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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Zelladhasion - Die interzellulare Kommunikation

Die interzelluldire Kommunikation findet zu einem grofen Teil zwischen membranstindigen
Adhisionsmolekiilen und ebenfalls membranstindigen Liganden, die auf der Oberfliche
von Nachbarzellen prisentiert werden, statt. Zu diesen Adhdsionsmolekiilen zdhlen die
Cadherine,' die Integrine,” die Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie’ sowie die
Selektine**® (E-, P- und L-Selektin).

Zelladhdsionsprozesse kontrollieren zahlreiche biologische Vorginge wie z.B. die
Embryogenese, die Wundheilung, Entziindungsprozesse und die Immunantwort.’

So wird die Immunantwort auf korperfremde Stoffe mit Hilfe der weilen Blutkdrperchen
(Leukozyten) bewirkt. Zu diesen zdhlen die Lymphozyten, Monozyten sowie neutrophile,
eosinophile und basophile Granulozyten. Alle diese Zellen zirkulieren im Blut, wobei sie
ihre Hauptaufgabe aber auflerhalb des Blutgefdsystems erfiillen. Sie miissen dafiir die
Gefialwand passieren. Der GefiBwand-Durchtritt wird dabei eingeleitet durch eine
rezeptorvermittelte Adhédsion von Leukozyten an die Wéinde feiner Blutgefile, den
Hochendothel-Venolen. Nach dieser voriibergehenden Adhésion dringen die Leukozyten
durch das Endothel® in das umliegende Gewebe oder in sekundére lymphatische Organe ein,
wo sie ihre immunologische Wirkung entfalten.’

Eine solche rezeptorvermittelte Wechselwirkung zwischen Leukozyten und Endothelzellen
findet auch im Rahmen von Entziindungsprozessen statt. Dabei werden vom
Entziindungsherd zahlreiche, spezifische Signalmolekiile, wie z.B. Interleukin-1, der
Tumornekrosefaktor-a. (TNF-o), Histamin, oder Peroxidradikale ausgeschiittet.10 Diese
stimulieren die Endothelzellen einer in der Ndhe des Entziindungsherds befindlichen Ader
zur Prisentation von Selektinen (E- und P-Selektin). P-Selektin wird in intrazelluldren
Speichern der Endothelzellen aufbewahrt und kann innerhalb von Minuten nach Eintreffen

des Signals mobilisiert und auf die Zelloberflache transportiert werden. Stunden spéter

K. Vleminckx, R. Kemler, BioEssays 1999, 21, 211-220.

S. J. Shattil, M. H. Ginsberg, J. Clin. Invest. 1997, 100, 1-5.

G. M. Edelman, K. L. Crossin, Annu. Rev. Biochem. 1991, 60, 155-190.

E. E. Simanek, G. J. McGarvey, J. A. Jablonowski, C.-H. Wong, Chem. Rev. 1998, 98, 833-862.

F. M. Unger, Adv. Carbohydr. Chem. Biochem. 2001, 57, 207-435.

C. Ehrhardt, C. Kneuer, U. Bakowsky, Adv. Drug Delivery Rev. 2004, 56, 527-549.

R. Haubner, D. Finsinger, H. Kessler, Angew. Chem. 1997, 109, 1440-1456.

Endothel: diinner einschichtiger Belag aus platten Zellen auf der Innenseite der Blut- und Lymphgefafie.
N. Sharon, H. Lis, Spektrum der Wissenschaft 1993(3), 66-74.

M. L. Phillips, E. Nudelmann, F. C. A. Gaeta, M. Perez, A. K. Singhal, S.-I. Hakomori, J. C. Paulson,
Science 1990, 250, 1130-1132.
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2 EINLEITUNG

werden groBe Mengen von E-Selektin auf den Endothellzellen exprimiert.'”'! Die im
Blutstrom zirkulierenden Leukozyten prédsentieren auf ihrer Oberfliche kohlenhydrathaltige
Selektinliganden, wie z.B. PSGL-1 (P-Selektin-Glycoprotein-Ligand-1) oder ESL-1
(E-Selektin-Ligand-1), die mit den Selektinen wechselwirken. Dadurch werden die
Leukozyten im Blutstrom abgebremst und beginnen entlang des Endothels zu ,,rollen*
(Abb. 1.1)."? Die feste Adhision der Leukozyten an die Endothelzellen wird schlieBlich
durch starke Protein-Protein-Wechselwirkungen der Adhésionsmolekiile der Integrin-
Familie (z.B. LFA-1, Leukozytenfunktionsantigen-1) mit ihren Liganden (z.B. ICAM-1,
Intercellular Adhesion Molecule-1) bewirkt. Daraufhin kommt es zur Abflachung der
Leukozyten und schlieBlich zur Migration durch das Endothel in das umliegende Gewebe.
Dieser Prozess wird als Diapedese bezeichnet. AnschlieBend wandern die Leukozyten
entlang eines Chemokin-Gradienten (z.B. Interleukin-8) in  Richtung des

Entziindungsherdes, wo sie ihre immunologische Wirkung entfalten.

die selektinvermittelte Adhasion ist so schwach, da die

Leukocyten am GefaRendothel entlangrollen kannen rollende Adhésion feste Bindung Diapedese Wanderung

Blutfluss —

IL-8 Rezeptor G

E-Selektin slet

&

15 %1 g - 4 o
b g% E-Selektin §3 . ¥ 4at

[l o[b]d]&iélo§©§o§§§

CD31

Basalmembran

Abb. 1.1: Die Reaktionskaskade bei Entziindungsprozessen.

Die Bedeutung der Selektine fiir Zelladhdsionsprozesse, insbesondere fiir den oben

beschriebenen Vorgang des Abbremsens von Leukozyten, konnte durch Experimente mit

. . 13,14,15
Knock-Out-Méusen bewiesen werden. ™ ™

M. P. Bevilacqua, S. Stengelin, M. A. Gimbrone Jr., B. Seed, Science 1989, 243, 1160-1165.

C. A. Janeway, P. Travers, M. Walport, M. Shlomchik, Immunologie, 5. Aufl., Spektrum Akademischer
Verlag, Heidelberg, Berlin, 2002, 78-82.

T. N. Mayadas, R. C. Johnson, H. Rayburn, R. O. Hynes, D. D. Wagner, Cell 1993, 74, 541-554.

M. L. Arbones, D. C. Ord, K. Ley, H. Ratech, C. Maynard-Curry, D. J. Capon, T. F. Tedder, Immunity
4, 1,247-260.

M. A. Labow C. R. Norton, J. M. Rumberger, K. M. Lombard-Gillooly, D. J. Shuster, J. Hubbard, R.
Bertko, P. A. Knaack, R. W. Terry, M. L. Harbison, F. Kontgen, C. L. Stewart, K. W. MclIntyre, P. C. Will,
D. K. Burns, B. A. Wolitzky, Immunity 1994, 1, 709-720.

[y
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EINLEITUNG 3

1.2 Name und Struktur der Selektine

Cadherine, Integrine und die Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie beeinflussen
zahlreiche Zell-Zell-Wechselwirkungen im ganzen Korper. Dagegen ist die durch Selektine
vermittelte Zelladhdsion auf die Wechselwirkung von Leukozyten mit Endothelzellen und
Blutpléttchen (Thrombozyten) beschrankt. Dieser selektiven Vermittlung von Zellkontakten
sowie der strukturellen Ahnlichkeit zur Klasse der Lektine verdankt diese Gruppe von

Adhisionsmolekiilen ihren Namen: Selektine.”'®

Leukozyten
PSGL-1

ESL-1 L-Selektin

P-Selektin E-Selektin GlyCAM-1 CD-34 MAACAM-1

Endothel

. Lectin-Domane 0 Globular-Doméne _  O-verkniipfte Glycosylierung

71 EGF-Doméne Immunglobulin- — N-verknipfte Glycosylierung

™ Doméne

! SCR-Einheit ‘:_5 Mucin-Doméne ? Sulfat

Abb. 1.2: Die Strukturen der Selektine und der Selektin-Liganden.

Es sind drei Selektine bekannt, die jeweils nach dem Zelltyp, auf dem sie erstmals entdeckt
wurden, benannt sind (Abb. 1.2):

L-Selektin (dltere Bezeichnungen: CD62L, LECAM-I,16 MEL-14) wurde mit Hilfe des
Antikérpers MEL-14 auf Lymphozyten nachgewiesen.'”

1 Eine iltere Bezeichnung ist LECAM: Lectin Adhesion Molecule.
7" 'W. M. Gallatin, I. L. Weissman, E. C. Butcher, Nature 1983, 304, 30-34.



4 EINLEITUNG

E-Selektin (iltere Bezeichnungen: CD62E, LECAM-2, ELAM-1'") konnte durch
monoklonale Antikérper auf Endothelzellen identifiziert werden.'”

P-Selektin (dltere Bezeichnungen: CD62P, LECAM-3, PADGEM,”® GMP-140*") wurde in
den Granula von Blutplittchen (engl.: platelets) entdeckt.”

Allen drei Selektinen ist eine charakteristische, extrazellulire Region gemeinsam, die am
Aminoterminus eine den calciumabhingigigen Lektinen® homologe Domine besitzt. Diese
Doméne (CRD, Carbohydrate Recognition Domain) bewirkt die Wechselwirkung mit den
kohlenhydrathaltigen Selektinliganden. Es folgt eine dem Epidermal Growth Factor (EGF)
verwandte Doméne und eine je nach Selektintyp unterschiedliche Anzahl von kurzen
Wiederholungseinheiten (SCR, Short Consensus Repeat). In der Zellmembran werden die
Selektine durch eine einzige Transmembran-Peptidkette verankert, an die sich am

Carboxyterminus eine kurze in das Cytoplasma reichende Region anschlieBt.’

1.3 Die Liganden der Selektine

Aufgrund der grolen Homologie der CRD-Dominen erkennen und binden alle drei
Selektine das Tetrasaccharid Sialyl-Lewis™ (sLe"), sein Regioisomeres Sialyl-Lewis® (sLe®)

sowie verwandte Strukturen (Abb. 1.3).*

HO OH HO,C HO _OH

oH
OH
o) o o) OH
AcHN LY O = OH OH o HO_oH OH
HO OH HO . NHAC = 2 o O 5
OH AN 220 o&/o&/w
o HO NHAC

E-1 HO HO OH

Sialyl-Lewis* (sLe¥) Sialyl-Lewis? (sLe?)
Abb. 1.3: Die Strukturen von Sialyl-Lewis” (sLe*) und Sialyl-Lewis® (sLe").

Um die einzelnen Saccharid-Bausteine von sLe* leichter erkennen zu konnen, ist sLe”* in

Abb. 1.3 nicht in seiner bioaktiven Konformation dargestellt (diese wird in Abb. 1.4
gezeigt).

8 ELAM-1: Endothelial Leucocyte Adhesion Molecule-1.

¥ M. P. Bevilacqua, J. S. Pober, D. L. Mendrick, R. S. Cotran, M. A. Gimbrone Jr., Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S. A. 1987, 84,9238-9242.

PADGEM: Platelet Activation-dependent Granule External Membrane.

21 GMP-140: Granule Membrane Protein-140.

> §.-C. Hsu-Lin, C. L. Berman, B. C. Furie, D. August, B. Furie, J. Biol. Chem. 1984, 259, 9121-9126.

» H. Lis, N. Sharon, Chem. Rev. 1998, 98, 637-674.

20



EINLEITUNG 5

Abb. 1.4: Die bioaktive Konformation von sLe".

Die Bedeutung dieser Sacchariderkennung fiir die Immunantwort konnte durch
Untersuchungen an Patienten mit der Erbkrankheit Leukozyten-Adhisions-Deffizienz-II
(LAD-II) belegt werden.*** Bei dieser Immundeffizienz liegt eine Storung des Fucose-
Stoffwechsels vor, so dass die oben genannten Saccharide nicht aufgebaut werden kénnen.*
Dadurch wird ein wesentlicher Schritt der Immunantwort, die Adhdsion von Leukozyten an
Endothelzellen gestort, was hdufig wiederkehrende, schwere Infektionen bei diesen
Patienten zur Folge hat. Durch die tdgliche Verabreichung von Fucose kdnnen an LAD-II
erkrankte Patienten wieder sLe™ und Selektinliganden aufbauen und dadurch auch wieder
normale Leukozyten-Spiegel im Blut erreichen.”’

Die oben genannten Saccharide stellen jedoch nur einen Teil der komplexen
Ligandenstrukturen dar. Fiir die spezifische Rezeptorbindung sind weitere Partialstrukturen
verantwortlich, fir die eine Wechselwirkung der Selektinliganden mit der EGF-Doméne
diskutiert wird. So zeigen chimédre Selektine, deren CRD-Dominen von L-Selektin und

deren EGF-Dominen von P-Selektin stammen, duale Ligandenbindungsspezifititen.”®

1.3.1 P-Selektin und seine Liganden

P-Selektin wird in den a-Granula der Blutplédttchen sowie in den Weibel-Palade-Vesikeln
von Endothelzellen aufbewahrt.” Nach Stimulierung durch Signalstoffe wie Histamin,
Thrombin, Peroxidradikale, Teile des Komplement-Systems u.a. kommt es innerhalb von

Minuten zur Mobilisierung von P-Selektin und dessen Prisentation auf der Zelloberfliche.™

A Etzioni, M. Frydman, S. Pollack, I. Avidor, M. L. Phillips, J. C. Paulson, R. Gershoni-Baruch, N. Engl.
J. Med. 1992, 327, 1789-1792.

M. L. Phillips, B. R. Schwartz, A. Etzioni, R. Bayer, H. D. Ochs, J. C. Paulson, J. M. Harlan, J. Clin.
Invest. 1995, 96, 2898-2906.

%A, Karsan, C. J. Cornejo, R. K. Winn, B. R. Schwartz, W. Way, N. Lannir, R. Gershoni-Baruch, A.
Etzioni, H. D. Ochs, J. M. Harlan, J. Clin. Invest. 1998, 101, 2438-2445.

¥ K. Liihn, T. Marquardt, E. Harms, D. Vestweber, Blood 2001, 97, 330-332.

% G. S. Kansas, K. B. Saunders, K. Ley, A. Zakrzewics, R. M. Gibson, B. C. Furie, B. Furie, T. F. Tedder,
J. Cell Biol. 1994, 124, 609-618.

2 R. P. McEver, J. H. Beckstead, K. L. Moore, L. Marshal-Carlson, D. F. Bainton, J. Clin. Invest. 1989, 84,
92-99.

** T.F. Tedder, D. A. Steeber, A. Chen, P. Engel, FASEB J. 1995, 9, 866-873.



6 EINLEITUNG

Als natiirlicher Ligand dieses Selektins konnte das Glycoprotein PSGL-1 (P-Selektin-
Glycoprotein-Ligand-1) identifiziert werden, ein disulfidverbriicktes Homodimer mit zwei
120 kDa groBen Untereinheiten.’’ PSGL-1 besitzt bis zu drei N-glycosidisch sowie
zahlreiche O-glycosidisch verkniipfte Kohlenhydrate. Durch die Arbeiten von Sako et al.*?
und Pouyani und Seed®® konnte gezeigt werden, dass fiir die Bindung an P-Selektin die 19
Aminosduren am Aminoterminus von entscheidender Bedeutung sind. In diesem Bereich ist
sLe* iiber ein an Threonin (Thr’’) gekniipftes Glycan an das Protein gebunden.** Ebenfalls
in diesem Bereich liegen drei Tyrosinreste (Tyr®, Tyr*, Tyr’"), von denen mindestens einer
sulfatiert vorliegen muss, um eine effektive Bindung zu P-Selektin zu gewéhrleisten.”” Eine
Rontgenkristallstruktur von einem P-Selektinfragment (bestehend aus der CRD- und der
EGF-Domine), das an PSGL-1 gebunden ist, konnte von Camphausen et al. erhalten

werden.*® Sulfatide, Heparin, Fucoidin und Dextransulfate binden ebenfalls an P-Selektin.*

1.3.2 E-Selektin und seine Liganden

Im Gegensatz zu P-Selektin ist die Expression von E-Selektin auf Endothelzellen
beschriankt. AuBBerdem ist E-Selektin nicht konstitutiv in den Endothelzellen vorhanden,
sondern wird erst nach Stimulierung durch Mediatoren wie z.B. TNF-a oder Interleukin-1
auf transkriptioneller Ebene exprimiert.” Daher weist E-Selektin im Vergleich zu P-Selektin
eine verzogerte Expressionskinetik auf: P-Selektin wird nach wenigen Minuten auf der
Zelloberfliche prisentiert, E-Selektin dagegen erst nach einigen Stunden.'' Da PSGL-1
ebenfalls an E-Selektin bindet, wenn auch wesentlich schwécher, wird vermutet, dass
E-Selektin im spiteren Verlauf eines Entziindungsprozesses teilweise die Aufgabe des
P-Selektins iibernimmt. Vestweber et al. konnten durch Affinitats-Chromatographie ESL-1
(E-Selektin-Ligand-1) als spezifischen Liganden fiir E-Selektin isolieren.”” Dieses aus 1148
Aminosduren bestehende Glycoprotein besitzt fiinf potenzielle N-Glycosylierungsstellen.
Massenspektrometrische Untersuchungen an mit Endoglycosidase F N-deglycosylierten
ESL-1 und an der unglycosylierten Peptidsequenz lassen vermuten, dass keine

O-glycosidisch verkniipften Kohlenhydrate vorliegen.*®

' K. L. Moore, N. L. Stults, S. Diaz, D. F. Smith, R. D. Cummings, A. Varki, R. P. McEver, J. Cell. Biol.
1992, 118, 445-456.

32 D. Sako, K. M. Comess, K. M. Barone, R. T. Camphausen, D. A. Cumming, G. D. Shaw, Cell 1995, §3,
323-331.

33 T. Pouyani, B. Seed, Cell 1995, 83, 333-343.

3 R. Kumar, R. T. Camphausen, F. X. Sullivan, D. A. Cumming, Blood 1996, 88, 3872-3879.

3% V. Ramachandran, M. U. Nollert, H. Qiu, W.-J. Liu, R. D. Cummings, C. Zhu, R. P. McEver, Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A. 1999, 96, 13771-13776.

3 W.S. Somers, J. Tang, G. D. Shaw, R. T. Camphausen, Cell 2000, 103, 467-479.

37 A. Levinovitz, J. Mithlhoff, S. Isenmann, D. Vestweber, J. Cell Biol. 1993, 121, 449-459.

¥ M. Lenter, A. Levinovitz, S. Isenmann, D. Vestweber, J. Cell Biol. 1994, 125, 471-481.
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1.3.3 L-Selektin und seine Liganden

L-Selektin wird im Unterschied zu E- und P-Selektin nicht auf Endothelzellen, sondern auf
Leukozyten konstitutiv exprimiert. Es ist an der Diapedese von Lymphozyten in die
peripheren Lymphknoten als so genannter ,homing receptor beteiligt. Weiterhin trigt
L-Selektin bei Entziindungsprozessen kooperativ mit P-Selektin zur Rekrutierung von
Leukozyten an das Endothel bei.”” Diese durch L-Selektin vermittelte Zelladhdsion wird
durch eine gesteigerte Expression von L-Selektinliganden auf den Endothelzellen reguliert.
Als Liganden sind bisher die Glycoproteine GlyCAM-1 (Glycosylation-dependent Cell
Adhesion Molecule-1), CD34, MadCAM-1 (Mucosal Addressin Cell Adhesion
Molecule-1), sgp200 (sulphated glycoprotein 200) sowie PSGL-1 bekannt. Bei CD34",
sgp200*" und GlyCAM-1* handelt es sich um mucinartige Glycoproteine mit
O-glycosidisch verkniipften Kohlenhydraten. Damit GlyCAM-1 an L-Selektin binden kann,
muss es in der 6-Position des Glucosamin- oder Galactoseteils von sLe®* sulfatiert sein.*’
MadCAM-1 ist ein L-Selektinligand mit immunglobulin- und mucinartigen Dominen.**
AuBer mit L-Selektin kann es auch mit dem Integrinrezeptor a4f; wechselwirken und ist
damit in der Lage, Lymphozyten sowohl zum Selektin vermittelten ,,Rollen*, als auch zur
Integrin vermittelten Adhésion zu befahigen.*

Sulfatide, Heparinsulfat und Fucoidin sind weitere Liganden des L-Selektins.”

1.4 Einsatzmdglichkeiten antiadhasiver Therapien

Die Adhidsion von Leukozyten an das Endothel ist fiir zahlreiche biologische Prozesse
unerldsslich (vgl. Kapitel 1.1). Etliche Krankheiten gehen dagegen mit einer iibermafigen,
durch Selektine vermittelten Zelladhédsion einher. Eine solche Beteiligung der Selektine und
ihrer Liganden konnte z.B. bei Erkrankungen der HerzkranzgefiBe,”® bei rheumatoider

Arthritis*” oder beim Reperfusionssyndrom™ nachgewiesen werden. Zur Therapie dieser

% A. Giannis, Angew. Chem. 1994, 106, 188-191.

*°S. Baumhueter, M. S. Singer, W. Henzel, S. Hemmerich, M. Renz, S. D. Rosen, L. A. Lasky, Science
1993, 262, 436-438.

*1 S, Hemmerich, E. C. Butcher, S. D. Rosen, J. Exp. Med. 1994, 180, 2219-2226.

2 D. Crommie, S. D. Rosen, J. Biol. Chem. 1995, 270, 22614-22624.

# S, Hemmerich, H. Leffler, S. D. Rosen, .J. Biol. Chem. 1995, 270, 12035-12047.

“ OB L Berg, L. M. McEvoy, C. Berlin, R. F. Bargatze, E. C. Butcher, Nature 1993, 366, 695-698.

