophilisat.
[«]5 = (0.68, H,0) = -92.7
RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A = 214 nm)

Ri=22.2 min

Zeit (min) 0 5 40 60
Acetonitril + 0.1% TFA (%) 5 5 25 70
Wasser + 0.1% TFA (%) 95 95 75 30

C109H170FN27044(M= 2581.669 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, D;0 COSY, HMQC), & [ppm] = 8.50 (d, 1H, Jyeus = 1.36 Hz, H,), 7.20
(d, 1H, Jps,ne = 1.09 Hz, Hs), 4.83 (d, 1H, Ju1pz = 3.96 Hz, 1-H), 4.70 — 4.00 (m, 27H, CH,0-
Squarat {4.62}, D, {4.60}, H, {4.57}, T1+, {4.54}, R, {4.51}, Az, {4.48}, 3°-H {4.40}, A,
{4.41}, S,, {4.41}, 1’-H {4.36}, A4, {4.35}, Si, {4.35}, P15, {4.35, 4.31, 4.27, 4.20, 4.17},
Tio {4.23}, Trp {4.22}, V, {419}, T, {419}, Ay, {4.13}, 2-H {4.11} T,y {4.10}, Ty
{4.06}, 2>-H {4.06}), 3.97 — 3.41 (m, 41H, G, {3.93}, 5-H {3.92}, 3-H {3.90}, G, {3.80},
Sy {3.77}, Sip {3.69}, 6a,b’-H {3.66}, CH,-Spacer {3.68}, 4™-H {3.66}, CH,-Spacer {3.64},
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6a,b-H {3.61}, 4 x CH,O-Spacer {3.61 — 3.48}, 4-H {3.60}, P1.s; {3.75, 3.70, 3.57, 3.53,
3.50}, 3.52 {CH,-Spacer}, 5°-H {3.52}), 3.20 (dd, 1H, Jupanpy = 15.52 Hz, Jupana = 5.57 Hz,
Hpa), 3.13 — 3.01 (m, 3H, R; {3.09}, Hg, {3.08}), 2.88 — 2.69 (M, 2H, Dg,, D), 2.67 — 2.47
(m, 2H, CH,-Spacer), 2.26 — 2.07 (m, 5H, Py.sp, {2.25, 2.23, 2.19, 2.15, 2.07}), 2.03 — 1.66
(m, 20H, P15, {1.97 — 1.86}, Vs {1.95}, P1.sp, {1.95, 1.91, 1.85 1.82, 1.79}, AcNH (s, 1.87},
R, {1.68}), 1.67 — 1.48 (m, 3H, Ry {1.59}, Ry {1.55}), 1.31 (t, 3H, Jchachz = 6.97 Hz, HsC-
CH,-Squarat), 1.29 — 1.18 (m, 12H, Ay, {1.29}, Asp {1.25}, Ay {1.22}, {1.21, d, Japac =
7.21 Hz, Ag}), 1.14 (d, 3H, I+, 1p = 6.32 Hz, Tr+,), .11 — 1.03 (m, 6H, T2, T1,), 0.84 (t, 6H,
Jvy,vp = 6.86 Hz, V).