4 (. Berlin, E. L. Berg, M. J. Briskin, D. P. Andrew, P. J. Kilshaw, B. Holzmann, I. L. Weissman, A.
Hamann, E. C. Butcher, Cell 1993, 74, 185-195.

4 W. Sluiter, A. Pietersma, J. M. J. Lamers, J. F. Koster, J. Cardiovasc. Pharmacol. 1993, 22, S37-S44.

47 T. Ochi, S. Hakomori, M. F ujimoto, M. Okamura, H. Owaki, S. Wakitani, Y. Shimaoka, K. Hayashida, T.
Tomita, S. Kawamura, K. Ono, J. Rheumatol. 1993, 2038-2045.

* M. Buerke, A. S. Weyrich, Z. Zheng, F. C. A. Gaeta, M. J. Forrest, A. M. Lefer, J. Clin. Invest. 1994, 93,
1140-1148.
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Erkrankungen versucht man, 16sliche Selektinliganden zu verabreichen, die kompetitiv an
die Selektine binden und damit die iiberméfBige Adhdsion von Leukozyten an das Endothel
unterdriicken. Als Leitstruktur fiir solche Zelladhdsionsinhibitoren wird vor allem das
Tetrasaccharid sLe® (Abb. 1.3) angesehen, da dieses Saccharid einen essentiellen
Bestandteil der natiirlichen Selektinliganden darstellt. Sialyl-Lewis® wurde bereits
erfolgreich in Tierversuchen bei von P-Selektin abhingigen, vom Cobra-Venom induzierten
Lungenerkrankungen®’ und bei myokardialen Reperfusionsverletzungen® eingesetzt.

Weitere mogliche Anwendungsgebiete antiadhdsiver Therapien sind Autoimmun-
erkrankungen wie akute Polyarthritis, entziindliche und allergische Hauterkrankungen und
Herz-Kreislauf-Storungen.” Ebenso wird die Behandlung metastasierender Tumore
diskutiert, da Krebszellen die selektinvermittelte Zelladhdsion ausnutzen, um zur Bildung

. 50,51,52,53
von Sekundir-Tumoren aus dem Blutstrom auszuwandern.” > >~

1.5 Pharmakophore Gruppen und Mimetika von Sialyl-Lewis”

Da die Synthese von sLe™ aufwendig und teuer ist, da es bei oraler Verabreichung inaktiv ist
und zudem seine Affinitdt zu den Selektinen nur im millimolaren Bereich liegt, beschiftigen
sich mehrere Arbeitsgruppen mit der Synthese hochaffiner sLe*-Mimetika. Fiir deren
Synthese ist es notwendig, die pharmakophoren Gruppen von sLe* zu kennen.

Durch Variation der funktionellen Gruppen der vier Kohlenhydratbausteine von sLe™ konnte
gezeigt werden, dass die Hydroxygruppen der Fucose,”*’ die 4- und 6-Hydroxygruppen der

56,5
Galactose™®’

sowie die Carboxygruppe der Neuraminsiure fiir eine effektive Bindung an
E- und L-Selektin unerlésslich sind.”® Bei P-Selektin ist von den drei Hydroxygruppen der
Fucose nur die 3-Hydroxygruppe unerldsslich, ein Austausch der 2- und 4-Hydroxygruppen

durch Protonen bewirkt ,,nur* eine Reduzierung der Affinitit.” Der Glucosamin-Baustein

¥ M. S. Mulligan, J. C. Paulson, S. DeFrees, Z.-L. Zheng, J. B. Lowe, P. A. Ward, Nature 1993, 364,
149-151.

% T. Nakashio, T. Narita, M. Sato, S. Akiyama, Y. Kasai, M. Fujiwara, K. Ito, H. Takagi, R. Kannagi,
Anticancer Res. 1997, 17,293-299.

1 R. Renkonen, P. Mattila, M.-L. Majuri, J. Rébiné, S. Toppila, J. Renkonen, L. Hirvas, J. Niittyméki, J. P.
Turunen, O. Renkonen, T. Paavonen, Glycoconjugate J. 1997, 14, 593-600.

> R. Kannagi, Glycoconjugate J. 1997, 14, 577-584.

> L. Borsig, News Physiol. Sci. 2004, 19, 16-21.

* Y. Ramphal, Z.-L. Zheng, C. Perez, L. E. Walker, S. A. DeFrees, F. C. A. Gaeta, J. Med. Chem. 1994,
37,3459-3463.

% B. K. Bradley, M. Kiso, S. Abbas, P. Nikrad, O. Srivasatava, C. Foxall, Y. Oda, A. Hasegawa,
Glycobiology 1993, 3, 633-641.

6 W. Stahl, U. Sprengard, G. Kretzschmar, H. Kunz, Angew. Chem. 1994, 106, 2186-2188.

°7 R. Binteli, B. Ernst, Bioorg. Med. Chem. Lett. 2001, 11, 459-462.

¥ D. Tyrell, P. James, N. Rao, C. Foxall, S. Abbas, F. Dasgupta, M. Nashed, A. Hasegawa, M. Kiso, D. Asa,
J. Kidd, B. K. Bradley, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. 4. 1991, 88, 10372-10376.
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dient als Abstandhalter fiir die richtige Orientierung von Fucose und Galactose.”” Die
Acetamido- und die Glycerinseitenkette der Neuraminsdure haben fast keinen Einfluss auf
die Selektinbindung.”>~® Mit Hilfe des Austauschs einzelner Aminosiuren (Punktmutations-
Experimente) konnten die fiir die Kohlenhydraterkennung entscheidenden Aminoséduren der
CRD-Domine der Selektine ausfindig gemacht werden.’” Die von Camphausen et al.*
verdffentlichte Rontgenstrukturanalyse der Komplexe aus sLe* mit der CRD- und
EGF-Domine von P- und E-Selektin liefert eine gute Vorstellung fiir die Struktur dieser
Komplexe (Abb. 1.5): Die Bindung von sLe™ an E-Selektin wird durch Koordination von
Ca®" an die Seitenketten von Glu*’, Asn®?, Asn®, Asn'®, Asp'®, an die a-Carbonylgruppe
von Asp'® sowie an die 3- und 4-Hydroxygruppe der Fucose bewirkt (die Koordinationen

24 -
% an Ca®" sind aufgrund der besseren

von Glu® und der o-Carbonylgruppe von Asp'
Ubersichtlichkeit in Abb. 1.5 nicht eingezeichnet). Wasserstoffbriicken zwischen den
Hydroxygruppen der Fucose und bestimmten Aminosduren verstirken die Bindung. Des
Weiteren bindet die Galactose iiber eine Wasserstoftbriicke mit ihrer 4-Hydroxygruppe an
Tyr™ und mit ihrer 6-Hydroxygruppe an Glu”>. Die Neuraminsiure bildet Wasserstoff-
briicken zwischen ihrer Carboxygruppe und Tyr*® und Arg®’ aus, wobei letztere Aminoséure

gleichzeitig an das glycosidische Sauerstoffatom der Neuraminsdure koordiniert.

GlcNAc-Gal-NeuNAc

Fuc-GlcNAc

Abb. 1.5: Die Wechselwirkungen von sLe* mit E-Selektin.

Im P-Selektin ist Arg”’ durch Serin substituiert, wodurch eine starke Wechselwirkung
verloren geht. Dies diirfte — neben einigen Unterschieden bei der Fucose-Koordinierung —

wohl die Hauptursache fiir die hohere Affinitit von sLe* an E-Selektin im Vergleich zum

% M. J. Bamford, M. Bird, P. M. Gore, D. S. Holmes, R. Priest, J. C. Prodger, V. Saez, Bioorg. Med. Chem.
Lett. 1996, 6, 239-244.
0 T B. Kogan, B. M. Revelle, S. Tapp, D. Scott, P. J. Beck, J. Biol. Chem. 1995, 270, 14047-14055.
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P-Selektin sein. Wegen der schon erwidhnten niedrigen Affinitdt und der teuren Synthese
von sLe™ bemiihen sich mehrere Arbeitsgruppen die einzelnen Kohlenhydratbausteine durch
nichtsaccharidische Gruppen zu ersetzen. Vor allem die Neuraminsdure mochte man
aufgrund ihres hohen Preises und der hdufig nur in miBigen Ausbeuten durchzufiihrenden
Sialylierung substituieren. Die einzige pharmakophore Gruppe dieses Saccharids ist die
Carboxyfunktion. Es gelang, die Neuraminsdure durch Sulfat- und Phosphatreste sowie
durch Glycolsdure zu ersetzen.®’ Eine besonders viel versprechende Substitution der
Neuraminsiure gelang Kolb und Ernst unter Verwendung der (S)-Cyclohexylmilchsaure.®
Darauf basierend synthetisierten Thoma et al. (Novartis) zahlreiche sLe*-Mimetika, von
denen Verbindung E-3 (Abb. 1.6) eine ca. 30fach hohere Affinitdit zu E-Selektin
— verglichen mit sLe* — in einem zellfreien Bindungs-Assay aufwies.”

Nao,c H® —OH

Abb. 1.6: Das sLe*-Mimetikum E-3 von Novartis.

Da der Glucosamin-Baustein nicht zur Bindung beitrigt, kann er leicht durch vicinale Diole
substituiert werden.””® Allerdings ist dieser Baustein wichtig fiir die Priorganisation der
bioaktiven Konformation,®*® d.h. je #hnlicher die Konformation eines ungebundenen
sLe*-Mimetikums der Konformation des an ein Selektin gebundenen Mimetikums ist, desto
hoher ist auch die Affinitdt des Mimetikums zum Selektin (Entropieeffekt). Schwieriger ist
ein Ersetzen der Galactose, da hier zwei Gruppen an der Bindung zu den Selektinen beteiligt
sind.®® Die Fucose wurde nur in wenigen Fillen durch eine nicht-saccharidische Struktur

substituiert.’’

! H. Ohmoto, K. Nakamura, T. Inoue, N. Kondo, Y. Inoue, K. Yoshino, H. Kondo, H. Ishida, M. Kiso, A.
Hasegawa, J. Med. Chem. 1996, 39, 1339-1343.

2 H. C. Kolb, B. Ernst, Chem. Eur. J. 1997, 3, 1571-1578.

% G. Thoma, W. Kinzy, C. Bruns, J. T. Patton, J. L. Magnani, R. Binteli, J. Med. Chem. 1999, 42,
4909-4913.

6 S. A. DeFrees, F. C. A. Gaeta, Y.-C. Lin, Y. Ichikawa, C.-H. Wong, J. Am. Chem. Soc. 1993, 115,
7549-7550.

% G. Thoma, J. L. Magnani, J. T. Patton, B. Ernst, W. Jahnke, Angew. Chem. 2001, 113, 1995-1999.

5 R. Binteli, B. Ernst, Tetrahedron Lett. 1997, 38, 4059-4062.

7 C. L. Martens, S. E. Cwirla, R. Y.-W. Lee, E. Whitehorn, E. Y.-F. Chen, A. Bakker, E. L. Martin, C.
Wagstrom, P. Gopalan, C. W. Smith, E. Tate, K. J. Koller, P. J. Schatz, W. J. Dower, R. W. Barrett, J. Biol.
Chem. 1995, 270, 21129-21136.
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68,69 54,70

Sie lasst sich aber durch D-Mannose, D-Arabinose und

71,72

L-Galactose ersetzen, da diese Saccharide die essentiellen Hydroxygruppen der

L-Fucose in dhnlicher raumlicher Ausrichtung prasentieren (Abb. 1.7).

OH HO
HO HO,C oH OH
o
AcHN LRy © % NHR
HO OH 2 NHAC
Y oH
E-5 7
HO

D-Arabinose-Baustein

HOZC/\” OH HO
HO HO,C OH OH

g& <
AcHN LY © 5 OR
b OH HO OH hoo 19 NHAC
E-4 O
07 on OH
E-6 OH

OH HO

D-Mannose-Baustein L-Galactose-Baustein
Abb. 1.7: sLé*-Mimetika, die D-Mannose®®, D-Arabinose”’ oder L-Galactose” enthalten.

Affinitatssteigerungen sind nicht nur durch Substitution der Monosaccharide, sondern auch

73,74 . .
’ sowie durch multivalentes

durch zusdtzliche Einfiihrung bestimmter Gruppen
Prisentieren von sLe* und sLe*-Mimetika zu erreichen.””’®””’® Eine Zusammenfassung
zahlreicher Mimetika liefern die Ubersichtsartikel von Wong et al.,* Unger’ und Kaila und

Thomas.”’

% T p. Kogan, B. Dupré, K. M. Keller, I. L. Scott, H. Bui, R. V. Market, P. J. Beck, J. A. Voytus, B. M.
Revelle, D. Scott, J. Med. Chem. 1995, 38, 4976-4984.

% N. Kaila, L. Chen, B. E. Thomas IV, D. Tsao, S. Tam, P. W. Bedard, R. T. Camphausen, J. C. Alvarez, G.
Ullas, J. Med. Chem. 2002, 45, 1563-1566.

" M. Rosch, H. Herzner, W. Dippold, M. Wild, D. Vestweber, H. Kunz, Angew. Chem. 2001, 113,
3954-3957.

M. W. Cappi, W. J. Moree, L. Qiao, T. G. Marron, G. Weitz-Schmidt, C.-H. Wong, Bioorg. Med. Chem.
1997, 5, 283-296.

" G. Baisch, R. Ohrlein, A. Katopodis, M. Streiff, F. Kolbinger, Bioorg. Med. Chem. Lett. 1997, 7,
2447-2450.

 C.-H. Wong, F. Moris-Varas, S.-C. Hung, T. G. Marron, C.-C. Lin, K. W. Gong, G. Weitz-Schmidt, J. Am.
Chem. Soc. 1997, 119, 8152-8158.

* M. Hayashi, M. Tanaka, M. Itoh, H. Miyauchi, J. Org. Chem. 1996, 61, 2938-2945.

> J.P. Turunen, M.-L. Majuri, A. Seppo, S. Tiisala, T. Paavonen, M. Miyasaka, K. Lemstrom, L. Pentilld, O.
Renkonen, R. Renkonen, J. Exp. Med. 1995, 182, 1133-1142.

7 V.H. Thomas, Y. Yang, K. G. Rice, J. Biol. Chem. 1999, 274, 19035-19040.

7 U. Sprengard, M. Schudok, W. Schmidt, G. Kretzschmar, H. Kunz, Angew. Chem. 1996, 108, 359-362.

" G. Thoma, R. O. Duthaler, J. L. Magnani, J. T. Patton, J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 10113-10114.

7 N.Kaila, B. E. Thomas IV, Med. Res. Rev. 2002, 6, 566-601.
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1.6 Literaturbekannte Sialyl-Lewis*-Synthesen

Aufgrund der groBen biologischen Bedeutung des Tetrasaccharids sLe* wurden zahlreiche
Versuche zu dessen Synthese unternommen. Neben den allgemein bei Kohlenhydraten
bestehenden Forderungen nach Regio- und Stereoselektivitit, erschweren zusétzliche
Eigenheiten des sLe*-Tetrasaccharids die Synthese. So muss die Galactose in die wenig
reaktive 4-Position des Glucosamin-Bausteins eingefiihrt werden, was zusitzlich durch
sterische Wechselwirkungen mit der Fucose in der 3-Position behindert wird. Eine weitere
Erschwernis ist die Sdurelabilitit der o-fucosidischen Bindung, die bei Schutzgruppen-
manipulationen und Glycosylierungsreaktionen beachtet werden muss. Aufgrund der
strukturellen Besonderheit der Neuraminsdure-Bausteine (Abb. 1.8) stellt die Sialylierung

das groBte Problem bei der Synthese von sLe*-Derivaten dar (vgl. Kaptitel 3.1.10).

AcO OAc COZR1 R1 = Me, Bn
AcHN LAY/ "X
CHN= X = Cl, SEt, SMe, SPh, SCSOEY,
AcO OAc OP(OEt),, OP(OBn)s, u.a.

Abb. 1.8: Vollstindig geschiitzte Neuraminsdure-Bausteine.

An der 3-Position der Neuraminsiure fehlt eine Funktionalitit, so dass kein
Nachbargruppeneffekt fiir eine stereoselektive Glycosylierung ausgenutzt werden kann.
AuBerdem wird die Sialylierung durch elektronische und sterische Effekte, verursacht durch
die Carboxyfunktion am anomeren Zentrum, erschwert. Bei Aktivierung eines
Neuraminsdure-Donors kann durch Abspaltung des Protons in der 3-Position leicht das
Eliminierungsprodukt entstehen, weshalb der teure Donor im Uberschuss zugegeben werden
muss. Daher sind Synthesen sialylierter Oligosaccharide ein wichtiges und lohnendes
Forschungsfeld fiir den Einsatz enzymatischer Saccharidsynthesen unter Verwendung von

80,81,82 .
“% Im Folgenden werden einige

sowohl Glycosyltransferasen als auch Glycosidasen.
ausgewahlte Synthesestrategien fiir sLe* vorgestellt. Diese kénnen in zwei Kategorien
eingeteilt werden. Bei der konvergenten Synthese von sLe® werden zwei Disaccharide
miteinander verkniipft, bei der linearen Methode wird das Tetrasaccharid sukzessive aus

Monosacchariden aufgebaut.

8 B, Neubacher, D. Schmidt, P. Ziegelmiiller, J. Thiem, Org. Biomol. Chem. 2005, 3, 1551-1556.
81 0. Blixt, JI. C. Paulson, Adv. Synth. Catal. 2003, 345, 687-690.
2 C. Unverzagt, Angew. Chem. 1996, 108, 2507-2510.
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1.6.1 Die konvergente Synthesestrategie

Die erste Totalysnthese eines sLe*-Derivates wurde von Hasegawa et al. nach dem
[2-+2]-Konzept 1991 beschrieben (Abb. 1.9).* Diese konvergente Strategie bietet gegeniiber
der linearen Methode den Vorteil, dass die Disaccharide in voneinander unabhidngigen
Synthesen hergestellt werden und dadurch eine Optimierung der Teilreaktionen an den
kleineren Molekiilen leichter durchfiihrbar ist. Da aber die Sialylierung an Monosacchariden
wie E-8 nicht zu wesentlich héheren Ausbeuten fiihrt® — verglichen mit Sialylierungen an
Oligosacchariden — und zudem der teure Neuraminsdure-Baustein sehr friih in die Synthese
eingebracht werden muss, wird heute die konvergente Strategie zum Aufbau von sLe’-

Derivaten kaum mehr angewandt.

1) DMTST, 46 %

OAc HO 2) BzCl, Pyridin, OAc o
AcO CO,Me Oiz CHoCl, 60 % AcO MeO,C z ogz
ACHNZFR7 ~SMe + Ho SE . 7070 -
AcO OAc HO 3) BF3-Diethylether, = B20
° Toluol, Acy0, 93 % AcO OAc
=/ E-8 4) MeS-SiMes CH,Cl, E-9
BF;-Diethylether, 82 %
SE = CH,CH5,SiMe3
OBn
o
+ HO OR

o}

DMTST, CHoCly, NHAC
20 h, 41 % Q7 oBn
OAc BzO
AcO MeO,C z Oiz OBn BnoOBn E-10
g \ 0
AcHNI /LY O OQ&&OR
AcO OAc —— NHAC -]
Q/ oBn
OBn

E-11 BnO

Abb. 1.9: Die erste Totalsynthese eines sLe*-Derivates nach Hasegawa et al.

1.6.2 Die linearen Synthesestrategien

Der Neuraminsdure-Baustein ist der teuerste der vier Kohlenhydratbausteine und wird daher
in den meisten Synthesen als letzter eingefiihrt. Nicolaou et al. verwendeten nach der
Methode von Mukaiyama® das Galactosylfluorid E-12, um das Lactosamin-Derivat E-14
zu synthetisieren (Abb. 1.10).%° Nach Abspaltung des Allylethers wird die a-fucosidische
Bindung gekniipft und anschlieBend die Sialylierung unter Helferich-Bedingungen

8 AL Kameyama, H. Ishida, M. Kiso, A. Hasegawa, Carbohydr. Res. 1991, 209, c1-c4.

AL Kameyama, H. Ishida, M. Kiso, A. Hasegawa, Carbohydr. Res. 1990, 200, 269-285.

8 T. Mukaiyama, Y. Murai, S. Shoda, Chem. Lett. 1981, 431-432.

% K. C. Nicolaou, C. W. Hummel, N. J. Bockovich, C.-H. Wong, J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1991,
870-872.
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durchgefiihrt. Die Thiophenylgruppe an der 3-Position des Neuraminsdure-Donors E-17
dient nach Ogawa®’ als dirigierender Substituent bei der stereoselektiven Bildung des

o-Anomers.

AcO __0Bn AcO _oBn

° Og” AgCIOg4, SnCly, o OBn
ACO F*+ HOQ CHyClp, 4 h, 63 % A oo/éé
AcO AcHNOBn AcO AcHN
/ / OBn

E-14
E-12 E-13
1) HoRu(PPH3), 95 °C
dann TsOH, MeOH, 85 %
2) AgCIOy, SnCl,, 3h, 85 %
+ F
L oen
Bno”™" g5
Y
1) NaOMe, MeOH, 85 %
2) Hg(CN),, HgBry, CCly
+
OBn HO OBz Bno OBn cl AcO OBn

BnO, MeO,C E o OBn OBn
(0]

0] 0]

= SPh HO o} 5 SPh ACO [e)
BnO OBn AcHN BnO OBn E-17 . AcHN

0 OBn 0 OBn
OBn - OBn
E-18 OBn 48 h, 63 %, bezogen auf OBn

BnO

verbrauchtes Trisaccharid E-16
Abb. 1.10: Die Synthese eines sLe"-Derivates nach Nicolaou et al.

Aufgrund des hoheren Aufwands zur Synthese solcher Neuraminsdure-Donoren und der
nach der Sialylierung erforderlichen Abspaltung der dirigierenden Gruppe sowie des
Umstandes, dass die selektive Bildung der a-glycosidisch verkniipften Neuraminsdure auch
durch eine geeignete Wahl des Losungsmittels und der Reaktionstemperatur erreicht werden
kann, wird diese Methode nur noch selten benutzt. Ein weiterer Nachteil dieser Synthese
besteht in der Verwendung von Schwermetall-Reagenzien bei allen drei
Glycosylierungsreaktionen.

Bei den meisten sLe*-Synthesen wird zuerst die Fucose, dann die Galactose und als letztes
die Neuraminsédure eingefiihrt. Nach diesem Schema synthetisierten auch Danishefsky et al.
ein sLe*-Derivat aus einem Glucal (Abb. 1.11).*® Dabei nutzten sie die geringe Reaktivitit
der 4-Hydroxygruppe in dem nur an der primédren Hydroxygruppe geschiitzten Glucal E-20
zur regioselektiven Kniipfung der a-fucosidischen Bindung. AnschlieBend wird die

Galactose als reaktives Trichloracetimidat E-22 eingefiihrt. Die Sialylierung mit dem

8 Y. lIto, T. Ogawa, Tetrahedron 1990 , 46, 89-102.
% S, J. Danishefsky, J. Gervay, J. M. Peterson, F. E. McDonald, K. Koseki, D. A. Griffith, T. Oriyama, S. P.
Marsden, J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 1940-1953.
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Neuraminsdurechlorid E-24 nach Konigs-Knorr ergibt schlieBlich das Tetrasaccharid E-25.

Das Glucal kann je nach Bedarf weiter funkionalisiert werden.

OTBDPS
F OTBDPS AgCIOy4, SnCly, Hoﬁo)
Wan * Hoio) DTBP, Et,0, 59 % - (6] =
BZOOBn Ho = o WOBn
OBn E-21

BzO

E-19 E-20

1) BFs-Diethylether,
CH.Cl,, -78 °C, 75 %

BzO __oBn .
g&/o cel
BzO 3
BzO \ﬂ/
E-22 NH

2) NaOMe, MeOH, 76 %
1) AgOTf, DTBP, THF

-78°C— -15°C

+

OAc
AcO Cl
OA
€ BnO,C AcO __0Bn OTBDPS At o CO,Bn HO _oBn T
go: > 0
o = 0
AHN LY O ~ 00 AcOOAc  E.o4 HO&HO g
AcO OAc c . - .
OBn 2) Ac,0, Pyridin, OBn
E-25 Bz00B" 40 %, Uber 2 Stufen 5,008n E.23

Abb. 1.11: Die Synthese eines sLe'-Derivates nach Danishefsky et al.

Auch Kunz et al. verwendeten eine lineare Strategie fiir den Aufbau eines sLe*-Derivates.”

Statt des gegeniiber Elektrophilen wenig bestandigen Glucals von Danishefsky wird hierbei

die anomere Funktion des Glucosamin-Bausteins durch eine Azidogruppe temporir

geschiitzt. Die Verwendung dieser anomeren Azidogruppe bringt etliche Vorteile mit sich:

Die Synthese des durch die Azidogruppe geschiitzten Glucosamin-Bausteins ist
problemlos und in guten Ausbeuten durchfiihrbar.

Aufgrund des exo-anomeren Effekts sind solche Glycosylazide im Gegensatz zu den
Alkylaziden stabile Verbindungen. Dieser exo-anomere Effekt wird als eine
Uberlappung des n-Orbitals der N-N-Doppelbindung der Azidogruppe mit dem
energetisch niedrig liegenden o*-Orbital der C-O-Bindung des Kohlenhydrats gedeutet.
Das Glycosylazid vereinigt die Funktionen einer tempordren Schutzgruppe und eines
variablen  Synthesedquivalents, was aufwendige Schutzgruppenmanipulationen

iiberfliissig macht. So lassen sich die B-Glycosylazide zu B-Glycosylaminen reduzieren,

¥ U. Sprengard, G. Kretzschmar, E. Bartnik, C. Hiils, H. Kunz, Angew. Chem. 1995, 107, 1104-1107.
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wobei ein heterogener Katalysator geringer Aktivitdt, wie z.B. neutral gewaschenes
Raney-Nickel, im Molekiil enthaltene Benzylethergruppen nicht angreift. Diese
B-Glycosylamine sind fiir die Synthese von Glycopeptiden von groBer Bedeutung.
Zudem kann das Glycosylazid durch eine 1,3-dipolare Cycloaddition von Acetylen-
dicarbonsdure-di-tert-butylester an das anomere Azid und einer anschlieBenden
Behandlung mit Fluorwasserstoff/Pyridin in das Glycosylfluorid iiberfithrt werden,
4.9091

wodurch wieder ein Glycosyldonor erhalten wir

Zum Aufbau des Fucosylglucosamins wird die o-fucosidische Bindung in einer Variante

von Ogawa’> nach Lemieux unter In-situ-Anomerisierungsbedingungen® stereoselektiv
gekniipft (Abb. 1.12).

1) ”Bu4NBr, CuBrz, OBn
CH,Cly:DMF = 1:1 0

Ph—V0 SEt
(o) /\ 0 [e) 92 % HOO&S/N3
HO N3 + OBn NHAc
AcHN OBn
Q7 oBn
OBn

Y

BnO 2) NaCNBH3,

i 0,
E.26 E.o7 HCl in Et,0, 81 % B E-28
1) TMSOTF, CH,Cly
AcO _0OBn "
0
AcO 0. _CCl
AcO
NH
E-29
2) NaOMe, MeOH,
1) MSB, AgOTH, 44 %, Uber 2 Stufen
CH,Clo/CH3CN v
+
OAc
0 AcO SEt
OH ¢
HO Q 0Bz OBn com HO 0Bz OBn
O 0 AcHN &, 2Me O 0
—7~0-7"0 0 : HO 0
AcHN . s 0 N3 AcO OAc E-31 e 1) N3
HO OH . NHAc o NHAG
OB - 0B
& 3 2) NaOMe, MeOH, 7 n
E-32 BnO 42 %, Uber 2 Stufen BnO E-30

Abb. 1.12: Die Synthese eines sLe"-Derivates nach Kunz et al.

Nach regioselektiver Benzylidenacetaléffnung94 wird die Galactose als Trichloracetimidat
E-29 eingefiihrt. Fiir die Sialylierung kommt das Neuraminsdurethioglycosid E-31 zum
Einsatz, welches gegeniiber dem Neuraminsdurechlorid E-24 bei Danishefsky den Vorteil

besitzt, dass es stabil und lagerfahig ist. Zudem sind die Ausbeuten bei Sialylierungen mit

% W. Broder, H. Kunz, Carbohydr. Res. 1993, 249, 221-241.

' 'W. Broder, H. Kunz, Bioorg. Med. Chem. 1997, 5, 1-19.

%2 S, Sato, M. Mori, Y. Ito, T. Ogawa, Carbohydr. Res. 1986, 155, c6-¢10.

% R. U. Lemieux, K. B. Hendricks, R. V. Stick, K. James, J. Am. Chem. Soc. 1975, 97, 4056-4062.
% P.J. Garegg, H. Hultberg, S. Wallin, Carbohydr. Res. 1982, 108, 97-101.
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Neuraminsdurethioglycosiden im Vergleich zu Sialylierungen mit Neuraminsdurechloriden
im Allgemeinen deutlich besser. Durch eine sich anschlieBende Umesterung entsteht unter
den Reaktionsbedingungen das Lacton E-32, wodurch eine intramolekulare Maskierung der
Séurefunktion fiir nachfolgende Glycopeptidsynthesen erreicht wird. Das Lacton lésst sich
unter milden Bedingungen hydrolysieren.

Bei allen oben genannten Synthesen miissen Schwermetalle eingesetzt werden, was im
Hinblick auf eine mdgliche pharmazeutische Herstellung im Kilogramm-MalBstab ein
Problem darstellt. Dekany et al. verwendeten daher fiir die Synthese von sLe” ausschlieBlich
Thioglycoside, die ohne Zusatz von Schwermetallen aktiviert werden konnen.”
Vergleichende Studien zur Synthese von sLe® im LabormaBstab und im Multigramm-
MaBstab wurden 1998 von Kretzschmar und Stahl verdffentlicht.”® Einen chemo-

97,98
7% Der

enzymatischen Ansatz fiir den Aufbau von sLe*-Derivaten stellten Wong et al. vor.
Vorteil  einer solchen  Strategie  besteht darin, dass ohne aufwendige
Schutzgruppenmanipulationen stereo- und regioselektive glycosidische Verkniipfungen
moglich sind. Als Nachteil dieser Methode muss der hohe Preis der notwendigen
Glycosyldonoren und der spezifischen Glycosyltransferasen genannt werden. Ein weiterer
Nachteil dieser Methode besteht darin, dass die Synthese von sLe*-Mimetika nur sehr
begrenzt moglich ist.

Die vorgestellten Methoden stellen nur einen Teil der in der Literatur beschriebenen
Synthesen von sLe*-Derivaten dar. Das Interesse an effizienten und preiswerten Ansétzen

zur Herstellung von sLe* und sLe*-Mimetika ist aufgrund der zuvor genannten biologischen

Bedeutung dieser Oligosaccharide unverdndert hoch.

% G. Dekany, K. Wright, I. Toth, J. Carbohydr. Chem. 1997, 16, 983-999.

% G. Kretzschmar, W. Stahl, Tetrahedron 1998, 54, 6341-6358.

7 H. Kondo, Y. Ichikawa, C.-H. Wong, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 8748-8750.
% G. . McGarvey, C.-H. Wong, Liebigs Ann. Recl. 1997, 1059-1074.
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2 Zielsetzung

Die durch Selektine, eine Familie von calciumabhédngigen Lektinen, vermittelte Adhédsion
von Leukozyten an das Endothel ist fiir zahlreiche biologische Prozesse (z.B.
Entziindungsprozesse) unerldsslich. Etliche Krankheiten gehen dagegen mit einer
tiberméBigen, durch Selektine vermittelten Zelladhdsion einher. Daher ist das Ziel dieser
Arbeit die Synthese von Selektininhibitoren, um pathologische Zelladhdsionsprozesse, wie
man sie z.B. bei rheumatoider Arthritis, bei Erkrankungen der Herzkranzgefdle oder im
Verlauf von Tumormetastasierungen findet, bekdmpfen zu kénnen. Als Leitstruktur fiir
solche Zelladhidsionsinhibitoren wurde das Tetrasaccharid Sialyl-Lewis™ (sLe™) identifiziert,
ein Bestandteil der natiirlichen Selektinliganden (vgl. Einleitung).

Ein Nachteil von sLe* im Hinblick auf seine pharmakologische Verwendung besteht darin,
dass sowohl die fucosidische Bindung als auch die glycosidische Verkniipfung zur
Neuraminsdure durch Enzyme leicht gespalten werden, wodurch sLe* als potenzielles Anti-
Adaiasionsmolekiil an Wert verliert. Daher versucht man, anstelle der Neuraminsaure und der
Fucose, Strukturen einzubauen, die nicht durch Enzyme angegriffen werden, aber dennoch
die gewiinschten biologischen Bindungseigenschaften sicherstellen. In dieser Arbeit sollen
daher neben der L-Fucose die im Menschen nicht vorkommenden Kohlenhydrate
D-Arabinose und L-Galactose sowie neben der Neuraminsdure die (S5)-Cyclohexyl-
milchsédure zur Herstellung von sechs sLe*-Derivaten verwendet werden.

Das Tetrasaccharid sLe” stellt nur einen Teil der natiirlichen Selektinliganden dar und bindet
auch nur im millimolaren Bereich an die Selektine. Die komplexen natiirlichen
Selektinliganden wie z.B. ESL-1 (E-Selektin-Ligand-1) oder PSGL-1 (P-Selektin-
Glycoprotein-Ligand-1), die an verschiedenen Glycosylierungsstellen sLe® prisentieren,
binden mit deutlich hoherer Affinitit an die Selektine. Fiir eine spezifische Rezeptorbindung
sind daher weitere Partialstrukturen verantwortlich, wobei gezeigt werden konnte, dass ein
Ankniipfen von sLe*-Derivaten an bestimmte Peptidsequenzen eine Affinitdtssteigerung
hervorruft.”’ Die Partialsequenz 672-681 des ESL-1 enthilt eine der fiinf im Glycoprotein
vorhandenen  potentiellen = N-Glycosylierungsstellen. Die  Partialsequenz  dieses
Glycoproteins liegt in verschiedenen Speziesvarianten (MG160 / Ratte / Mensch, CFR™ /
Huhn) hochkonserviert vor.'” Sie diirfte wahrscheinlich fiir die hochaffine Bindung dieses
Liganden an E-Selektin mitverantwortlich sein.

Aus diesem Grund sollen die herzustellenden sechs sLe*-Derivate N-glycosidisch an die

Seitenkette von Asparaginsdure gekuppelt werden und dann als Glycosylaminoséuren in

% CFR: Cysteine-rich FGF Receptor (FGF, Fibroblast Growth Factor).
1% 7. Mourelatos, J. O. Gonatas, E. Cinato, N. K. Gonatas, DNA Cell Biol. 1996, 15, 1121-1128.
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einer Glycopeptid-Festphasensynthese zu den sechs potentiellen E-Selektin-Inhibitoren 1-6
mit der Partialsequenz 672-681 des ESL-1 zusammengefiigt werden (Abb. 2.1).

CO,H CO,H

e P e e

SCO,H
R

1-6

Ho. F7 Ho,c MO -oH

. ! OH Ho,c HO —OH
1R= MO&OO&&,H\ 4 R= g& &VA/ N
HO OH HO NHAC & NHAC
WOH NOH
OH OH

HO L-Fucose-Derivate HO
OH HO HO
HO HO,C og OH OH OH
O H
2R=  AHNIZAL o%&o&/h‘\ 5R=
e oH HO NHAC NHAc
Q/ oH
OH . .
HO D-Arabinose-Derivate
OH HO HO
HO HOLC ol OH HO,C OH OH

0 ogé/o o H
3 R= AcHN: o N 6 R=
HO OH Ho 1o NHAC ¥ HO NHAc
07 on 0
L oOH )

L-Galactose-Derivate
Abb. 2.1: Die sechs potentiellen E-Selektin-Inhibitoren 1-6.

Diese sollen dann in biologischen Tests auf ithre Wirksamkeit als Zelladhdsionsinhibitoren
fiir E-Selektin gepriift werden. Zudem sollten sich durch die biologischen Tests und den
Vergleich dieser sechs Glycopeptide Erkenntnisse iiber Struktur-Wirkungs-Beziehungen

gewinnen lassen.
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3 Allgemeiner Teil

3.1 Die Herstellung der Sialyl-Lewis*-Mimetika

Die Herstellung der Sialyl-Lewis*-Mimetika (sLe*-Mimetika) erfolgt nach einer parallelen
Synthesestrategie ausgehend vom Disaccharid 21 (Abb. 3.1). Dieses wird mit den drei
Monosacchariden 18, 19 und 20 zu den entsprechenden Trisacchariden 14-16 umgesetzt,
welche dann nach Reaktion mit dem Neuraminsdure-Baustein 13 bzw. dem
Cyclohexylmilchsdure-Baustein 17 die sechs sLe*-Mimetika 7-12 ergeben (Acetylierungs-

und Deacetylierungsschritte sind aufgrund der besseren Ubersichtlichkeit nicht dargestellt).

OAc AcO _0Bn AcO _0OBn

AcO MeO,C o OBn MeO,C o OBn
AcHN /LY O Oo/ég/m o Oo/é&/m,
AcH OAc AcO NHAG AcO NHAG
R7 7 oBn R7 27 oBn
OBn OBn

7 R=Me BnO BnO 10 R=Me
8 R=H 11 R=H
9 R=CH,0Bn 12 R = CH,0Bn

HO OBn

OBn
MeO,C
AcO OAc MeOZC S HO &/ zk
J_I\ NHAc W OTf
AcHN O S OEt
AcO OAc
17

13 14 R=Me

16 R=H

16 R=CH;0Bn

AcO
SEt SEt SEt © 12 OBn
Q7 o8 Q7 o8 Bno Q7 o8 & 0
n n n AcO ao Na
BnoOBn BnoOBn BnoOBn AcO -
18 19 20 21

Abb. 3.1: Das Retrosyntheseschema der sechs sLe"-Mimetika 7-12.

Die Vorgéngerstufe des Disaccharids 21, das allylierte Disaccharid 22, wird aus dem sehr
reaktiven Trichloracetimidat 23 und dem Glucosamin-Baustein 24 synthetisiert, welcher am

reduzierenden Ende eine Azidogruppe trigt (Abb. 3.2). Diese kann zu einer Aminofunktion
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reduziert werden, die fiir die geplante N-glycosidische Anbindung der sLe*-Mimetika an die

Seitenkette der Asparaginsdure benotigt wird.

AcO _0Bn . AcO _0OBn

o o}
o (0]

OBn

0}
Na f— AcO (6] N3

0
NHAc (S /J NHAC
21 I 2

AcO _0OBn OBn

o o
ACO&MO cCly HO&S/ N3
AcO \n/ NHAc
NH i

23 24

Abb. 3.2: Das Retrosyntheseschema des Disaccharids 21.

3.1.1 Der Glucosamin-Baustein

Ausgehend von  D-Glucosaminhydrochlorid  (25) erhdlt man zundchst das
benzylidengeschiitzte N-Acetylglucosaminazid 30 in einer literaturbekannten fiinfstufigen
Synthese (Abb. 3.3).'0L102103:10%105 11y orgten Schritt wird durch eine fiinfminiitige
Behandlung von D-Glucosaminhydrochlorid (25) mit einer stochiometrischen Menge
Natriummethanolat in Methanol das Glucosamin freigesetzt und vom dabei ausgefallenen
Natriumchlorid abfiltriert. Wird zu lange geschiittelt oder mechanisch geriihrt, fillt ein
erheblicher Teil des gebildeten Glucosamins zusammen mit Natriumchlorid aus und kann
nicht mehr abgetrennt werden. Die methanolische Losung des Glucosamins wird direkt im
Anschluss mit Essigsdureanhydrid versetzt, wobei das N-Acetyl-D-glucosamin (26) in
88%iger Ausbeute erhalten wird.'"" AnschlieBend werden die Hydroxygruppen mit
Acetylchlorid acetyliert. Dabei reagiert der bei der Reaktion entstehende Chlorwasserstoff
mit der anomeren Funktion zum Glucosylchlorid 27 (Ausbeute: 73 %), wobei
aufgrund des anomeren Effekts ausschlieBlich das o-Anomer gebildet wird. Unter
Verwendung des Phasentransferkatalysators Aliquat™ 336  (Methyltrioctylammonium-

chlorid) wird das Chlorid 27 mit Natriumazid zum B-Glucosylazid 28'°° in 76%iger

101

Y. Inouye, K. Onodera, S. Kitaoka, S. Hirano, J. Am. Chem. Soc. 1956, 78, 4722-4726.
12 F. Micheel, F.-P. van de Kamp, H. Petersen, Chem. Ber. 1957, 90, 521-526.

19 D. Horton, Org. Synth. 1966, 46, 1-5.

104 K. von dem Bruch, Dissertation, Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz, 1993.

195 C. Unverzagt, H. Kunz, J. Prakt. Chem. 1992, 334, 570-578.

1% F_Micheel, H. Wulff, Chem. Ber. 1956, 89, 1521-1530.



22 ALLGEMEINER TEIL

Ausbeute umgesetzt.'®'”  Aufgrund des Nachbargruppeneffekts der N-Acetylgruppe

entsteht ausschlieBlich das PB-Anomer. Es folgt eine O-Acetylgruppen-Abspaltung nach

107

Zemplén (Ausbeute: 95 %). Das so erhaltene 2-Acetamido-2-desoxy-fB-D-gluco-

pyranosylazid (29)'*'%

wird durch eine sdurekatalysierte Umacetalisierung mit
Benzaldehyddimethylacetal bei einem pH-Wert kleiner 4.5 in 69%iger Ausbeute in das

4,6-0-benzylidengeschiitzte N-Acetylglucosaminazid 30'® iiberfiihrt.'**

1) NaOMe, MeOH, 5 min

OH OH OAc
HO&WOH 2) Ac20, MeOH % HO%OH CHzCOCI AcO Q
HO L HO e AcO

NH3*CI- 88 % NHACc 73 % AcHNCI
25 26 27
NaN3,
Aliquat® 336, | 76 %
CH,Cly, Hy0
PhCH(OMe)s, OH OAc
Ph 0 2
/vo 0 4-TsOH, DMF HO & NaOMe, MeOH AcO 2
HO N3 - HO N3 - AcO N3
NHAc 69 % NHACc 95 % NHACc
30 29 28

Abb. 3.3: Die Synthese des bezylidengeschiitzten N-Acetylglucosaminazids 30.

Aufgrund der groBeren Stabilitdt des sechsgliedrigen Acetals 30 wird die Bildung des
isomeren 3,4-Acetals (ein fiinfgliedriges Acetal) vollstindig unterdriickt. Man fiihrt die
Reaktion bei 50 °C und 40-70 mbar am Rotationsverdampfer aus, um das sich bildende
Methanol stindig dem Reaktionsgemisch zu entziehen und damit das Gleichgewicht
zugunsten des Produkts 30 zu verschieben. Die Synthesen der Verbindungen 26-30
verlaufen durchweg in hohen Ausbeuten und ergeben kristalline Verbindungen, die sich alle
durch Umkristallisation oder Umfdllen reinigen lassen. Der Allylether 31 wird mit
Natriumhydrid als Base und Allylbromid als Allylierungsreagenz aus Verbindung 30 in
77%iger Ausbeute erhalten (Abb. 3.4).