B3C-NMR (100.6 MHz, D;0, DEPT, HMQC), & [ppm] = 175.78, 174.89, 174.79, 174.38,
173.92, 173.70, 173.61, 173.45, 173.09, 172.65, 172.61, 172.46 172.36, 172.06, 171.98,
171.93, 171.54, 171.52, 171.32, 171.20, 171.11, 170.89, 170.86 (C=0, C=0(Acetyl)), 156.66
(C=NH), 133.53 (Hc,), 128.22 (Hc.), 117.04 (Hcs), 103.78 (C-17), 99.02 (C-1), 90.92 (d, Jc-
yr = 186.62 Hz, C-3°), 77.29 (C-3), 76.92 (Tr+p), 73.68 (C-57), 70.92 (C-5), 70.46 (CH,-
Squarat), 69.55 (CH,-Spacer), 69.16 (C-4’), 68.74 (Tys), 68.05 (C-4), 66.97 (C-2"), 66.86
(T1p), 66.11 (CH-Spacer), 61.16, 61.13 (S;g, Sp), 61.05 (C-6), 60.76, 60.62, 60.07, 59.73,
59.28 (P1.s,), 60.60 (C-6"), 58.97 (T1,), 58.87 (T24), 58.77 (V), 56.89 (Tr+y), 55.46 (Siy),
54.98 (S1,), 52.23 (H,), 51.08 (Ry), 50.15 (D), 49.61 (C-2), 48.35 (A1), 47.72 (A), 47.62
(Aso), 47.38 (A4,), 48.03, 47.83, 47.73, 47.63, 47.38 (P1.s5), 43.79 (CHx-Spacer), 42.27 (Ga),
42.27 (Gy,), 40.46 (Rs), 35.28 (D), 34.00 (CH,-Spacer), 30.19 (Vp), 29.75, 29.62, 29.31,
28.97, 28.79 (P1.sp), 27.56 (Rp), 26.21 (Hp), 24.71, 24.61, 24.51, 24.41, 24.31 (P1.5,), 23.93
(R)), 22.42 (CHz-AcNH), 18.80 (T,,), 18.74 (T2,), 18.47 (V,.), 18.30 (Tr+), 17.80 (Vyb),
16.27, 15.17, 15.07 (Au-4p), 15.03 (H3C-CH,-Squarat).

YE.NMR (376.5 MHz, CDCly), § [ppm] = -199.17 (ddd, Jg 3.4 = 47.83 Hz, Jr.4-n = 13.27 Hz,
Je2n = 6.14 Hz, 4°-F).

ESI-MS (positiv), m/z: 1291.05 ([M + 2H]*, ber.: 1291.10); 868.40 ([M + 2H + Na]*", ber.:
868.39).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 1291.0972 ([M + 2H]**, ber.: 1291.1018).

MALDI-TOF-MS (dhb, positiv) m/z: 2582.80 ([M+H]", ber.: 2582.67).
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Konjugation an Rinderserumalbumin (BSA) (129)

Zu einer Losung aus 130 mg Na,HPO, in 2 mL Wasser (pH = 9.5) wurden 2.0 mg
(0.031 umol) BSA und 2.0 mg (0.775 pmol) Glycopeptid-Quadratsaure-Konjugat 127
gegeben. Die Mischung wurde finf Tage bei Raumtemperatur geruhrt und anschlief3end in
eine Ultrafiltrationsanlage (Membran 30 000 Da) tberflhrt. Das Rohprodukt wurde dreimal
mit 50 mL entionisiertem Wasser filtriert. Nach Gefriertrocknung wurden 5.1 mg

(0.076 umol) Konjugat erhalten.

MALDI-TOF-MS (Sinapinsaure, positiv) m/z: 79470.12.
Durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie wird eine Belegung von durchschnittlich funf
Molekilen 127 pro Molekil BSA ermittelt.

1-(Amino-4,7,10-trioxadodecanylamido-N-L-prolyl-L-Alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-
valyl-O-(2-acetamido-2-deoxy-3-O-[4-desoxy-4-fluor-B-D-galactopyranosyl]-a-D-
galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-
arginyl-L-porlyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl)-2-
ethoxycyclobuten-3,4-dion (128)

Zu einer Losung aus 23 mg (9.359 umol) Glycopeptid 124 in 5 mL Ethanol und Wasser (1:1)
wurden 1.45 puL (9.827 umol) 3,4-Diethoxy-3-cyclobuten-1,3-dion 126 gegeben.
AnschlieBend wurden ca. 15 pL einer ges. NaHCOs-Lsg. zugesetzt, bis ein pH-Wert von 8.0
erreicht wurde. Die Reaktionslosung wurde drei Stunden bei Raumtemperatur gertihrt (HPLC
Kontrolle), mit verd. Essigsaure (1 M) neutralisiert und lyophilisiert. Das Rohprodukt wurde
durch semipréparative RP-HPLC gereinigt