OB
PO\ o NaH, DMF, "BUNI,  pp—yo\ NaCNBH; THF, o
0 N, Allylbromid Es N, HClin Et,0 HO

- o) N3

o}
H’_\ NH 77 % /// NHAc 739 /J NHAc
0= J ]

30 31 24

Y

Abb. 3.4: Die Synthese des Glucosamin-Bausteins 24.

7" G. Zemplén, A. Kunz, Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1923, 56, 1705-1710.
"% M. A. E.-M. Shaban, R. W. Jeanloz, Bull. Chem. Soc. Jpn. 1981, 54, 3570-3576.
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Da die Reaktivitdt der 3-Hydroxygruppe durch eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen
der freien Hydroxyfunktion und der benachbarten Acetamidogruppe herabgesetzt ist,'””
werden dem Allylbromid katalytische Mengen Tetrabutylammoniumiodid zugesetzt, so dass
sich intermedidr das wesentlich reaktivere Allyliodid bildet. Ohne Zusatz von

1% Werden mehr als 1.1 Aquivalente

Tetrabutylammoniumiodid gelingt die Reaktion nicht.
Natriumhydrid und Allylbromid eingesetzt, wird in einer Nebenreaktion auch der Stickstoff
der Acetamidogruppe allyliert.''*'"! Um den Akzeptor 24 fiir die Einfiihrung des Galactose-
Bausteins zu erhalten, muss das 4,6-O-Benzylidenacetal 31 regioselektiv zum
6-0O-Benzylether 24 geoffnet werden. Dies gelingt unter reduktiven Bedingungen mit
Natriumcyanoborhydrid und einer gesittigten Losung von Chlorwasserstoff in Diethylether
(Abb. 3.4).

Dabei wird das stirker abgeschirmte, aber basischere Sauerstoffatom in der 4-Position
protoniert, so dass anschlieBend Natriumcyanoborhydrid den Acetalring durch
Hydridiibertragung zum 6-O-Benzylether 24 6ffnet. Die Bildung des 4-O-Benzylethers wird
unter diesen Reaktionsbedingungen vollstindig unterdriickt. Unter Verwendung einer
volumindsen Lewis-Saure, wie z.B. Aluminiumtrichlorid anstatt des Chlorwasserstoffs wird
dagegen der sterisch leichter zugdngliche Sauerstoff in der 6-Position aktiviert. Bei der
anschlieenden Hydridiibertragung durch Lithiumaluminiumhydrid wird das Acetal selektiv
zum 4-O-Benzylether gedffnet (Abb. 3.5).”*

Regioselektive Benzylidenacetaléffnung mit Protonen:

-H

OBn

H

Regioselektive Benzylidenacetal6ffnung mit voluminésen Lewis-Sauren:

L

/

OH
Ph—%-O o Lewis-Séaure L Ph 0 o o
o) - . o] —>  BnO

X-H

2

2

Abb. 3.5: Mechanismus der regioselektiven 4,6-O-Benzylidenacetaloffnung.

Die Reinigung des Produkts 24 bereitet erhebliche Probleme, da sich die

Borverunreinigungen nur schwer abtrennen lassen. Diese miissen aber vollstindig entfernt

193, Mirz, Dissertation, Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz, 1991.
1o c. Filser, Diplomarbeit, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz, 2001.
"1 0. Knéll, Dissertation, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz, 2004.
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werden, da sie sonst die freie Hydroxygruppe komplexieren und so die nachfolgende
Galactosylierung  beeintrichtigen.''> Nach zahlreichen Waschschritten und ~einer
Flashchromatographie kann der Glucosamin-Baustein 24 in 73%iger Ausbeute und frei von
Borverunreinigungen erhalten werden.

Um die Probleme mit den Borverunreinigungen zu umgehen, wird die 4,6-O-Benzyliden-
acetaloffnung im System Trifluoressigsdure/Triethylsilan in Tetrahydrofuran nach DeNinno

'3 Aber auch nach Zugabe von fiinf Aquivalenten Trifluoressigsiure/Triethylsilan

getestet.
und sieben Tagen Riihren bei Raumtemperatur kann an diesem Substrat kein Umsatz

beobachtet werden.

3.1.2 Der Galactose-Baustein

Fiir den Aufbau des Trichloracetimidats 23 hat sich die in Abb. 3.6 dargestellte
literaturbekannte Strategie bewahrt.!'*!">"®!"7 Dyrch  siurekatalysierte Reaktion von
D-Galactose (32) mit Aceton wird 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-D-galactopyranose (33) als

Rohprodukt quantitativ erhalten.'*

HO _OH O _OH O _0OBn
¥ E 1) Aceton, H,SO4 CuSO4 \S § o NaH, BnBr, DMF 0
HO OH o O - O
quant. o 70 % o
) )
32 33 J& 34 /K

HO __oBn AcO __0OBn

60%ige AcOH, 80-90 °C 0 Ac,0, DMAP, Pyridin o)
o HO OH = AcO OAc
quant. HO 79 % AcO
35 36
AcO __oBn AcO _oBn
Hydrazinacetat, DMF o) CCI3CN, DBU, CHxCl, 0
. AcO OH e AcO O._ _CCly
70% AcO i a0
NH
37 23

Abb. 3.6: Die Synthese des Galactose-Bausteins 23.

2 y. Sprengard, Diplomarbeit, Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz, 1993.

'3 M. P. DeNinno, J. B. Etienne, K. C. Duplantier, Tetrahedron Lett. 1995, 36, 669-672.

40, T. Schmidt in Methods in Carbohydrate Chemistry, Vol. II (Hrsg.: R. L. Whistler, M. L. Wolfrom, J. N.
BeMiller), Academic Press Inc., New York, London, 1963, S. 318-325.

15 X Pannecoucke, G. Schmitt, B. Luu, Tetrahedron 1994, 50, 6569-6578.

"'® H. Herzner, J. Eberling, M. Schultz, J. Zimmer, H. Kunz, J. Carbohydr. Chem. 1998, 17, 759-776.

"7 E. Eichler, H. J. Jennings, M. Gilbert, D. M. Whitfield, Carbohydr. Res. 1999, 319, 1-16.
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Wasserfreies Kupfer(Il)-sulfat fangt das bei der Acetalisierung entstehende Wasser ab. Die
primidre Hydroxygruppe wird mit Natriumhydrid deprotoniert und anschlieBend mit
Benzylbromid zum Galactose-Derivat 34 verethert (Ausbeute: 70 %).'"° Mit warmer,
wassriger Essigsdure werden die Isopropylidengruppen quantitativ abgespaltenen. Das
Rohprodukt 35 wird ohne weitere Reinigung mit Essigsdureanhydrid, Pyridin und
katalytischen Mengen an 4-N,N-Dimethylaminoyridin in 79%iger Ausbeute zur
1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-O-benzyl-a,B-D-galactopyranose (36) umgesetzt.'"> Die selektive
Hydrazinolyse der anomeren Acetylgruppe zur 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-O-benzyl-a.,3-D-
galactopyranose (37) gelingt mit Hydrazinacetat in N,N-Dimethylformamid in 70%iger
Ausbeute.''® Der Reaktionsverlauf muss dabei diinnschichtchromatographisch verfolgt
werden, um Nebenreaktionen wie die Wanderung oder die weitere Hydrazinolyse von
Acetylgruppen zu vermeiden. Die Synthese des Trichloracetimidats 23 erfolgt durch
basenkatalysierte Reaktion von Trichloracetonitril mit dem in der 1-Position ungeschiitzten
Galactose-Derivat 37.""7'"® Nach flashchromatographischer Reinigung wird eine Fraktion
reines a-Anomer (59 %) sowie eine Fraktion eines o,3-Gemisches (24 %) erhalten. Bei der
flashchromatographischen Reinigung empfiehlt sich der Zusatz von 0.1 % Triethylamin
zum Laufmittelgemisch, da das B-Anomer sonst teilweise hydrolysiert wird. Fiir die
nachfolgende Galactosylierung des Glucosamin-Baustein 24 kann auch das o,B-Gemisch
eingesetzt werden, da aufgrund der nachbargruppenaktiven Acetylgruppe selektiv das

B-verkniipfte Disaccharid entsteht. Eine Trennung der Anomere ist daher nicht notwendig.

3.1.3 Der Neuraminsaure-Baustein

Als Neuraminsdure-Baustein wird in dieser Arbeit das von Marra und Sinay erstmals in
Sialylierungen von Sacchariden eingesetzte Xanthogenat 13'"” verwendet. Im ersten Schritt
wird N-Acetyl-D-neuraminséure (38) durch den sauren Ionenaustauscher Dowex”
50WX8-200 in Methanol verestert und anschlieend durch Essigsdureanhydrid und Pyridin
in 80%iger Ausbeute zur Verbindung 39'2*'*! peracetyliert (Abb. 3.7).'**

Daraus ist das Neuraminsdurechlorid 40 in quantitativer Ausbeute durch Behandlung mit
Acetylchlorid und konzentrierter Salzsdure in Dichlormethan erhéltlich. Aufgrund des
anomeren Effekts entsteht ausschlieBlich das B-Anomer. Da das Chlorid 40 nicht sehr stabil

ist, wird es ohne weitere Reinigung umgehend mit Kaliumxanthogenat in einer

"8 Trichloracetimidatverfahren von Schmidt: R. R. Schmidt, J. Michel, Angew. Chem. 1980, 92, 763-764.
9" A. Marra, P. Sinay, Carbohydr. Res. 1989, 187, 35-42.

120 R. Kuhn, P. Lutz, D. L. MacDonald, Chem. Ber. 1966, 99, 611-617.

"2l A. Marra, P. Sinay, Carbohydr. Res. 1989, 190, 317-322.

123 Xue, Y. Pan, Z. Guo, Tetrahedron Lett. 2002, 43, 1599-1602.
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Sn2-Reaktion zum Neuraminsdure-Baustein 13 umgesetzt (Ausbeute 67 %).'" Dabei
entsteht zu ca. 10 % (durch NMR-Spektroskopie bestimmt) das Eliminierungsprodukt 41,
welches sich flashchromatographisch kaum vollstindig abtrennen ldsst. Da dieses
Eliminierungsprodukt Glycosylierungen aber nicht beeinflusst und zudem sowieso bei

Sialylierungen als Nebenprodukt entsteht, kann auf eine aufwendige Trennung verzichtet

werden.
1) Dowex® 50WX8-200,
o M o MeOH Ao, f1° Meog
2) Pyridin, Ac,O
AGHNS e} OH - AcHN < ) Ohe
Hé O 80 % AcO OAc
28 39
CH3COCI, CH,Cly,
quant. \  konz. HCI
OAc
pco. P Meoc s AcO Kaliumxanthogenat, aco  |'° cl
JJ\ O/ CO;Me  EtOH
ANy ST TOFt + AcHNS = NS
AcO OAc 43 AcO OAC 44 A0 ORC 40
67 % ca. 10 %

Abb. 3.7: Die Synthese des Neuraminsdure-Bausteins 13.

3.1.4 Der Cyclohexylmilchsaure-Baustein

Aufgrund von Modeling-Studien synthetisierten Kolb und Ernst sLe*-Derivate, in denen die
Neuraminsiure durch (S)-Cyclohexylmilchsdure substituiert ist.** Daraufhin stellten Ernst et
al. sowie Thoma et al.®® (Novartis) zahlreiche solcher Mimetika her, die sich in biologischen
Tests als potente E-Selektin-Antagonisten erwiesen und zudem nicht durch
Sialyltransferasen abgebaut werden (vgl. Seite 10). Bisher wurde allerdings noch kein
sLe*-Glycopeptid-Mimetikum mit einem Cyclohexylmilchsdure-Baustein synthetisiert.
Daher wird in dieser Arbeit der (R)-Cyclohexylmilchsdure-Baustein 17 als Mimetikum der
Neuraminsdure hergestellt. Da die Kupplung des Triflats 17 an die Trisaccharide 14-16 als
Sx2-Reaktion unter Inversion ablduft, muss das R-Enantiomer der Cyclohexylmilchsédure
eingesetzt werden, um in den Produkten die erforderliche S-Konfiguration des Milchsdure-
Derivates zu erhalten. Dazu wird D-Phenylalanin (42) diazotiert und anschlieBend unter

Retention in 65%iger Ausbeute zur a-Hydroxycarbonsiure 43 hydrolysiert (Abb. 3.8).'%

13 g, Degerbeck, B. Fransson, L. Grehn, U. Ragnarsson, J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1 1993, 11-14.
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Neuere Untersuchungen dieser Reaktion durch analytische HPLC an einer chiralen Séule
deuten darauf hin, dass doch zu einem kleinen Anteil (2-5 %) das S-Enantiomer gebildet

wird.'**

OH 1.25M H2804' ?)—H O O
NaNO, 0 °C 4
O 2 > N ®©_ _— '/\<OH2 —_— HO
B NH, - Er? @:N °N (i-) ——H B OH
H ° H 2 Bn H
42 43

Abb. 3.8: Der Mechanismus zur Bildung von (R)-2-Hydroxy-3-phenylpropansdure (43).

In dieser Arbeit wird als Bestdtigung der optischen Reinheit nur der Drehwert von
Verbindung 43 herangezogen, eine analytische HPLC-Kontrolle an einer chiralen Sdule
wird nicht durchgefiihrt. Sollten sich kleine Mengen des S-Enantiomers bilden, erhielte man
nach Kupplung des Triflats 17 an die Trisaccharide 14-16 Diastereomerengemische, die
dann durch eine normale RP-HPLC sowie durch NMR-Spektroskopie detektiert und
flashchromatographisch ~ getrennt  werden  konnten.  Die  Bildung  solcher
Diastereomerengemische wird allerdings in dieser Arbeit nicht beobachtet. Nach
quantitativer Veresterung der o-Hydroxycarbonsdure 43 durch den sauren Ionenaustauscher
Dowex” 50WX8-200 in Methanol, wird der Phenylring des Methylesters 44 iiber Rhodium
auf aktiviertem Aluminiumoxid mit Wasserstoff hydriert (Ausbeute: 89 %). Den fertigen
Cyclohexylmilchsdure-Baustein 17 erhdlt man durch Umsetzung von Verbindung 45 mit
Trifluormethansulfonsdureanhydrid und 2,6-Lutidin (2,6-Dimethylpyridin) in 91%iger
Ausbeute (Abb. 3.9).'"” Wird als Base Pyridin verwendet, tritt eine Eliminierung zur
o,B-ungesittigten Verbindung auf. Das Triflat 17 kann bei —30 °C ohne Zersetzung

monatelang gelagert werden.

CO,H CO.Me  Rh auf AlbO3 (5 %), CO,Me COzMe
§ Dowex 50WX8- L Hy THF:H,O = 1:1, L)
~ SOH 200, MeOH YOH 7 “' Son  2,6-Lutidin, 0 °C ~OTE
quant. 89 % 91 %
43 44 45 17

Abb. 3.9: Die Synthese des Cyclohexylmilchsdure-Bausteins 17.

124 T_ Storz, P. Dittmar, Org. Process Res. Dev. 2003, 7, 559-570.
125 R. V. Hoffman, J. Tao, Tetrahedron 1997, 53, 7119-7126.
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3.1.5 Der Fucose-Baustein

Der Fucose-Baustein 18 wird nach der Vorschrift von Lonn in vier Stufen aus L-Fucose (46)
synthetisiert (Abb. 3.10).'%

EtSH, BF5-Et,0,

. OH Ac,0, Pyridin 5 OAc MS 4A, CH,Cly, 0 °C . SEt
Lo s o - Ao
OH quant. OAc 87 % OAc

HO AcO AcO
46 47 43

A

WNSH NaH, BnBr, DMF WSE NaOMe, MeOH
OBn - OH
OBn 63 % OH quant.

BnO HO
18 49

Abb. 3.10: Die Synthese des Fucose-Bausteins 18.

Im ersten Schritt wird L-Fucose (46) mit Essigsdureanhydrid und Pyridin quantitativ
acetyliert. Das Thioglycosid 48 erhélt man in 87%iger Ausbeute durch Umsetzung der
peracetylierten Fucose 47 mit Ethanthiol und Bortrifluorid-Diethylether als Promotor. Nach
quantitativer Deacetylierung der Verbindung 48 mit Natriummethanolat in Methanol
werden die freien Hydroxygruppen des Fucose-Derivats 49 mit Natriumhydrid deprotoniert
und dann mit Benzylbromid zum fertigen Fucose-Baustein 18 verethert (Ausbeute: 63 %).
Dieser tragt am anomeren Zentrum eine stabile, aktivierbare Thioethylgruppe und an der
2-Position eine Benzyletherschutzgruppe, die nicht nachbargruppenaktiv ist, was eine
notwendige Voraussetzung fiir die Kniipfung einer a-fucosidischen Bindung ist. Da bei der
Fucosylierung beide Anomere des Fucose-Bausteins 18 eine a-glycosidische Bindung
ergeben (vgl. Kapitel 3.1.9), kann das o,B-Gemisch fiir die Fucosylierung verwendet

werden. Es muss nicht aufgetrennt werden.

3.1.6 Der Arabinose-Baustein

In Analogie zur Synthese des Fucose-Bausteins wird der Arabinose-Baustein 19 hergestellt.
Nach quantitativer Acetylierung von D-Arabinose (50) mit Essigsdureanhydrid und Pyridin
erhilt man das Anomerengemisch 51, welches mit Ethanthiol und Bortrifluorid-Diethylether
in 47%iger Ausbeute zum Thioglycosid 52 umgesetzt wird (Abb. 3.11)."'*” M. Résch

fiihrte in seiner Dissertation die méBige Ausbeute auf die Séurelabilitit dieses Bausteines

12 H. Lonn, Carbohydr. Res. 1985, 139, 105-113.
127 M. Résch, Dissertation, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz, 1999.
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zuriick."”” Dies kann in dieser Arbeit nicht bestitigt werden. Vielmehr liegt der Grund fiir
die maBige Ausbeute in der durch den anomeren Effekt hervorgerufenen Stabilitidt des
peracetylierten B-Anomers 51f, das selbst mit Lewis-Sduren wie z.B. Bortrifluorid-
Diethylether nicht zum Thioglycosid 52 reagiert und bei der flashchromatographischen

Reinigung zuriickgewonnen wird.

EtSH, BF3-Et,0, OAc
o OH  Acy0, Pyridin 5 OAc  MS 4A, CH,Cly, -30 °C 5 SEt 5
MH — OAc > MAC N OAc
uant.
H OOH q Ac OOAc Ac oOAc Ac OOAc
50 51 52 51PB
a:p=1:1 47 % 40 %

Abb. 3.11: Die Synthese des Thioglycosids 52.

Auch bei anderen Kohlenhydrat-Bausteinen wie z.B. der peracetylierten Glucose oder
Galactose ist diese Stabilitdt der axialen 1-O-Acetyl-Saccharide gegeniiber Lewis-Sduren
bei Glycosylierungen beschrieben worden.'® Erstaunlich ist, dass das entsprechende
peracetylierte Fucose-Derivat 47 anders als die analoge Arabinose-Verbindung mit
Ethanthiol und Bortrifluorid-Diethylether reagiert. Um die Ausbeute zu erhéhen, miisste
man die Reaktionsbedingungen bei der Acetylierung so wéhlen, dass der Anteil des
Anomers, bei dem die Acetylgruppe am anomeren Zentrum dquatorial steht, erhéht wird.
Bekanntermaflen kann das durch die Verwendung von Natriumacetat in siedender
Essigsdure erreicht werden. Wendet man diese Reaktionsbedingungen auf die Arabinose an,
verbessert sich zwar das Verhiltnis des a-Anomers zum [-Anomer, allerdings entstehen
dann in zunehmendem Mafe auch die o- und B-Furanoseformen, die mit Ethanthiol und
Bortrifluorid-Diethylether zu den entsprechenden o,p-Thiofuranosiden reagieren. Diese
sind nur schwer von den gewiinschten o,-Thiopyranosiden zu trennen, was diese Methode
im Falle der Arabinose oder auch der Galactose unvorteilhaft macht. Alle anderen literatur-
bekannten Methoden zur selektiven Synthese des a-Anomers der Arabinose bendtigen
zusitzliche Syntheseschritte und erhdhen damit den priparativen Aufwand. Da die
Arabinose aber nicht teuer ist und das nicht umgesetzte peracetylierte f-Anomer leicht vom
Thioglycosid 52 abzutrennen ist, stellt die midBige Ausbeute von 47 % kein Problem dar.

Nach quantitativer Deacetylierung der Verbindung 52 mit Natriummethanolat in Methanol
werden die freien Hydroxygruppen des Arabinose-Derivats 53 mit Natriumhydrid

deprotoniert und dann mit Benzylbromid zum fertigen Arabinose-Baustein 19 verethert
(Ausbeute: 78 %, Abb. 3.12).”%'>7

128 B. Ernst, G. W. Hart, P. Sinay (Hrsg.), Carbohydrates in Chemistry and Biology, Wiley-VCH, Weinheim,
2000.



30 ALLGEMEINER TEIL

o7 SEt NaOMe, MeOH o7 SEt NaH, BnBr, DMF o7~ SEt
OAc > OH > OBn
OAc quant. OH 78 % OBn
BnO
AcO 52 HO 53 n 19

Abb. 3.12: Die Synthese des Arabinose-Bausteins 19.