Ausbeute: 6.0 mg (25%, 2.324 umol) farbloses Lyophilisat.
[¢]Z = (0.60, H,0) = -71.0
RP-HPLC (Phenomenex Luna C18, A =214 nm)
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Ri=21.3 min

Zeit (min) 0 5 40 60
Acetonitril + 0.1% TFA (%) 5 5 25 70
Wasser + 0.1% TFA (%) 95 95 75 30

C100H170FN27044(M= 2581.669 g/mol)

'H-NMR (400 MHz, D;0O COSY, HMQC), & [ppm] = 8.51 (d, 1H, Jyeus = 1.35 Hz, H,), 7.20
(d, 1H, Jns,He = 1.08 Hz, Hy), 4.83 (d, 1H, Jnznz = 4.00 Hz, 1-H), 4.70 - 4.00 (m, 25H, 4’-H
{4.70}, CH,0-Sqarat {4.62}, D, {4.59}, H, {4.58}, R, {4.53}, T+, {4.53}, Az, {4.49}, 1’-H
{4.42}, Ay, {4.40}, Sy, {4.39}, Ay {4.36}, Sio {4.36}, Pis, {4.35, 4.31, 4.26, 4.24, 4.22},
Tio {4.22}, Trsp {4.20}, V, {4.19}, To, {4.14}, Ay, {4.12}, 2-H {4.12} T, {4.09}), 3.98 —
3.48 (m, 42H, T, {3.98}, Gy, {3.96}, 5-H {3.93}, 3-H {3.92}, G,, {3.83}, Sy {3.77}, Sip
{3.71}, 6a,b’-H {3.68}, CH,-Spacer {3.68}, CH,-Spacer {3.65}, 6a,b-H {3.62}, 4-H {3.61},
5-H {3.60}, 3'-H {3.60}, 4 x CH,0O-Spacer {3.59 — 3.50}, P55 {3.76, 3.71, 3.57, 3.51}, 3.57
{CH,-Spacer}), 3.48 — 3.39 (m, 1H, 2°-H), 3.25 — 3.15 (m, 1H, Hp,), 3.13 — 3.01 (m, 3H, R;
{3.10}, Hg, {3.09}), 2.91 — 2.68 (m, 2H, Dg,, Dgp), 2.68 — 2.49 (m, 2H, CH,-Spacer), 2.26 —
2.07 (M, 5H, Py.sp, {2.27, 2.22, 2.18, 2.15, 2.08}), 2.02 — 1.68 (m, 20H, P15, {1.97 — 1.85}, V;
{1.96}, P15, {1.93, 1.91, 1.86 1.79, 1.74}, NHAC (s, 1.88}, Rp, {1.70}), 1.67 — 1.48 (m, 3H,
Rep {1.59}, Ry {1.54}), 1.32 (t, 3H, Jcrachz = 6.98 Hz, HsC-CH,-Squarat), 1.29 — 1.18 (m,
12H, Az, {1.29}, Asp {1.27}, Ay {1.22}, {1.21, d, Japaa = 7.22 Hz, Ajp}), 1.15 (d, 3H,
Jrey1p = 6.32 Hz, T1+,), 1.11 — 1.03 (M, 6H, T»,, T1,), 0.84 (t, 6H, Jv,vp = 6.83 Hz, V).
3C-NMR (100.6 MHz, D,O, DEPT, HMQC), & [ppm] = 175.78, 174.89, 174.79, 174.38,
173.92, 173.70, 173.61, 173.45, 173.09, 172.65, 172.61, 172.46 172.36, 172.06, 171.98,
171.93, 171.54, 171.52, 171.32, 171.20, 171.11, 170.89, 170.86 (C=0, C=0(Acetyl)), 156.66
(C=NH), 133.57 (Hc,), 128.20 (Hc.), 116.74 (Hcs), 104.21 (C-1°), 98.85 (C-1), 89.30 (d, Jc-
»5 = 174.58 Hz, C-4Y), 77.25 (C-3), 76.88 (Tr+), 73.57 (C-5°), 70.95 (C-5), 70.89 (C-3),
70.62 (CH,-Squarat), 69.87 (C-2), 69.64, 69.56, 69.44, 69.41 (CH,-Spacer), 68.69 (C-4),
68.66 (T2p), 66.87 (Tip), 66.10 (CH,-Spacer), 61.19 (C-6), 61.15, 61.11 (Sip, Szp), 60.79,
60.29, 60.08, 59.28 (P1.5,), 59.81 (C-6°), 58.96 (Ty,), 58.94 (V,), 58.75 (Tay), 56.87 (Tr+y),
55.48 (S4), 55.05 (S24), 52.30 (H,), 51.07 (R,), 50.07 (D), 49.47 (C-2), 48.41 (A,), 47.72
(Asy), 47.61 (Asy), 47.52 (Asy), 47.72, 47.67, 47.56, 47.39 (P1.s5), 43.83 (CH,-Spacer), 42.25
(Gay), 42.21 (Gyo), 40.44 (Rs), 35.37 (Dp), 33.86 (CH-Spacer), 30.23 (Vp), 29.36, 29.27,
29.18, 29.09, 28.77 (P1.sp), 27.51 (Rp), 26.31 (Hp), 24.70, 24.68, 24.57, 2451, 24.33 (P1.s,),
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23.92 (R)), 22.28 (CH3(NHAC)), 18.77 (T\,), 18.56 (Ty,), 18.40 (Tr+), 18.36 (Vy.), 17.73
(Vyb), 16.23, 15.22, 15.11 (A1.4p), 15.00 (H3C-CH3-Squarat).