3.1.7 Der L-Galactose-Baustein

Da die bendtigten Mengen an L-Galactose (57) viel zu teuer sind (bei Fluka: 1 g: 594.10 €,
bei Acros: 1 g:424.50 €) wird sie in dieser Arbeit aus dem sehr viel preiswerteren (bei
Sigma: 5 g: 74 €) L-Galactono-1,4-lacton (54) durch Reduktion des Lactons zum Aldehyden
synthetisiert. Urspriinglich wurde diese Reaktion mit Natriumamalgam durchgefiihrt.'” Um
die Verwendung von Quecksilber zu vermeiden, verwendeten Thiem et al. in situ

130
In

hergestelltes Diisoamylboran zur Reduktion verschiedener Kohlenhydrat-Lactone.
Analogie dazu wird im ersten Schritt L-Galactono-1,4-lacton (54) quantitativ mit
Essigsdureanhydrid und Pyridin acetyliert (Abb. 3.13)."*' Aus Boran-Dimethylsulfid und
2-Methyl-but-2-en in Dichlormethan wird in situ Diisoamylboran hergestellt, welches zur
Reduktion von Verbindung 55 zur peracetylierten a,p-L-Galactofuranose 56 verwendet wird
(Ausbeute: 90 %). Durch Deacetylierung mit Natriummethanolat in Methanol erhdlt man

nach Umkristallisation aus Methanol in 85%iger Ausbeute L-Galactose (57).

CH,Cly, 0°
BH3—M628 + 2 e - B
|
oH
HO" 7\ _o Ac,0, Pyridi
HO>=0 c25, Fyndin o e
quant. 90 %
HO g4

HOW‘"OH NaOMe, MeOH
OH -
OH 85 %

HO
57

Abb. 3.13: Die Synthese von L-Galactose (57).

' H. L. Frush, H. S. Isbell in Methods in Carbohydrate Chemistry, Vol. I (Hrsg.: R. L. Whistler, M. L.
Wolfrom, J. N. BeMiller, F. Shafizadeh), Academic Press, New York, London, 1962, S. 127-130.

0 In diesem Artikel ist auch die Synthese von L-Galactose aus L-Galactono-1,4-lacton unter Verwendung von
Natriumborhydrid beschrieben: H. Binch, K. Stangier, J. Thiem, Carbohydr. Res. 1998, 306, 409-419.

1 M. L. Wolfrom, J. M. Berkebile, A. Thompson, J. Am. Chem. Soc. 1949, 71, 2360-2362.
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Wie schon bei der Arabinose miissen auch bei der L-Galactose die Reaktionsbedingungen
bei der Acetylierung so gewihlt werden, dass ein mdglichst hoher Anteil der reaktiveren
peracetylierten B-Pyranose 58b entsteht, da die durch den anomeren Effekt stabilisierte
o-Pyranose 58a nicht mit Ethanthiol und Bortrifluorid-Diethylether reagiert. Da unter
Verwendung von Essigsdureanhydrid und Pyridin iiberwiegend das unerwiinschte Anomer
58a entsteht, wird als Acetylierungsreagenz Natriumacetat in siedendem Essigsdureanhydrid
verwendet, wodurch Verbindung 58b als Hauptprodukt erhalten wird. Dabei entstehen
allerdings auch die L-Galactofuranoside 58c wund 58d (Abb. 3.14), die
flashchromatographisch kaum abzutrennen sind (das Isomerenverhdltnis wurde durch

NMR-Spektroskopie bestimmt).

OH
HO
Q/ oH
HOOH 57
Ac,0, NaOAc,
quant | sicdehitze
OAc OAc
OAc = B OAc
AcO O AcO e}
ACOWQCAC ACOWOAC /\\@\ /\@
+ + +
OAc OAc OAc
AcO 58b AcO 58a AcO 58¢c AcO 58d
56 % 10 % 18 % 16 %
1) Umkristallisation aus einem
AcO OAc Ethylacetat-Cyclohexan-Gemisch
\WA
. B —
OAc
A0 5gp
2) NaOMe, MeOH
51 %
\

OH
HO
Lo
OH

HO 57
40 %

Abb. 3.14: Die Acetylierung von L-Galactose (57).

Auch durch Variation der Reaktionsbedingungen konnte das Isomerenverhéltnis nicht
weiter zugunsten des Anomers 58b verschoben werden. Die Entstehung der
L-Galactofuranoside bereitet aber keine grof3eren Probleme, da das gewiinschte Produkt 58b
aus einem Ethylacetat-Cyclohexan-Gemisch in 51%iger Ausbeute auskristallisiert, wihrend
die drei anderen Isomere 58a, 58c und 58d fast vollstindig in Losung bleiben. Diese werden

mit Natriummethanolat in Methanol deacetyliert, wodurch nach Umkristallisation aus
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Methanol die wertvolle L-Galactose zu 40 % zuriickgewonnen wird. Insgesamt gehen also
nur 9 % der L-Galactose verloren.

Die peracetylierte B-L-Galactose 58b wird mit Ethanthiol und Bortrifluorid-Diethylether
zum Thioglycosid 59 in 84%iger Ausbeute umgesetzt (Abb. 3.15). Nach quantitativer
Deacetylierung der Verbindung 59 mit Natriummethanolat in Methanol werden die freien
Hydroxygruppen des L-Galactose-Derivats 60 mit Natriumhydrid deprotoniert und dann mit
Benzylbromid zum fertigen L-Galactose-Baustein 20 verethert (Ausbeute: 84 %).

EtSH, BF3-Et,0,

SEt SEt
A°°?Qﬁ£’é\c CH.Cly, 0 °C A°OV@Q23AC NaOMe, MeOH HOV@QZSH
OAc OAc OH

0,
AcO 58b 84 % AcO 59 quant. HO 60

y

BnO o7 SEt NaH, BnBr, DMF
OBn -
oBn 84 %

BnO 20

Abb. 3.15: Die Synthese des L-Galactose-Bausteins 20.

3.1.8 Der Disaccharid-Baustein

Ublicherweise wird bei der Synthese von sLe* zuerst die Fucose in die 3-Position des
Glucosamins eingefiihrt, dann die Galactose in die 4-Position und als letztes die
Neuraminsdure (vgl. Kapitel 1.6). Dieser Syntheseweg hat mehrere Nachteile. Zum einen
wird der nach der Neuraminsiure teuerste Baustein, die Fucose, als erster Zucker eingefiihrt.
Er muss also in groBeren Mengen hergestellt werden. Zum anderen wird die ohnehin
geringe Reaktivitit der 4-Hydroxygruppe der Glucose durch den Raumbedarf der Fucose in
der 3-Position so weit herabgesetzt, dass die Galactosylierung selbst mit den reaktiven
Trichloracetimidaten meist nur noch mit mafigen Ausbeuten durchzufiihren ist. Aulerdem
diirfen bei allen weiteren Reaktionen aufgrund der sdurelabilen fucosidischen Bindung die
Reaktionsbedingungen nicht zu sauer werden, was z.B. bei der Aktivierung von
Trichloracetimidaten mit Trimethylsilyltrifluormethansulfonat oder bei der Acetal6ffnung
mit HCI in Diethylether zu Problemen flihren kann. Um diese Schwierigkeiten zu umgehen,
wird in dieser Arbeit zuerst die Galactose in Form des reaktiven Trichloracetimidats 23 in
die Oligosaccharidsynthese eingefiihrt, anschlieBend die Fucose (bzw. Arabinose und

L-Galactose) und zuletzt die Neuraminsiure (bzw. die Cyclohexylmilchsiure).
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Das Trichloracetimidat 23 wird nach dem Schmidt'schen Trichloracetimidatverfahren mit

einer Lewis-Sauren (hier: Trimethylsilyltrifluormethansulfonat) aktiviert.''®!*?

Unter diesen
Bedingungen wird die Allyletherschutzgruppe des Glucosamin-Bausteins 24 nicht

angegriffen und das Disaccharid 22 in 70%iger Ausbeute erhalten (Abb. 3.16).

AcO OB
Og” HO on TMSOTf, CH,Cl, AcO __0OBn 0Bn
AcO O\TI/CC|3 + o N3 -50°C— Raumtemp; AcO O o O
AcO -

AcHN 0
NH //J 70% AcO /// NHAC
i 22

23 24

Abb. 3.16: Die Synthese des allylethergeschiitzten Disaccharids 22.

Da die Galactose in der 2-Position eine nachbargruppenaktive Acetylschutzgruppe tragt,
kann sowohl das a-Anomer als auch das -Anomer des Trichloracetimidats 23 eingesetzt
werden, um die B-glycosidische Bindung zu kniipfen. Das Vorliegen der B-glycosidischen
Bindung im Produkt 22 wird durch die Kopplungskonstante des Dubletts von H-1 der
Galactose, *J;, = 8.2 Hz, eindeutig belegt. Um das Disaccharid 22 fiir die Glycosylierungen
zu den Trisacchariden vorzubereiten, muss der Allylether in der 3-Position des Glucosamin-
Restes abgespalten werden. In der Literatur sind zahlreiche Methoden zur Spaltung von
Allylethern beschrieben.”* Meistens werden diese iibergangsmetallkatalysiert zu Prop-1-

enylethern isomerisiert, die anschlieBend unter leicht sauren Bedingungen gespalten werden
konnen (Abb. 3.17).

Isomerisierung Solvolyse
/\/O\ R r\,‘J‘r\/o\ R HO\ R

Abb. 3.17: Die Isomerisierung von Allylethern zu Prop-1-enylethern und deren anschliefsende Solvolyse.

Dabei kann zur Isomerisierung des Allylethers 22 nicht auf den Wilkinson-Katalysator
Tris(triphenylphosphin)rhodium(I)-chlorid zuriickgegriffen werden, da dieser, um den

Allylether zu koordinieren, Triphenylphosphin teilweise freigibt, welches die anomere

12 R, R. Schmidt, Angew. Chem. 1986, 98, 213-236.
133 F. Guibé, Tetrahedron 1997, 53, 13509-13556.
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Azidogruppe nach Staudinger zum Amin reduzieren kann.'” AuBerdem wird in der
Literatur immer wieder beschrieben, dass bei Verwendung des Wilkinson-Katalysators der
Allylether zum Teil zum Propylether hydriert wird, welcher nicht mehr abgespalten werden

133

kann. ”” Im Wesentlichen werden zwei Mechanismen fiir die Isomerisierung des Allylethers

zum Prop-1-enylether diskutiert, welche in Abb. 3.18 schematisch dargestellt sind (die

Liganden des Metalls M sind aufgrund besserer Ubersichtlichkeit nicht eingezeichnet).'**

Additions-Eliminierungs-Mechanismus E 7-Allyl-Hydrid-Mechanismus

ﬁ\/ \( EJORY y T(J

ﬁl_/ JO ;_T/OR

!

)

Abb. 3.18: Die zwei Isomerisierungs-Mechanismen von Allylethern zu Prop-1-enylethern.

Im Additions-Eliminierungs-Mechanismus  koordiniert ein Metallhydrid an die
Doppelbindung und iibertrdgt anschlieBend ein Hydrid auf den Allylether. Durch eine
B-Eliminierung entsteht dann entweder die Ausgangsverbindung wieder zuriick oder der
gewiinschte  Prop-1-enylether. Im  m-Allyl-Hydrid-Mechanismus  koordiniert kein
Metallhydrid, sondern das Metall (mit Liganden) allein an die Doppelbindung. Nach einer
1,3-Wasserstoff-Verschiebung wird der Prop-1-enylether erhalten. Durch Deuterium-
Austausch-Experimente kann zwischen den beiden Mechanismen unterschieden werden, da
nur beim Additions-Eliminierungs-Mechanismus Deuterium in die 2-Position eingebaut
wird. Von den einstufigen Abspaltungsverfahren wird am hiufigsten die Methode von
Ogawa'** unter Verwendung von Palladium(II)-chlorid in dquimolaren Mengen angewandt,
welche auch in dieser Arbeit getestet werden soll. Der exakte Reaktionsmechanismus dieser
Allyletherspaltung ist nicht bekannt, wobei verschiedene Mdoglichkeiten in der Literatur

133 Versetzt man das Disaccharid 22 mit mindestens stochiometrischen

diskutiert werden.
Mengen an Palladium(II)-chlorid in einem Natriumacetat-Essigsdure-Wasser-Gemisch bei

50 °C, so erhidlt man das gewiinschte Produkt 21 in 49%iger Ausbeute (Abb. 3.19).

1% T. Ogawa, S. Nakabayashi, Carbohydr. Res. 1981, 93, c1-c5.
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Von der mifligen Ausbeute abgesehen, stellt der Einsatz von stochiometrischen Mengen des
teuren Palladium(II)-chlorids einen erheblichen Nachteil dar. Daher wird in einer Variante
nach Ogawa die Allyletherabspaltung mit sub-stochiometrischen Mengen an Palladium(II)-
chlorid in Methanol bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Dadurch wird nicht mehr so viel
Palladium(II)-chlorid bendtigt, die Ausbeute (47 %) verbessert sich aber nicht. In einem
weiteren Versuch soll nach der Methode von Nagakura®® der Allylether durch
4-Toluolsulfinsdure und katalytischen Mengen an Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0)
gespalten werden. Allerdings wird weder in 1,4-Dioxan noch in 1,2-Dimethoxyethan'*® ein
Umsatz beobachtet. Auch durch die Verwendung einer neuen Charge des Katalysators und
frisch hergestellter 4-Toluolsulfinsdure in destillierten und entgasten Losungsmitteln gelingt

die Reaktion nicht.

AcO ogn OBn AcO ogn 0Bn
AcO O&O&N AcO O&&/N
Aco ¢ 3 Aco O )
NHAc NHAc
/ 22 21

Methode A: 1.1 Aquiv. PdCl, NaOAc, AcOH, H20, 50 °C, 49 %
Methode B: 0.27 Aquiv. PdCly MeOH, 47 %
Methode C: Pd(PPhgz)4 4-Toluolsulfinséure, 1,4-Dioxan oder DME, keine Reaktion
Methode D: 1) [Ir'(COD)(PMeth)Q]PFQ absol. THF, Hy
2) 4-Toluolsulfonsaure, MeOH, 85 %

Abb. 3.19: Die Synthese des deallylierten Disaccharids 21.

Unter Anwendung des Baudry-Katalysators (1,5-Cyclooctadien-bis(methyldiphenyl-
phosphin)iridium(I)-hexafluorophosphat, [Ir'(COD)(PMePh,),]PF)*"1**  verlduft  die
Isomerisierung zum Prop-1-enylether dagegen problemlos. Der Iridium(I)-Katalysator wird
in absolutem und entgasten Tetrahydrofuran geldst und unter einer Wasserstoffatmosphére
aktiviert, was durch die Farbanderung von orangerot nach hellgelb gut verfolgt werden
kann. Dabei entsteht keine Metallhydrid-Spezies, vielmehr wird vermutlich eine
Doppelbindung des Cyclooctadienrings hydriert, wodurch der aktive Katalysator entsteht.
Daraus ist zu schlieen, dass die Isomerisierung mit dem Baudry-Katalysator nach dem
n-Allyl-Hydrid-Mechanismus verlduft. Nach der Aktivierung wird die Wasserstoft-
atmosphire durch eine Argonatmosphire ersetzt und der Allylether 22 hinzugegeben. Nach

vollendeter Isomerisierung, die diinnschichtchromatographisch gut zu verfolgen ist, wird der

135 M. Honda, H. Morita, I. Nagakura, J. Org. Chem. 1997, 62, 8932-8936.

136 T, Opatz, H. Kunz, Tetrahedron Lett. 2000, 41, 10185-10188.

7 D. Baudry, M. Ephritikhine, H. Felkin, J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1978, 694-695

138 3.7, Oltvoort, C. A. A. van Boeckel, J. H. de Koning, J. H. van Boom, Synthesis 1981, 305-308.
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Prop-1-enylether durch Methanol und 4-Toluolsulfonsdure gespalten und das deallylierte
Disaccharid 21 in 85%iger Ausbeute erhalten.

3.1.9 Die Trisaccharid-Bausteine

Als optimaler Weg zur Einfiihrung der a-L-fucosidischen (bzw. a-L-galactosidischen und
B-D-arabinosidischen) Bindung hat sich in vielen Synthesen das von Lemieux et al.
Dabei

thermodynamisch stabileren axialen Halogenosen 6la-c durch Zusatz eines quartiren

entwickelte In-situ-Anomerisierungsverfahren erwiesen.” wird aus den
Ammoniumsalzes wie Tetrabutylammoniumbromid ein Gleichgewicht zwischen a- und
B-Halogenosen eingestellt (Abb. 3.20). Die &quatorialen Glycosylbromide 62a-c sind
wesentlich reaktiver als die axialen Glycosylbromide 6la-c, da sie nicht durch den
anomeren Effekt stabilisiert werden. Sie werden vom Disaccharid 21 in einer Sy2-Reaktion
unter Ausbildung einer a-glycosidischen bzw. im Falle der D-Arabinose einer

B-glycosidischen Bindung angegriffen.

Br

SEt CuBr,, MS 4A, Argon "BuyNBr Br
LA oo -  RZ07omn "L o
50BN CH,Cly:DMF = 1:1 5008 500BN
18 R = Me, 1.50 Aquiv. 61a R=Me 62a R = Me
19 R =H, 1.76 Aquiv. 61b R=H 62b R=H

20 R = CH,0Bn, 1.45 Aquiv.

61c R=CH,0Bn

62c R=CH,0Bn

AcO __oBn oBn

0
AcO 0 O, .
O 3

AcO NHAc -
RFQiOBn AcO __0oBn oBn
OBn + 0
oo ACO&/O&/N
aco MO 3
63 R=Me NHAc

64 R=H 21
65 R =CH,0Bn

84 %
1%
75%

Abb. 3.20: Die Synthesen der vollstindig geschiitzten Trisaccharide 63-65.

Die umgesetzten &dquatorialen Halogenosen 62a-c werden durch die oben genannte
Gleichgewichtsreaktion stindig aus den axialen Halogenosen 6l1a-c nachgebildet. Ein
Nachteil dieser Reaktion nach Lemieux ist der Einsatz von Halogenosen, da diese (mit
Ausnahme der Glycosylfluoride) nicht sehr stabil sind. Daher werden in dieser Arbeit solche
Glycosylierungen nicht mit den Glycosylbromiden 6la-c, sondern mit den stabilen,

lagerfihigen Thioglycosiden 18-20 in einer Variante nach Ogawa durchgefiihrt.”> Dabei
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werden, ausgehend von den Verbindung 18-20, mit Kupfer(Il)-bromid intermediére
Glycosylkationen erzeugt, die mit einem Bromidion zu den Glycosylbromiden 6la-c
reagieren, welche dann nach dem In-situ-Anomerisierungsverfahren zu den entsprechenden
Trisacchariden 63-65 umgesetzt werden. Die Glycosyldonoren 18-20 werden im Uberschuss
eingesetzt, um die geringe Reaktivitdt der 3-Hydroxygruppe des Glucosamin-Restes zu
kompensieren (vgl. Abb. 3.4). Das Vorliegen der axialen glycosidischen Bindung in den
Produkten 63-65 wird durch die Kopplungskonstanten der Dubletts von H-1 der L-Fucose,
der D-Arabinose und der L-Galactose eindeutig belegt: L-Fucose: °Jy,=3.9 Hz;
D-Arabinose: 3J1,2=3.1 Hz; L-Galactose: 3J1,2=3.5 Hz. Durch Deacetylierung der
Trisaccharide 63-65 mit Natriummethanolat in Methanol werden die Akzeptoren 14-16 fiir
die nachfolgende Sialylierung bzw. fiir die Umsetzung mit dem Cyclohexylmilchséure-
Baustein 17 erhalten (Abb. 3.21).

AcO __0OBn OBn HO _0oBn OBn
O 0 O 0
AcO o N NaOMe, MeOH HO o N
Aco  © E -~ 5 O 3
NHAC NHAC
Rwosn R/,gﬁiosn
BnoOBn BnOOBn
63 R=Me 93% 14 R=Me
64 R=H 93% 15 R=H
65 R=CH,0Bn 86% 16 R=CH,0OBn

Abb. 3.21: Die Synthesen der deacetylierten Trisaccharide 14-16.

3.1.10 Die Synthesen der Tetrasaccharide — die Sialylierung

Sialylierungen sind aufgrund struktureller Besonderheiten der Neuraminsdure im
Allgemeinen schwieriger durchzufiihren als andere Glycosylierungsreaktionen.'” Durch die
direkte Nachbarschaft des anomeren Zentrums zu einem Ester wird die Sialylierung sterisch
erschwert. Zudem wirken sich die elektronenziehenden Effekte (—M-Effekt, —I-Effekt) der
Carboxygruppe destabilisierend auf das wihrend der Aktivierung entstechende
Glycosylkation aus. So spaltet das Glycosylkation 66 leicht ein Proton unter Entstehung des
Eliminierungsproduktes 41 ab, weshalb der teure Donor 13 im Uberschuss zugegeben
werden muss (Abb. 3.22). Neben der Bildung des Eliminierungsproduktes bereitet die
Stereokontrolle bei Sialylierungsreaktionen Probleme, da die Neuraminsdure in der zum
anomeren Zentrum benachbarten 3-Position keine funktionelle Gruppe trigt. So kdnnen
keine Nachbargruppeneffekte zur stereoselektiven Bildung einer a- oder B-konfigurierten

glycosidischen Bindung genutzt werden.