YE.NMR (376.5 MHz, CDCls), & [ppm] = -217.2 (ddd, Jrsa-n = 50.87 Hz, Jpsazp =
30.78 Hz, Jps 3.1 = 29.86 Hz, 4-F).

ESI-MS (positiv), m/z: 1291.09 ([M + 2H]**, ber.: 1291.10); 868.39 ([M + 2H + Na]*', ber.:
868.39).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 1291.1011 ([M + 2H]**, ber.: 1291.1018).

MALDI-TOF-MS (dhb, positiv) m/z: 2583.44 ([M+H]", ber.: 2582.67).

Konjugation an Rinderserumalbumin (BSA) (130)

Zu einer Losung aus 130 mg Na;HPO, in 2 mL Wasser (pH= 9.5) wurden 2.0 mg (0.031
umol) BSA und 2.0 mg (0.775 umol) Glycopeptid-Quadratsdure-Konjugat 128 gegeben. Die
Mischung wurde fiinf Tage bei Raumtemperatur gertihrt und in eine Ultrafiltrationsanlage
(Membran 30 000 Da) uberfuhrt. Das Rohprodukt wurde dreimal mit 50 mL entionisiertem
Wasser filtriert. Nach Gefriertrocknung wurden 5.6 mg (0.083 pmol) Konjugat erhalten.

MALDI-TOF-MS (dhb, positiv) m/z: 85290.99.
Durch  MALDI-TOF-Massenspektrometrie wird eine Belegung von durchschnittlich
7.3 Molekulen 128 pro Molekil BSA ermittelt.

Konjugation an Tetanus-Toxoid (131)

Zu einer Losung aus 130 mg NayHPO, in 1 mL Wasser (pH = 9.5) wurden 2.0 mg
(0.014 pumol) Tetanus-Toxoid und 2.0 mg (0.775 umol) Glycopeptid-Quadratsaure-Konjugat
128 gegeben. Die Mischung wurde fiinf Tage bei Raumtemperatur gerthrt und anschlieRend
in eine Ultrafiltrationsanlage (Membran 30 000 Da) uberfihrt. Das Rohprodukt wurde
dreimal mit 50 mL entionisiertem Wasser filtriert. Nach Gefriertrocknung wurden 6.2 mg

(0.041 pumol) Konjugat erhalten.
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Kratos PC Axima CFR V2.4.1: Mode linear_neg_1805, Power: 135, Blanked, P.Ext. @ 3000 (bin 82)
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Kratos PC Axima CFR V2.4.1: Mode linear_neg_1805, Power: 135, Blanked, P.Ext. @ 3000 (bin 82)
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