139 G.-J. Boons, A. V. Demchenko, Chem. Rev. 2000, 100, 4539-4565.
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PA° Meo,c s aco_ e ao, f1C
€ ]
(2 2 Aktivierung 0-®_coMe -H* O—,—~CO,Me
_— —_—
AcHNZpQ/ S~ TOEt AcHN < §; AcHN <
AcO OAc AcO OAc | AcO OAc
13 66 41

Abb. 3.22: Bildung des Eliminierungsproduktes 41 der Neuraminsdure nach Aktivierung.

Der stereoselektive Reaktionsverlauf der Sialylierung zugunsten der erwiinschten
a-glycosidischen Bindung kann aber durch die Wahl des Losungsmittels und der
Reaktionsbedingungen gesteuert werden: Fiihrt man die Sialylierung in einem Acetonitril-
Dichlormethan-Gemisch bei tiefen Temperaturen durch, kann man den so genannten
Nitrileffekt zur Stereokontrolle ausnutzen.'**'*"'**!*3 Da der Schmelzpunkt von Acetonitril
bei —45.7 °C liegt, wird Dichlormethan hinzugegeben, um auch bei Temperaturen bis
—70 °C arbeiten zu konnen. Nach der Aktivierung des Neuraminsdure-Donors 13 mit in situ
hergestelltem Methylsulfenyltriflat 67" und der folgenden Abspaltung der Abgangsgruppe
werden Nitrile am entstehenden Glycosylkation 66 koordiniert (Abb. 3.23).

OA

c OAc
AcO MeO,C S 7 N\Q AcO
~

CH3CN:CH,Cl, = 2:1 ®
—7-07 s~ ~OEt + MeTS ™y > 2, O C0Me
AcHN < OTf 50 °C — -30 °C AcHN ~ . s
AcO OAc 13 67 AcO OAc 66 )J\
S\
<7787 TOEt
tiefe Temperatur hohe Temperatur
CH3CN
+ R—OH
OA icrs OA
C C
AcO (N® AcO cozge
ACHN 07 =CO,Me ACHN 0/ TN=cCHs
AcO OAc AcO OAc
68 69
l + R—OH l
OAc OAc
AcO CO,Me AcO OR
AcHN LRy "OR AcHN LRy ~COMe
AcO OAc AcO OAc
a-Glycosid B-Glycosid

Abb. 3.23: Der Nitrileffekt bei Sialylierungsreaktionen.

140" A J. Ratliffe, B. Fraser-Reid, J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1 1990, 747-750.

41 R. R. Schmidt, M. Behrendt, A. Toepfer, Synlett 1990, 694-696.

142 A, Hasegawa, T. Nagahama, H. Ohki, K. Hotta, H. Ishida, M. Kiso, J. Carbohydr. Chem. 1991, 10,
493-498.

143 1. Braccini, C. Derouet, J. Esnault, C. Hervé du Penhoat, J.-M. Mallet, V. Michon, P. Sinay, Carbohydr.
Res. 1993, 246, 13-22.

'* F. Dasgupta, P. J. Garegg, Carbohydr. Res. 1988, 177, c13-c17.
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Bei tiefen Temperaturen entsteht in einer kinetisch kontrollierten Reaktion das axiale
B-Nitrilium-Konjugat 68 und bei hoheren Temperaturen das thermodynamisch stabilere,
dquatoriale a-Nitrilium-Konjugat 69. Der anschlieBende Angriff eines Nucleophils fiihrt so
je nach Reaktionsbedingungen zu sterisch einheitlichen Produkten oder zumindest zu einem
deutlichen Uberschuss eines Anomers. Eine weitere Moglichkeit, die Stereoselektivitit zu
beeinflussen, besteht in der Einfithrung eines dirigierenden Substituenten in die 3-Position
(vgl. Kapitel 1.6.2). Aufgrund des hoheren Aufwands zur Synthese solcher Donoren und der
nach der Sialylierung erforderlichen Abspaltung der dirigierenden Gruppe wird diese
Methode nur noch selten angewandt. Die Regioselektivitit stellt bei Sialylierungsreaktionen
mit 6-O-geschiitzten Galactose-Bausteinen kein schwerwiegendes Problem dar, da der
Reaktivitatsunterschied der 2-, 3- und 4-Hydroxygruppe der Galactose gro3 genug ist. Die
hohere Nucleophilie der dquatorialen 3-Hydroxygruppe und die sterische Hinderung durch
Nachbargruppen an den 2- und 4-Hydroxygruppen bewirkt die regioselektive Sialylierung
an der 3-Position der Galactose. Man erspart sich so aufwendige Schutzgruppen-
manipulationen und gewéhrleistet, dass die zu sialylierende Position nicht durch
benachbarte Schutzgruppen sterisch oder elektronisch behindert wird.'*> Aufgrund ihrer
Stabilitdt und Reaktivitit werden heute bevorzugt die Thioglycoside und Xanthogenate der
Neuraminsdure als Donoren in Sialylierungen verwendet. In dieser Arbeit werden das
Neuraminsdurexanthogenat 13 als Donor und die Trisaccharide 14-16 als Akzeptoren in den

Sialylierungsreaktionen eingesetzt (Abb. 3.24).

HO __0OBn

OB
0 o o fR° MeoC s
HO oy Na
Ho ol + AcHNZQ7 TS ToEt
R 97 orn AcO OAc
; 13

BnoOBn
14 R=Me 1) CH3CN:CH,Cl, = 2:1, MS 4A
15 R=H AgOTf, MSB, -50 °C — -30 °C
16 R =CH,0Bn 2) Diisopropylamin

3) Ac,O, DMAP, Pyridin
OA
AcO ® Meo,c A% ~OBn OBn
0
AcHN LY ~© % Na
AcO OAc 5O NHAC
R7ZL7 oBn
72% 7 R=NMe OBn
BnO
73% 8 R=H n

42% 9 R=CH,0Bn

Abb. 3.24: Die Synthesen der vollstindig geschiitzten Tetrasaccharide 7-9.

45 W. Birberg, H. Lonn, Tetrahedron Lett. 1991, 32, 7457-7458.
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In parallelen Ansétzen wird der Donor 13 in 1.89fachen bis 2.40fachen Uberschiissen mit
den Trisacchariden 14-16 in Acetonitril-Dichlormethan-Gemischen bei —50 °C zur Reaktion
gebracht. Als Promotor dient aus Methylsulfenylbromid und Silbertriflat in situ hergestelltes
Methylsulfenyltriflat,'** welches die Xanthogenatgruppe elektrophil angreift (Abb. 3.23).
Nach zwei Stunden werden die Reaktionsmischungen auf —30 °C erwédrmt, weitere 15
Stunden geriihrt, dann mit Diisopropylamin in der Kélte neutralisiert und schlielich
flashchromatographisch ~ gereinigt.  Allerdings konnen dadurch nicht sdmtliche
Verunreinigungen und Nebenprodukte abgetrennt werden. Nach Acetylierung der 2- und
4-Hydroxygruppen der Galactose mit Essigsdureanhydrid und Pyridin in Gegenwart
katalytischer Mengen an 4-Dimethylaminopyridin und abermaliger flashchromato-
graphischer Reinigung, werden die Tetrasaccharide 7 und 8 in fiir Sialylierungsreaktionen
sehr guten Ausbeuten (72 % und 73 %) und das Tetrasaccharid 9 in akzeptabler Ausbeute
(42 %) erhalten. Im Falle der Synthese des Tetrasaccharids 9 werden 35 % von nicht
umgesetztem Trisaccharid 16 zuriickgewonnen.

Da das anomere Zentrum der Neuraminsdure ein quartirer Kohlenstoff ist, kann die iibliche
Methode zur Bestimmung der anomeren Konfiguration, die Messung der
Kopplungskonstanten 3JH_1,H_2 und lJc_l,H_l nicht angewandt werden. Fiir peracetylierte
Neuraminsdureglycoside sind in der Literatur empirische Regeln fiir die Zuordnung der
anomeren Konfiguration zu finden:'*® Drei davon basieren auf Unterschiede in den

chemischen Verschiebungen dund eine auf Differenzen bei den Kopplungskonstanten J.

1) OH-3iq (0i-Anomer) > J.35q (B-Anomer)
2) o4 (a-Anomer) < .4 (B-Anomer)
3) O11-92 — Omop (a-Anomer) < .9, — Op-9p (B-Anomer)

4) 3JH_7,H_8 (a-Anomer) > 3JH_7,H_8 (B-Anomer)

Diese Regeln sind allerdings nicht generell giiltig. Die anomere Konfiguration kann aber
durch ein HMBC-Experiment (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) eindeutig
bestimmt werden. Exemplarisch ist ein Ausschnitt des HMBC-Spektrums des a-Anomers
von Verbindung 7 in Abb. 3.25 dargestellt. Darin sind die Kopplungen der beiden Protonen
an C-3 der Neuraminsiure zu benachbarten Kohlenstoffatomen zu erkennen. Fiir die
Bestimmung der anomeren Konfiguration sind hierbei nur die Kopplungen mit C-1 von
Interesse. Nach der Karplusbeziehung koppelt das dquatoriale Proton an C-3 sowohl zum
o- als auch zum B-Anomer so schwach, dass ein Kreuzpeak im HMBC-Spektrum nicht

auftaucht. Das axiale Proton an C-3 zeigt im Falle des a-Anomers aufgrund des

"¢ H. Hori, T. Nakajima, Y. Nishida, H. Ohrui, Tetrahedron Lett. 1988, 29, 6317-6320.
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180 °-Winkels zwischen H-3,x und C-1 eine starke Kopplung, so dass ein Kreuzpeak zu
erwarten ist. Im Falle des B-Anomers besteht zwischen H-3,c und C-1 eine axial-dquatoriale
Wechselwirkung, was nach der Karplusbeziehung wiederum nur zu einer schwachen
Kopplung fiihrt, die im HMBC-Spektrum nicht zu erkennen ist. Da im HMBC-Spektrum
von Verbindung 7 ein Kreuzpeak zwischen H-3,c und C-1 klar auszumachen ist, liegt ein

eindeutiger Beweis der a-glycosidischen Verkniipfung der Neuraminséure vor.

H-3 (axial)
H-3 (dquatorial)
= OS5 50
— C_4 L
== (-2 R | 100
— 150
= (-1 |
—Ppm

2.50 2.00 1.50
ppm

Abb. 3.25: Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum von Verbindung 7.

3.1.11 Die Synthesen der Tetrasaccharid-Mimetika

Die Einfithrung des Cyclohexylmilchsdure-Bausteins als Mimetikum der Neuraminsdure
gelingt nach der Stannylen-Methode.'"”’ Dabei werden die Trisaccharide 14-16 mit 1.5

Aquivalenten Dibutylzinnoxid in refluxierendem Methanol zu den entsprechenden

7S David, S. Hanessian, Tetrahedron 1985, 41, 643-663.
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Stannylenen umgesetzt, welche nach Entfernung des Losungsmittels als farblose amorphe
Feststoffe erhalten werden (Abb. 3.26).

HO —OBn OBn BuZSn/o Sl OBn
s S 0 Bu,SnO, MeOH, 5 S 0
s o N3 Siedehitze HO o) N3
NHAG > NHAC
R797 ogn R/ Q7 oBn
OBn 14 R = Me OBn 70 R=Me
BnO BnO
n 15 R=H 5 71 R=H
16 R=CH,OBn 72 R=CH,0Bn

3 Aquiv. CsF, DME, Argon
CO,Me

+ 3Aquiv. " oTe
MeO,C P OBn OBn
0
o2 onTR e
Ho 9 3
NHAC
R7-27 oen
OBn

BnO isolierte, nicht umgesetzte
Trisaccharide

60% 73 R=Me
55% 74 R=H \
62% 75 R=CH,0Bn

17% 14 R=Me
25% 15 R=H
9% 16 R=CH,0Bn

Abb. 3.26: Die Synthesen der Tetrasaccharid-Mimetika 73-75 nach der Stannylen-Methode.

Untersuchungen deuten darauf hin, dass solche Stannylene nicht als Monomere, sondern als
Dimere oder gar Oligomere vorliegen. Da sowohl die eigentliche Struktur als auch der
tatsdchliche Reaktionsmechanismus der Folgereaktionen nicht vollstindig aufgeklért sind
und in der Literatur kontrovers behandelt werden, wird in dieser Arbeit auf eine Diskussion
dieses Mechanismus verzichtet und auf den sehr interessanten, wenn auch etwas &lteren
Ubersichtsartikel von David und Hanessian verwiesen.'*’ Bekannt ist aber, dass
Galactose-Bausteine mit freien 2-, 3- und 4-Hydroxygruppen Stannylene iiber die 3- und
4-Hydroxypositionen bilden und dass der Angriff eines zugesetzten Elektrophils
anschlieend an der 3-Position stattfindet. Zur Aktivierung der Stannylene 70-72 wird in
Analogie zur Arbeit von Thoma et al.”’ Casiumfluorid in 1,2-Dimethoxyethan zugesetzt
(Abb. 3.26). Nach Zugabe des Triflats 17 werden die Tetrasaccharid-Mimetika 73-75 in fiir
solche Reaktionen typischen Ausbeuten erhalten, wobei nach flashchromatographischer

Reinigung die nicht umgesetzten Trisaccharide 14-16 zum Teil wieder zuriickgewonnen
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werden. Auf den Umsatz bezogen verliert man nur einen kleinen Anteil der wertvollen
Trisaccharide 14-16. Die Konfiguration an C-2 des Cyclohexylmilchsidure-Restes in den
Tetrasaccharid-Mimetika  73-75  kann  nicht durch die Bestimmung von
Kopplungskonstanten belegt werden, und da diese Verbindungen nicht kristallin sind,
scheidet eine Konfigurations-Bestimmung iiber Rontgenstrukturanalyse aus. Wiirde das
Triflat 17 allerdings nicht in der angegebenen Sn2-Reaktion, sondern in einer eher
Sn1-artigen Reaktion reagieren, miissten Diastereomere entstehen. Dies kann aber sowohl
durch NMR-Spektroskopie als auch durch analytische RP-HPLC widerlegt werden. Daher
kann die angegebene R-Konfiguration an C-2 in den Mimetika 73-75 als sicher angesehen
werden. Zudem stimmen diese Ergebnisse auch mit in der Literatur beschriebenen analogen
Reaktionen iiberein.®*®

Durch Acetylierung der 2- und 4-Hydroxygruppen der Galactose mit Essigsdureanhydrid
und Pyridin in Gegenwart katalytischer Mengen an 4-Dimethylaminopyridin und
abermaliger flashchromatographischer Reinigung, werden die Tetrasaccharid-Mimetika
10-12 in Ausbeuten zwischen 94-97 % erhalten (Abb. 3.27).

MeO,c P ~0Bn OBn MeO,C

OBn
O, 0 O 0
o o N Ac,0, DMAP, Pyridin o 0 N
HO O 3 o~ AcO o :
NHAC NHAC
R7Z27 oBn R7L7 oen
BnoOBn BnoOBn
73 R=Me 95% 10 R=Me
74 R=H 94% 11 R=H
75 R=CH,0Bn 97% 12 R=CH,0Bn

Abb. 3.27: Die Synthesen der vollstindig geschiitzten Tetrasaccharid-Mimetika 10-12.

3.2 Die Reduktionen der Glycosylazide zu den Glycosylaminen

Die Tetrasaccharide 7-9 und Tetrasaccharid-Mimetika 10-12 sind in der anomeren Position
durch eine Azidogruppe geschiitzt. Um diese Glycosylazide an die Seitenkette der
Asparaginsdure anzukniipfen, ist es notwendig, die Azidogruppe zur Aminogruppe zu
reduzieren. Diese Reduktion muss moglichst quantitativ verlaufen, damit die aufgrund ihrer
Halbaminalstruktur sehr empfindlichen Glycosylamine nicht gereinigt werden miissen. Des
Weiteren muss sie moglichst anomerisierungsfrei verlaufen, um die in natiirlichen

N-Glycopeptiden'*® vorkommende B-glycosidische Bindung bilden zu kénnen. Zudem muss

'8 H. Herzner, T. Reipen, M. Schultz, H. Kunz, Chem. Rev. 2000, 100, 4495-4537.
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die Reduktion unter Bedingungen durchgefiihrt werden, bei denen die Benzylether-
schutzgruppen nicht angegriffen werden. In mehreren Untersuchungen hat sich zur
Erfiillung all dieser Anforderungen die Verwendung von neutral gewaschenem, kduflichem
Raney-Nickel bewihrt, 0! E12714915015L12 e wird durch wiederholtes Aufschlimmen
des Katalysators in Wasser und anschlieBendes Abdekantieren der iliberstehenden Losung
die Aktivitdt des Katalysators so weit herabgesetzt, dass die Benzyletherschutzgruppen nicht
gespalten werden, die Azidogruppe aber dennoch zum Amin reduziert wird. Man wiederholt
das Aufschlimmen und Abdekantieren so lange, bis die iiberstehende Ldsung einen
pH-Wert von 7.0 annimmt. Das bei der Reduktion entstehende Halbaminal unterliegt
sowohl sdure- als auch basenkatalysiert einer raschen Anomerisierung. Daher muss sowohl
bei der Reduktion als auch bei der anschlieBenden Kupplung an die Asparaginsdure
unbedingt auf neutrale Reaktionsbedingungen geachtet werden.

Zur Reduktion werden die Glycosylazide 7-12 in Isopropanol-Wasser-Gemischen
(viv=9:1) gelost und mit neutral gewaschenem Raney-Nickel versetzt (Abb. 3.28).
AnschlieBend werden diese Mischungen mehrfach entgast und dann drei Stunden bei 0 °C

unter einer Wasserstoffatmosphére geriihrt.

Ao, §C Meo,C AP —~OBn OBn MeO,C A°Q —~OBn 0Bn
070 0 Q 0 Ao Q
AcHN < o) N3 o N3
AcO OAc —— NHAC AcO NHAG
R7ZQZ oBn R7 27 oBn
7 R=Me 5008 50BN 10 R=Me
8 R=H 11 R=H
9 R=CH,0Bn 12 R=CH,OBn
Raney-Nickel, pH = 7.0,
quant. Isopropanol:H,O = 9:1, quant.
H,, 3 h
Y \)
. OAc MeO,C AcO _0Bn o MeO,C AcO _0OBn OBn
070 0 0 o Ao 0
AcHN = o NH, . NH,
AcO OAc — NHAC — NHAC
R/ oBn R0/ oBn
76 R=Me 00BN BnoOBN 79 R=Me
77 R=H 80 R=H
78 R=CH,0Bn 81 R=CH,0Bn

Abb. 3.28: Die Reduktionen der Glycosylazide 7-12 zu den entsprechenden Glycosylaminen 76-81.

149 C. Unverzagt, Dissertation, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz, 1988.
150 H. Herzner, Dissertation, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz, 2001.
131 U. Sprengard, Dissertation, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz, 1996.
132 H. Kunz, C. Unverzagt, Angew. Chem. 1988, 100, 1763-1765.
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Nach der Reduktion wird der Katalysator {iber Celite abfiltriert und griindlich mit
Isopropanol gewaschen, um die adsorbierten Glycosylamine 76-81 zu desorbieren. Dabei
muss man darauf achten, dass der Katalysator immer mit einer Ldsungsmittelschicht
bedeckt bleibt, da er sich sonst an der Luft entziindet. Da die quantitativ entstandenen
Glycosylamine 76-81 instabil sind und leicht anomerisieren, werden sie ohne Reinigung und

Charakterisierung sofort weiter zu den entsprechenden Glycosylaminosduren umgesetzt.

3.3 Die Glycosylaminosauren als Festphasen-Bausteine

Die Synthesen der N-Glycopeptide 1-6 sollen an fester Phase durch sukzessive Kupplung
der einzelnen Aminosédure-Bausteine nach der Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl-(Fmoc)' -
Strategie erfolgen.154 An der Glycosylierungsstelle wird im Unterschied zur normalen
Peptidsynthese anstelle eines tempordr geschiitzten Aminosdure-Derivates ein
Glycosylaminosdure-Baustein eingefiihrt. Die Kupplungsprodukte von Glycosylaminen mit
in der Seitenkette deblockierten Asparaginsdure-Derivaten haben sich als solche

Glycosylaminosiure-Bausteine bewihrt,'27-14%150:151

Da die Glycopeptide nach der
Fmoc-Strategie aufgebaut werden sollen, wird das am Aminoterminus Fmoc-geschiitzte
Asparaginsdure-Derivat 82 verwendet. Die fert-Butylesterschutzgruppe am o-Carboxy-
terminus bietet einen orthogonal stabilen Schutz zur Fmoc-Gruppe sowie zu den Acetyl-
und Benzyletherschutzgruppen. Sie lésst sich nach erfolgreicher Kupplung der Seitenketten-
funktion mit dem Glycosylamin 76 abspalten, ohne dass die restlichen Schutzgruppen
angegriffen werden. Die Verkniipfung des Glycosylamins 76 mit dem Asparaginsdure-
Derivat 82 muss moglichst anomerisierungsfrei verlaufen (s. Abb. 3.32), da eine
Anomerisierung wahrend der Kupplungsreaktion nicht nur die Ausbeute vermindert,
sondern dariiber hinaus zu schwer trennbaren Anomerengemischen fiihrt. Zur Ermittlung
geeigneter Kupplungsmethoden fiir die Acylierung von Glycosylaminen unter Erhalt der
Konfiguration verglich U. Sprengard eine Reihe von Kupplungsreagenzien.””' Es zeigte
sich, dass die Aktivierung mit Uroniumsalzen anderen Kupplungsmethoden wie der
Aktivierung mit Carbodiimiden (DCC,"”’ EDC'°) oder auch mit Dihydrochinolinen
(EEDQ,"”” 1IDQ"™®) zur Bildung der Glycosylamide deutlich iiberlegen ist. Als

153 1. A. Carpino, G. Y. Han, J. Am. Chem. Soc. 1970, 92, 5748-5749.

154 E. Atherton, R. C. Sheppard, Solid Phase Peptide Synthesis. A Practical Approach, Oxford University
Press, Oxford, 1989.

135 J. C. Sheehan, G. P. Hess, J. Am. Chem. Soc. 1955, 77, 1067-1068.

13 J.C. Sheehan, P. A. Cruickshank, J. Am. Chem. Soc. 1965, 87, 2492-2493.

157 B, Belleau, G. Malek, J. Am. Chem. Soc. 1968, 90, 1651-1652.

18 Y. Kiso, H. Yajima, J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1972, 942-943.
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Uroniumsalze werden iiblicherweise TBTU,"”® HBTU'® oder das reaktivere, aber auch
teurere HATU'®' verwendet, wobei Rontgenstrukturanalysen allerdings zu der Erkenntnis
fiihrten, dass HBTU und HATU als Guanidiniumsalze vorliegen (Abb. 3.29).'> Wird das
ibliche Herstellungsverfahren durch rasche Aufarbeitung und striktes AusschlieBen von
tertidren Aminen modifiziert, konnen die Uroniumsalze von HBTU und HATU dennoch
erhalten werden.'®® Dies ist von Bedeutung, da die Uroniumsalze effektivere

Kupplungsreagenzien als die entsprechenden Guanidiniumsalze sind.

DCC 1IDQ
N,N"-Dicyclohexylcarbodiimid 1-Isobutyloxycarbonyl-2-isobutyloxy-
1,2-dihydrochinolin

N=C=N S
N @Q
/N « Hcl NN

A

o e}
EDC
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N*-ethyl-
carbodiimid-hydrochlorid; EEDQ
N-Ethyl-N"-(3-dimethylaminopropyl)- 1-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-
carbodiimid-hydrochlorid 1,2-dihydrochinolin
S}
BF, \N/ PFee \N/ PF6@ \N/
: oe 0@ o—e
als Uroniumsalz: / N— / N— N ! N-—
A S 2NN
/,N /,N l /,N
N N X N
TBTU HBTU HATU
O-(Benzotriazol-1-yl)- O-(Benzotriazol-1-yl)- O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-
N,N,N' N'-tetramethyl- N,N,N' N'-tetramethyl- N,N,N' N'-tetramethyluronium-
uroniumtetrafluoroborat uroniumhexafluorophosphat hexafluorophosphat
S / S) /
PFe. N @ / PFe N g N/

- , N NN
als Guanidiniumsalz: N [ i
N® N Ne

Abb. 3.29: Die Strukturen einiger iiblicher Kupplungsreagenzien.

1% R. Knorr, A. Trzeiak, W. Bannwarth, D. Gillesen, Tetrahedron Lett. 1989, 30, 1927-1930.

160y, Dourtoglou, J.-C. Ziegler, B. Gross, Tetrahedron Lett. 1978, 19, 1269-1272.

U AL Carpino, A. El-Faham, C. Minor, F. Albericio, J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1994, 201-203.

62, Abdelmoty, F. Albericio, L. A. Carpino, B. M. Foxman, S. A. Kates, Lett. Pept. Sci. 1994, 7?7, 57-777.

1A, Carpino, H. Imazumi, A. El-Faham, F. J. Ferrer, C. Zhang, Y. Lee, B. M. Foxman, P. Henklein, C.
Hanay, C. Miigge, H. Wenschuh, J. Klose, M. Beyermann, M. Bienert, Angew. Chem. 2002, 114, 458-461.
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Bei den Kupplungen mit TBTU und HBTU wird HOBt'® als Additiv zur Verhinderung der
Racemisierung verwendet, bei Reaktionen mit HATU bewéhrte sich entsprechend das
7-Aza-Analogon HOAt'® (Abb. 3.30).

OH OH
N, NN
/,N | /,N
N XN
HOBt HOAt
1-Hydroxybenzotriazol 7-Aza-1-hydroxybenzotriazol

Abb. 3.30: Die Strukturen von HOBt und HOALt.

Die experimentelle Vorgehensweise ist bei allen Kupplungen mit Uroniumsalzen gleich,
was in Abb. 3.31 am Beispiel der Kupplungsreagenzien TBTU und HOBt dargestellt ist.
Zuerst wird die Carbonsdurekomponente, in dieser Arbeit das Asparaginsidure-Derivat 82,

mit dem Uroniumsalz TBTU und dem Additiv HOBt in einem geeigneten Losungsmittel

vorgelegt.
§ / © 4
FmocHN.__CO;Bu —N BF4® Q FmocHN. __CO,Bu
: )@6‘ ,Nj@ :
B O - N B o} S
-~ \ N
82 Y K_‘ N\ Y Y 83 \{{) | BFa
O\H N/\ 0] N\
\N - %
\ N
)\_J\ i 8
N \(@
N 0 o

N
¢ - Ny
FmocHN ___CO,Bu N FmocHN.___CO,'Bu

-l =

O B O
85 Y + R—NH, 84 \f
HN.,
R \_/ O\N/Q
i

=N

Abb. 3.31: Der Mechanismus der Peptidkupplung unter Verwendung von TBTU und HOBt.

1% W. Kénig, R. Geiger, Chem. Ber. 1970, 103, 788-798.
' L. A. Carpino, J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 4397-4398.
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Dann werden sowohl die Carbonsdure als auch das saure, aber supernucleophile Additiv mit
einer dquimolaren Menge an N-Ethyldiisopropylamin (DIPEA) deprotoniert, wonach sich
als Zwischenstufe das reaktive O-Acyl-Uroniumsalz 83 bildet, das wiederum mit dem
deprotonierten HOBt zum Aktivester 84 reagiert. Zuletzt wird die Aminokomponente
zugesetzt und das entsprechende Amid 85 erhalten. Nach diesem Mechanismus wird die
Kupplung des Glycosylamins 76 mit dem Asparaginsidure-Derivat 82 unter Aktivierung mit
TBTU/HOBt bei 0°C durchgefiihrt (Abb. 3.32). Um die sowohl sdure- als auch
basenkatalysierte Anomerisierung des Amins 76 so weit wie moglich zu unterdriicken, muss
der pH-Wert wéhrend der Reaktion zwischen 6.5 und 7.5 gehalten werden, was durch die
kontrollierte Zugabe von N-Ethyldiisopropylamin erreicht werden kann. Unter diesen
Reaktionsbedingungen erhilt man die beiden Anomere 86a und 86 in einem Verhéltnis
von o:f=6:94 (durch analytische RP-HPLC bestimmt), welche sich flash-
chromatographisch kaum trennen lassen (Ausbeute: 83 %). Durch eine préparative

RP-HPLC konnen die reinen Anomere aber isoliert werden.

AcO _0OBn

OAc
AcO MeO,C OBn
O HO NHFmoc
070 0 0 Y
AcHN - Ao 1) NH, + :
AcD OAc ) NHAC © "oty
Q/ oen

OBn

TBTU, HOBt, DMF,

0,
83% DIPEA, pH =6.5-7.5

OA AcO _0oBn

AcO ® Meo,C > oBn
MO&/O&&MH NHFmoc
AcO OAc AcO NHAC Y\/
WOBn O " olby
BnOOBn

86a. (a-Anomer) : 86 (B-Anomer) = 6:94
Abb. 3.32: Die Synthese der Fmoc-geschiitzten Glycosylasparagin-Derivate 86 und 864

Die Konfigurationen der anomeren N-Glycosylasparagin-Derivate 86a und 86f3 lassen sich
durch NMR-Experimente eindeutig zuordnen. Die starke Tieffeldverschiebung des Dubletts
fiir das anomere Proton (J=5.69 ppm) ist fliir das a-Anomer charakteristisch. Die
Kopplungskonstante von *Jau; =8.2 Hz wird nicht durch die Kopplung zu H-2 des
Glucose-Restes verursacht, sondern durch die Kopplung zum anomeren Amidproton. Die
Kopplung zu H-2 ist so klein, dass sie im 400 MHz-NMR-Spektrum (in deuteriertem

Chloroform gemessen) nicht aufgeldst wird, sondern nur zu einer leichten Verbreiterung des
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Signals fiihrt. Das entsprechende Signal fiir das anomere Proton des B-Anomers wird bei
0=>5.06 ppm detektiert. Das zu erwartende Dublett vom Dublett ist allerdings so stark
verbreitert und schlecht aufgeldst, dass eine Angabe der Kopplungskonstante wenig sinnvoll
ist. Des Weiteren ist fiir das a-Anomer eine starke Hochfeldverschiebung fiir das Signal des
anomeren Amidprotons Glc-1-NH (6= 6.57 ppm) im Vergleich zum entsprechenden Signal
des B-Anomers (0= 7.62 ppm) zu beobachten.

Um aus Verbindung 86p einen Baustein fiir die Glycopeptid-Festphasensynthese zu
erhalten, muss die tert-butylestergeschiitzte Carboxyfunktion der Aminosdure deblockiert
werden, was lblicherweise durch 50-95%ige Trifluoressigsdure in Anwesenheit eines
Kationenfiangers wie Triisopropylsilan geschieht. Auch die Abspaltung der tert-Butyl-
schutzgruppen der Sdure- und Hydroxyfunktionen des zu bildenden Glycopeptids sowie die

166 (vgl. Kapitel 3.6) miissen unter diesen Reaktions-

Abspaltung vom Wang-Harz
bedingungen stattfinden. In mehreren Arbeiten wurde jedoch festgestellt, dass die
sdurelabile a-fucosidische Bindung von analogen Oligosacchariden solchen Bedingungen
gegeniiber nicht stabil ist.''"'?"'**152 S0 untersuchte O. Knoll die Stabilitit der
a-fucosidischen Bindung eines Lewis*-Azids in Abhéngigkeit von der Sdurekonzentration

" Dabei stellte sich heraus, dass schon bei Behandlung mit

und der Einwirkungszeit.
10%iger Trifluoressigsdure in Dichlormethan nach zehn Minuten die vollstindige
Abspaltung des Fucose-Restes zu beobachten war. Man kann dieses Problem der
Séurelabilitit im Saccharidteil der Glycopeptide umgehen, indem man neutral spaltbare
Allyl-™ oder (2-Phenyl-2-trimethylsilyl)ethyl-Anker'®” fiir die Festphasensynthesen
verwendet. In dieser Arbeit soll aber ein anderer Weg beschrieben werden. Kunz und
Unverzagt konnten zeigen, dass durch einen Austausch der Benzyletherschutzgruppen der
Fucose durch Acetylschutzgruppen die Stabilitidt der a-fucosidischen Bindung gegeniiber
Sduren so weit erhoht wird, dass tert-Butylschutzgruppen ohne Spaltung der Fucosid-

9152 Daher soll in dieser Arbeit die Glycosylaminosiure

Bindung entfernt werden kdnnen.
86PB debenzyliert und anschlieBend acetyliert werden. StandardmifBig werden solche
Debenzylierungen hydrogenolytisch mit Palladium auf Aktivkohle (10 %) unter einer
Wasserstoffatmosphére in polaren Losungsmitteln mit und ohne Sdurezusatz durchgefiihrt.
Entscheidend ist, dass die Fmoc-Schutzgruppe unter solchen Bedingungen erhalten bleibt,
wie es z.B. bei Carpino und Han beschrieben wurde.'> Dagegen fanden Atherton et al., dass
die Fmoc-Schutzgruppe innerhalb weniger Stunden unter analogen Bedingungen gespalten

wird, wobei sich das mesomeriestabilisierte Dibenzofulven 87 bildet (Abb. 3.33).'%®

1S -S. Wang, J. Am. Chem. Soc. 1973, 95, 1328-1333.
17 M. Wagner, H. Kunz, Angew. Chem. 2002, 114, 315-319.
"% E. Atherton, C. Bury, R. C. Sheppard, B. J. Williams, Tetrahedron Lett. 1979, 20, 3041-3042.
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O )OL Pd/C (10 %), O
’ 0~ “NHR Ll ’ +  NHR

O o0 O 87

Abb. 3.33: Die unerwiinschte Spaltung der Fmoc-Schutzgruppe unter hydrogenolytischen Bedingungen.

Diese widerspriichlichen Beobachtungen decken sich auch mit den Erfahrungen in den
eigenen und anderen Arbeiten zur Glycopeptidsynthese. Daher sollen in dieser Arbeit
verschiedene Reaktionsbedingungen zur Debenzylierung der Glycosylaminosdure 86 unter
Erhalt der Fmoc-Schutzgruppe getestet werden. Allerdings wird bei den in Abb. 3.34
dargestellten Versuchen A-L festgestellt, dass gleichzeitig mit der Debenzylierung die
Fmoc-Abspaltung stattfindet. Eine Variation der Losungsmittel, der Reaktionszeit, des
Katalysators oder das Arbeiten im Autoklaven fiihrten nicht zum Erfolg. Bei der Spaltung
der Benzyletherschutzgruppen mit wasserfreiem Eisen(III)-chlorid in Dichlormethan
(Versuch M) nach einer Vorschrift von Fraser-Reid et al.,'” bleibt zwar die
Fmoc-Schutzgruppe erhalten, dafiir sind die Reaktionsbedingungen so sauer, dass die

a-fucosidische Bindung gebrochen wird.

AcO Me0,C A7 §OB” 0OBn
AcHN < &g&/ NHFmoc
AcO OAc NHAc
P
OBn /\O Bu
ACO Me0,C A%Q —~OH
AcHN gﬁ/ /ég/ NHFmoc
AcO OAc NHAc
P
0”7 >oBu

Versuch A:  Pd/C (10 %), H,, MeOH

Versuch B:  Pd/C (10 %), H,, MeOH:AcOH =9:1

Versuch C:  Pd/C (10 %), H,, THF

Versuch D:  Pd/C (10 %), H,, THF, Ultraschall

Versuch E:  Pd/C (10 %), H,, MeOH, 2 bar

Versuch F:  Pd/C (10 %), H,, MeOH, 5 bar

Versuch G:  Pd/C (10 %), H,, MeOH:AcOH = 9:1, 5 bar
Versuch H:  Pd(OH),/C, H,, MeOH

Versuch [: Pd(4 %)-Pt(1 %)-Mischkatalysator/C, H,, THF
Versuch J;  Pd(4 %)-Pt(1 %)-Mischkatalysator/C, H,, MeOH
Versuch K:  Pd(4.5 %)-Rh(0.5 %)-Mischkatalysator/C, H,, THF
Versuch L:  Pd(4.5 %)-Rh(0.5 %)-Mischkatalysator/C, H,, MeOH
Versuch M:  wasserfreies FeCl;, CH,Cl,

Abb. 3.34: Die Versuche zur Benzyletherspaltung unter Erhalt der Fmoc-Schutzgruppe.

1% R. Rodebaugh, J. S. Debenham, B. Fraser-Reid, Tetrahedron Lett. 1996, 37, 3041-3042.
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Die von Fraser-Reid beschriebene Stabilitdt einer a-fucosidischen Bindung unter diesen
Reaktionsbedingungen riithrt wohl daher, dass der von ihm getestete Fucose-Baustein zwei
die fucosidische Bindung stabilisierende Benzoylschutzgruppen trigt.

Da es unter keinen der gepriiften Bedingungen gelungen ist, die Benzyletherschutzgruppen
unter Erhalt der Fmoc-Schutzgruppe zu spalten, muss diese nach Acetylierung der
Hydroxygruppen wieder eingefiihrt werden. Bei dieser Acetylierung wire dann die
Carboxyfunktion der Aminosédure deblockiert. Da die Fmoc-Schutzgruppe also sowieso am
Ende der Schutzgruppenmanipulationen wieder eingefiihrt werden muss, ist es sinnvoller,
anstelle der Fmoc-Gruppe die im Sauren

spaltbare tert-Butyloxycarbonyl-(Boc)-

Schutzgruppe'” zu verwenden, was den Vorteil besitzt, dass bei der Debenzylierung und
Acetylierung der Hydroxygruppen die Carboxyfunktion der Aminosdure geschiitzt bleibt.
Zusammen mit dem tert-Butylester kann dann die Boc-Gruppe gespalten und die
Aminofunktion anschlieend selektiv Fmoc-geschiitzt werden, wodurch der Baustein fiir die
Glycopeptid-Festphasensynthese erhalten wird. Unter den gleichen Reaktionsbedingungen
wie bei der Synthese der Fmoc-geschiitzten Glycosylaminosdure 86, werden die
Glycosylamine 76-81 mit dem Boc-geschiitzten Asparaginsdure-Derivat 88 zu den sechs

Glycosylaminosduren 89-94 in Ausbeuten von 80 % bis 93 % umgesetzt (Abb. 3.35).

AcO _-0OBn OBn TBTU, HOBt, DMF, AcO _0Bn OBn
) o) o DIPEA, pH=6.5-7.5 g
S ~ 95 NH, NHBoc
© NHAC HO NHBoc AcO NHAc
R1ﬁﬁiosn i g p&ioen OAO "
OBn o 4
BnO 76-81 o7 ou 89-94
88
R'= Me R'=H R' = CH,OBn
2
R Verbindung Verbindung Verbindung
(Ausbeute) P (Ausbeute) P (Ausbeute) o
OAc
AcO CO,M 89 90 91
° . ] 7:93 14:86 3:97
AN (82 %) (80 %) (81 %)
AcO OAc
CO,Me
92 93 94
3:97 3:97 0.1:99.9
(93 %) (85 %) (90 %)
Abb. 3.35: Die Synthesen der Boc-geschiitzten Glycosylasparagin-Derivate 89-94.

' L. A. Carpino, J. Am. Chem. Soc. 1957, 79, 98-101.
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Nur im Falle der Verbindung 91 konnen die Anomere flashchromatographisch getrennt
werden. Auf eine Trennung der Anomere durch préparative RP-HPLC kann auf dieser Stufe
verzichtet werden, da die Reinigung der Festphasen-Bausteine nach den Schutzgruppen-
manipulationen durch priparative RP-HPLC leichter zu bewerkstelligen ist (mit Ausnahme
von Verbindung 90). Fiir analytische Zwecke, vor allem fiir die NMR-spektroskopischen
Untersuchungen, werden kleine Mengen der Verbindungen 89 und 90 durch préiparative
RP-HPLC gereinigt.

Die Debenzylierungen der Glycosylaminosduren 89-94 werden mit Palladium auf
Aktivkohle (10 %) in einem Methanol-Essigsdure-Gemisch (v:v=95:5) unter einer
Wasserstoffatmosphdre durchgefiihrt. Da keine Fmoc-Gruppe anwesend ist, gelingt dies
ohne Probleme. Nach Entfernung des Katalysators und der Losungsmittel werden die freien
Hydroxygruppen mit Essigsdureanhydrid und Pyridin in Anwesenheit katalytischer Mengen
an 4-Dimethylaminopyridin acetyliert.

ACO\/%ACO OBn OBn
AcHN g S/ /égw NHBoc
AcO OAc NHAc \f(\_/
OAO’BU
89 R=Me
90 R=H
91 R= cHzan Meo © AcO OBn

1) Pd/C (10 %), H,,
MeOH:AcOH = 95:5
2) Ac,0, DMAP, Pyridin

NHBoc
NHAc \[(\_/

7z
© "> omu

92 R=Me
Y 93 R=H
94 R=CH,0Bn

AcO OAc
AcO MeO,C § 1) Pd/C (10 %), Hy,
AcHNS MeOH:AcOH = 95:5_
NHAc

NHBoc
Y7 \H/\/ 2) Ac,0, DMAP, Pyridin

2
© "oty

96 % 95 R=Me
80% 96 R=H
92% 97 R=CH,0Ac

MeO,C OAc
ogé/o o H
o) N NHBoc
AcO NHAG \[(\/
RS one © o oty
ACOOAc

80% 98 R=Me
84% 99 R=H
86 % 100 R=CH,0Ac

Abb. 3.36: Die Synthesen der vollstindig geschiitzten Glycosylaminosduren 95-100.

Nach flashchromatographischer Reinigung werden die vollstindig geschiitzten Glycosyl-

aminosduren 95-100 in Ausbeuten von 80 % bis 96 % erhalten. Von Massenspektren
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abgesehen werden die peracetylierten Produkte 95-100 ohne weitere Charakterisierung zu
den Festphasen-Bausteinen 101-106 umgesetzt.

Um die fertigen Festphasen-Bausteine 101-106 zu erhalten, werden sowohl die Boc- als
auch die tert-Butylesterschutzgruppen in einem Trifluoressigsdure-Dichlormethan-Gemisch
(v:v=1:2) in Anwesenheit des Kationenfingers Triethylsilan abgespalten (Abb. 3.37).""
Unter diesen Reaktionsbedingungen bleibt die a-fucosidische Bindung stabil. Die freien
Aminofunktionen werden in Dichlormethan bei einem pH-Wert von 9.0-9.5 mit
N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyloxy)succinimid (FmocOSu) zu den fertigen Festphasen-
Bausteinen 101-106 umgesetzt. Bei den Verbindungen 101 und 104-106 werden die reinen
B-Anomere nach priparativer RP-HPLC erhalten.

AcO \%Aco OAc
AcHN gS/ &\m NHBoc
AcO OAc NHAc \I(\_/
2
© " oty
95 R=Me
9% R=H

97 R = CH,0Ac MeO,C A9 §OA° g:w

NHBoc
1) TFA:CH,Cl, = 1:2, TES ? i A \L(V
OAc
OAc

2) FmocOSu, CH,Cly, o> oty
DIPEA, pH = 9.0-9.5 -
98 R = Me
| 99 R=H
100 R = CH,OAc
OA
AcO ° Me0,C A% ~OAc OAc
0 o 1) TFA:CHoCl, = 1:2, TES
070 o) H
AcHN-< 0 N NHFmoc 2) FmocOSu, CH,Cl,,
AcO OAc ;\CO 5 NHAC \ﬂ/\/ DIPEA, pH = 9:0-95
I
OAc 07 > oH
OAc L]

70% 101 R=Me AcO
53% 102 R=H*

80% 103 R=CH;0Ac MeO,C AcO __0Ac OAc
* 1 O O H
+ 31 % a,B-Gemisch o 5 N NHFmoc
50 NHAC 7(\/
R ;\io OAc © 7> on
ACOOAc

75% 104 R=Me
80% 105 R=H
72% 106 R=CH,;0Ac

Abb. 3.37: Die Synthesen der Festphasen-Bausteine 101-106.

Bei der sialylierten, das a-L-Galactosid enthaltenden Verbindung 103 wurde das a.-Anomer
schon nach der Kupplung an die Aminosdure abgetrennt. Probleme bereitet nur die

Abtrennung des a-Anomers der analogen, das 3-Arabinosid enthaltenden Verbindung 102,

"' A. Mehta, R. Jaouhari, T. J. Benson, K. T. Douglas, Tetrahedron Lett. 1992, 33, 5441-5444.
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da sich diese durch priaparative RP-HPLC auch nach mehreren Versuchen mit
unterschiedlichen Gradienten nicht in ihre Anomere auftrennen ldsst. Durch eine
flashchromatographische Reinigung aber wird eine Fraktion reines -Anomer sowie eine
Fraktion eines o,B-Gemischs erhalten. Da die so erhaltene Substanzmenge an reinem
B-Anomer fiir die Folgereaktionen ausreicht, wird das o,B-Gemisch nicht durch weitere
Flashchromatographien aufgetrennt. Die Glycosylaminosduren 101-106 kdnnen nun als
orthogonal stabil geschiitzte Bausteine in die automatisierte Glycopeptid-Festphasen-
synthese eingesetzt werden. Durch die vorangegangenen Schutzgruppenmanipulationen
bieten diese Bausteine den Vorteil eines einheitlichen Schutzgruppenkonzeptes. Das
ermdglicht es, dass nach der Synthese der Glycopeptide alle Schutzgruppen des Oligo-

saccharidteiles in einem Schritt unter basischen Bedingungen gespalten werden konnen.

3.4 Synthesestrategien bei der Glycopeptid-Festphasensynthese

Die Grundlage der Festphasensynthese stellt die 1963 von Merrifield verdffentlichte
Festphasenpetidsynthese dar, fiir die quervernetztes Polystyrol als Tragermaterial eingesetzt

1”2 Diese Pionierarbeit wurde 1984 mit dem Nobelpreis gewiirdigt. Bei einer solchen

wurde.
Festphasenpetidsynthese wird eine N-terminal geschiitzte Aminosdure iiber ihre
Carboxyfunktion an eine geeignete Ankergruppe gebunden, die wiederum an ein
unldsliches, leicht abfiltrierbares Polymer gekniipft ist. AnschlieBend wird von der am
polymeren Trager verankerten Aminoséure die Aminoschutzgruppe selektiv entfernt und die
freie Aminofunktion mit der ndchsten N-terminal geschiitzten Aminosdure unter Einsatz
eines geeigneten Kupplungsreagenzes umgesetzt. Um eventuell entstandene Fehlsequenzen
im Anschluss an die Peptidsynthese besser abtrennen zu konnen, werden nicht umgesetzte
Aminofunktionen im so genannten Capping-Schritt acetyliert und so der weiteren
Kettenverldngerung entzogen. Durch Wiederholung dieser drei Reaktionsschritte kann ein
vollstindig  geschiitztes Peptid aufgebaut werden. Im letzten Schritt der
Festphasenpeptidsynthese wird das Peptid vom Harz gespalten, wobei der polymere Trager
durch eine einfache Filtration entfernt wird. Je nach Wahl der Seitenkettenschutzgruppen
konnen diese zusammen mit oder nach der Abspaltung vom Harz entfernt werden. Der
Vorteil der Synthese an fester Phase gegentiber der Synthese in Losung beruht darauf, dass
das herzustellende (Glyco-)Peptid wihrend der gesamten Synthese am Polymerharz
gebunden bleibt, die Reagenzien aber in Losung sind und sich so nach jedem

Reaktionsschritt durch einfache Filtration und griindliches Waschen entfernen lassen. Diese

172 R. B. Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 1963, 85, 2149-2154.
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einfache Art der Reinigung ermoglicht auch den Einsatz grofler Reagenzieniiberschiisse, die
wiederum im Allgemeinen fiir einen nahezu quantitativen Umsatz nétig sind. Durch das
Entfallen aufwendiger Isolierungs- und Reinigungsschritte kann die Festphasenpeptid-
synthese automatisiert werden. Bei der Glycopeptid-Festphasensynthese werden bereits
vorgefertigte glycosylierte Aminosduren an der gewiinschten Stelle in die Peptidsequenz
eingebaut. Fiir die (Glyco-)Peptid-Festphasensynthese haben besonders zwei
Schutzgruppentaktiken breite Anwendung gefunden.

Bei der Boc-Strategie wird als temporidre Aminoschutzgruppe die Boc-Gruppe verwendet.
Unter den Bedingungen der sich beim Peptidaufbau wiederholenden acidolytischen
Boc-Abspaltungen durch 20-50%ige Trifluoressigsdure muss die Stabilitdt der Seitenketten-
schutzgruppen der Aminoséuren gewihrleistet sein. Beispiele solcher Schutzgruppen sind
z.B. die hydrogenolytisch spaltbare Benzylgruppe oder der durch starke Sduren spaltbare
2,6-Dichlorbenzylether. Ein Nachteil der Boc-Strategie ist darin zu sehen, dass viele
Saccharid-Bindungen sdureempfindlich sind und dass sdurelabile Ankerbindungen wie beim
hiufig verwendeten Wang-Harz nicht benutzt werden konnen, da diese unter den
Bedingungen der Boc-Abspaltung ebenfalls gespalten werden. Man muss daher bei der
Boc-Strategie entweder basen- oder photolabile Anker oder Ankerbindungen verwenden,
die nur durch starke Sduren (z.B. Fluorwasserstoff) gespalten werden. Es gibt zwar noch

andere Ankergruppen,'™*

die eine orthogonale Stabilitit gegeniiber der Boc-Gruppe
besitzen, allerdings werden diese kaum benutzt. Daher findet die Boc-Strategie heutzutage
immer weniger Anwendung.

Die am haufigsten verwendete Strategie — die Fmoc-Strategie — stellt dagegen eine mildere
Alternative dar. Bei dieser wird zum tempordren Schutz der Aminofunktion die Fmoc-
Schutzgruppe benutzt, die durch die sekundiren Basen Morpholin oder Piperidin wieder
abgespalten werden kann. Dabei entsteht durch Deprotonierung an der CH-aciden

9-Position der Fmoc-Gruppe das Dibenzofulven 87 als Zwischenprodukt (Abb. 3.38).

H
DN “ 2
Jan O
éo NHR H'O + COp + NHR
v v
KH 107

+ 002 + NH2R

L
87 9

Abb. 3.38: Der Mechanismus der Fmoc-Abspaltung mit Piperidin.
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Dieses reagiert anschlieBend mit der Base zu dem stabilen Addukt 107, dessen starke
UV-Absorption zur Reaktionskontrolle der Fmoc-Abspaltung genutzt werden kann. Zur
Blockierung der Seitenkettenfunktionen miissen zur Fmoc-Gruppe orthogonal abspaltbare
Schutzgruppen eingesetzt werden. Besonders geeignet sind hierfiir die sdurelabilen
tert-Butylschutzgruppen sowie die hydrogenolytisch spaltbaren Benzylschutzgruppen. In

aller Regel werden bei der Fmoc-Strategie sdurelabile Anker verwendet.

3.5 Das Protokoll der automatisierten Festphasensynthese

Sédmtliche Festphasensynthesen werden in dieser Arbeit an einem ABI-433A-Peptid-
synthesizer der Firma Applied Biosystems nach der Fmoc-Strategie durchgefiihrt. Als
polymerer Trager wird kommerziell erhéltliches, niedrig beladenes (zwischen 0.21 mmol/g
und 0.27 mmol/g) TentaGel®'” benutzt. TentaGel® ist ein Polystyrol-Harz, an das
Polyethylenglycol-Einheiten (12-20) aufgepfropft sind. Dieses Harz quillt besonders gut in
organischen aprotischen Losungsmitteln wie z.B. Dichlormethan, N,N-Dimethylformamid
oder N-Methylpyrrolidin-2-on (NMP, 1-Methyl-2-pyrrolidon), besitzt aber auch eine
gewisse Quellbarkeit in polaren protischen Lésungsmitteln wie z.B. Methanol. Eine niedrige
Beladung wird gewihlt, damit die wachsenden Peptidketten voneinander rdumlich getrennt
und dadurch die Wechselwirkungen zwischen den zu synthetisierenden Peptidketten
minimiert werden. An das Harz ist iber den sdurelabilen Wang-Anker'® die
Fmoc-geschiitzte Startaminosdure gebunden. Der Wang-Anker hat sich bereits in vielen

154 Br 13sst sich nach

Féllen als fiir die Glycopeptid-Festphasensynthese geeignet erwiesen.
Beendigung der Festphasensynthese durch 50-95%ige Trifluoressigsdure unter Verlust von
allen verwendeten sdurelabilen Schutzgruppen spalten. Zum Blockieren der
Seitenkettenfunktionen der Aminosduren kommen hier ausschlieBlich fert-Butylschutz-
gruppen zum Einsatz.

Bei der automatisierten Glycopeptid-Festphasensynthese wird nacheinander fiir jede zu
kuppelnde Aminosdure der gleiche Synthesezyklus durchlaufen, welcher sich aus den drei
vorgenannten Teilschritten zusammensetzt. Im ersten Schritt wird die aminoterminale
Fmoc-Schutzgruppe durch 2.5-miniitige Behandlung mit einer 20%igen Ldsung von
Piperidin in N-Methylpyrrolidin-2-on entfernt. Dieser Prozess wird mindestens zweimal
wiederholt, wobei nach jeder Abspaltung durch Messung der UV-Absorption der
Abspaltlosung der Gehalt des gebildeten Dibenzofulven-Piperidin-Addukts 107 ermittelt

wird. Andert sich der Wert der gemessenen UV-Absorption um mehr als 10 % im Vergleich

' E. Bayer, W. Rapp, Chem. Pept. Proteins 1986, 3, 3-8.
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zum vorangegangenen Wert, wird ein weiterer Abspaltzyklus durchgefiihrt. Nachdem der
Aminoterminus deblockiert ist, wird im zweiten Schritt die in der Sequenz folgende Fmoc-
geschiitzte Aminosdure innerhalb eines Zeitraumes von 20-30 Minuten gekuppelt. Hierfiir
werden zehn Aquivalente der entsprechenden Aminosiure sowie der Kupplungsreagenzien
HBTU und HOBt und 20 Aquivalente N-Ethyldiisopropylamin in N,N-Dimethylformamid
verwendet. Die Kupplung der Glycosylaminosdure wird mit den reaktiveren
Kupplungsreagenzien HATU und HOAt anstelle von HBTU und HOBt durchgefiihrt, wie
im folgenden Kapitel ndher erldutert wird. Nach der erfolgten Peptidkupplung werden im
letzten Schritt eventuell nicht umgesetzte Aminofunktionen mit dem Capping-Reagenz,
einer Mischung aus Essigsdureanhydrid, N-Ethyldiisopropylamin und katalytischen Mengen
an HOBt in N-Methylpyrrolidin-2-on, acetyliert. Dieses Vorgehen minimiert die Bildung
von Fehlsequenzen, die dem gewlinschten Glycopeptid sehr dhnlich sein kdnnten. Die somit
deutlich kiirzeren Abbruchsequenzen lassen sich normalerweise leicht chromatographisch
vom gewiinschten Produkt abtrennen. Nach jedem Teilschritt wird die Reaktionslosung
durch Filtration entfernt und das Harz griindlich mit N-Methylpyrrolidin-2-on gewaschen.
Eine starke Durchmischung der Reagenzien im Synthesereaktor wird durch Schiitteln
(Vortex) erreicht. Durch Wiederholung dieser drei Syntheseschritte werden die einzelnen
Aminosdure-Bausteine und die Glycosylaminosdure zum Glycopeptid zusammengefiigt.
Nach Beendigung der Festphasensynthese wird das Harz zusétzlich mit Dichlormethan

gewaschen und in einem Stickstoffstrom getrocknet.

3.6 Die Synthesen von Glycopeptiden mit einer Partialsequenz
des E-Selektin-Liganden-1

Wie in der Einleitung beschrieben, konnte E-Selektin-Ligand-1 (ESL-1) als spezifischer
Bindungspartner fiir E-Selektin identifiziert werden.”” Auch einige andere Glycoproteine
weisen eine hohe Bindungsaffinitit zu E-Selektin auf wie z.B. MGI160 aus
Rattenhirnmembranen oder CFR,99 ein den Fibroblast-Wachstumsfaktor (FGF, Fibroblast
Growth Factor) bindendes Protein aus Hiihnermembranen. Ein Vergleich dieser
Glycoproteine fordert eine hohe Ubereinstimmung in der Sequenz von 88-95 % zu Tage.'”
In allen drei Molekiilen blieben fiinf potentielle N-Glycosylierungsstellen und deren
benachbarte Aminosiuren weitgehend konserviert, was zu der Vermutung fiihrt, dass diese
Sequenzen eine entscheidende biologische Bedeutung besitzen. Die fiir diese Arbeit
ausgewdhlte  Partialsequenz ~ 672-681  enthédlt eine dieser fiinf potentiellen
N-Glycosylierungsstellen (Abb. 3.39). Daher sollen in dieser Arbeit anstelle des Asparagins
die Glycosylasparagin-Derivate 101-106 zur Synthese der potentiellen E-Selektin-
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Inhibitoren 1-6 eingesetzt werden. Die Glycopeptid-Festphasensynthesen erfolgen nach dem

in Kapitel 3.5 dargestellten Protokoll.

-Gly-Asn-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-

CO,H CO,H CO,H
o) 0 o) 0 o)
\N/\n/ N - ON N "N <7
0 S R A S R S R O
=0 ~SoH \( “SoH Sco,H

HoN

!

Potentielle N-Glycosylierungsstelle
Abb. 3.39: Die Partialsequenz 672-681 des ESL-1.

Zunichst wird das mit Asparaginsiure (0.1 mmol) beladene TentaGel®™ durch automatisierte
Kupplungen mit den sieben Aminosduren Glutaminsiure, Serin, Glutaminsdure, Leucin,
Glutaminsdure, Threonin und Leucin in das an den polymeren Triager gebundene Octapeptid
108 tiberfiihrt (Abb. 3.40).

Wang-Anker

ol

(¢]
Synthesezyklus: 1) Fmoc-Glu(O'Bu)-OH
2) Fmoc-Ser('Bu)-OH
A) Fmoc-Abspaltung: 3) Fmoc-Glu(O'Bu)-OH
Piperidin:NMP = 1:4 OF Leu-OH
7X B) Aminosaure-Kupplung: ) Fmoc-Leu- )
HBTU, HOBt, DMF, DIPEA 5) Fmoc-Glu(O'Bu)-OH
C) Capping: 6) Fmoc-Thr(tBu)-OH
Ac,0, DIPEA, kat. HOBt, NMP | 7) Fmoc-Leu-OH

Fmoc-Leu-Thr(BBu)-Glu(OBu)-Leu-Glu(OBu)-Ser(Bu)-Glu(O'Bu)-Asp(O'Bu)-Wang-Anker O
108

Abb. 3.40: Die Festphasenpeptidsynthese des Octapeptids 108.

Nach Entfernung der aminoterminalen Fmoc-Schutzgruppe werden zwei Aquivalente des
Glycosylasparagin-Derivats 101 in einer Losung aus HATU, HOAt und N-Methylmorpholin
in N-Methylpyrrolidin-2-on sechs Stunden gekuppelt. Danach folgen der Cappingschritt und
die Kupplung der letzten Aminosaure (Glycin) nach dem Festphasenprotokoll (Abb. 3.41).
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Fmoc-Leu-Thr(Bu)-Glu(O'Bu)-Leu-Glu(OBu)-Ser(Bu)-Glu(OBu)-Asp(OBu)-Wang-Anker 0

108
1) Piperidin:NMP = 1:4
2) HATU, HOAt, NMM, NMP

AcO __0OAc

AcO MeO,C
+ \A/HNkaL &/ &&/H NHF
Cl mocC
AcD OAc NHAC \ﬂ/\/
o s
07 oH

101 R=Me
102 R=H

3) Acy0O, DIPEA, kat. HOBt, NMP 103 R = CH,0Ac

4) Piperidin:NMP = 1:4

5) Fmoc-Gly-OH, HBTU, HOBt, DMF, DIPEA

6) Ac,0O, DIPEA, kat. HOBt, NMP

7) TFA:CH.Cly = 1:1, TIS (2.5 %), HyO (2.5 %), 2 h
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Ach OAc AcO NHAG 109 R=Me 28 %, nach prap. HPLC (28 Stufen)

R 97 oAc 110 R=H 32 %, nach prap. HPLC (28 Stufen)

GAc 111 R=CH;0Ac 26 %, nach prap. HPLC (28 Stufen)

AcO

1) Piperidin:NMP = 1:4
2) HATU, HOAt, NMM, NMP
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&/ /&/H NHF
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o i
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106 R = CH;0Ac

3) Ac,O, DIPEA, kat. HOBt, NMP

4) Piperidin:NMP = 1:4

5) Fmoc-Gly-OH, HBTU, HOBt, DMF, DIPEA

6) Ac,0, DIPEA, kat. HOBt, NMP

7) TFA:CHoCly = 1:1, TIS (2.5 %), H,O (2.5 %), 2 h

AcHN/\n/H\)k /'i;\)L /q/ /q/N\/U\ /'5“/ \)LOH

Me0,C A%P —OAc CopH
g& &S/NH

NHAC 112 R=Me Rohprodukt (28 Stufen)
113 R=H 43 %, nach prap. HPLC (28 Stufen)
A Bas 114 R=CH,0Ac Rohprodukt (28 Stufen)
C
AcO

Abb. 3.41: Die Glycopeptid-Festphasensynthesen der Verbindungen 109-114,
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Nach dem gleichen Schema werden auch die Glycosylasparagin-Derivate 102-106
umgesetzt, wobei bei der Kupplung mit dem Baustein 102 statt der einmaligen Kupplung
mit zwei Aquivalenten, eine Doppelkupplung mit je einem Aquivalent durchgefiihrt wird.
Hierzu wird das Harz jeweils zweimal ohne zwischenzeitliche Acetylierung mit einem
Aquivalent der Glycosylaminosidure 102 behandelt. Eine signifikante Erhéhung der
Kupplungsausbeute kann aber nicht festgestellt werden. Die Kupplungsreagenzien HATU
und HOALt besitzen, verglichen mit den standardmiBig verwendeten Reagenzien HBTU und
HOBt, bessere Eigenschaften beziiglich der Reaktivitit und der Verminderung der
Racemisierungsanfilligkeit. Dafiir sind zwei Punkte ausschlaggebend: Zum einen ist die
Reaktivitdt der mit HATU gebildeten Aktivester aufgrund des zusétzlichen Stickstoffatoms
(pyridinartiges System) deutlich erhdht. Zudem ist HOAt eine stirkere Séure als HOBt und
daher auch eine bessere Abgangsgruppe. Zum anderen koordiniert das zusétzliche
Stickstoffatom wihrend der Aminolyse das angreifende Amin tiber eine Wasserstoftbriicke
und sorgt damit fiir eine Vororientierung beim folgenden nucleophilen Angriff, wodurch die

Racemisierungsgefahr deutlich vermindert wird (Abb. 3.42).

o PFe”
O N PFe
/_\ —~ e -
L S I, AT
R” “OH — - .
N DIPEA ~ N,
N Ny . RO NN
/
NN | Pz | HO
N HPFe
O
o

Abb. 3.42: Mechanismus der Peptidkupplung mit HATU und HOAL.

Die Kombination von HATU und HOAt eignet sich daher besser als die Kombination von
HBTU und HOBt fiir die Kupplung der sterisch anspruchsvollen Glycosylaminoséuren
101-106, die aufgrund ihrer aufwendigen Herstellung in nur zweifachem Uberschuss in der
Festphasensynthese eingesetzt werden.

Die synthetisierten Glycopeptide werden durch zweistiindige Behandlung mit
Trifluoressigsdure-Dichlormethan-Gemischen (v:v = 1:1) unter Zusatz des Kationenfangers

Triisopropylsilan vom Harz abgespalten, wobei gleichzeitig alle ters-Butylschutzgruppen



ALLGEMEINER TEIL 61

der Seitenkettenfunktionen der Aminosduren entfernt werden. Die o-L-fucosidische,
a-L-galactosidische und -D-arabinosidische Bindungen bleiben dank der O-Acetylschutz-
gruppen unter diesen Bedingungen stabil. Als einziges bedeutendes Nebenprodukt bei allen
sechs Festphasensynthesen entsteht, wie zu erwarten, die Abbruchsequenz 115, was durch
RP-HPLC und Massenspektrometrie belegt werden kann (Abb. 3.43).

Ac-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH

CO,H CO,H CO,H

AcHN H\/U\ /q/ /q/ /q/ \)kOH

o)
/\OH Co,H

115

Abb. 3.43: Die Abbruchsequenz 115.

Daraus ist zu folgern, dass selbst mit den reaktiven Kupplungsreagenzien HATU und HOAt
bis zu 54 % (durch analytische RP-HPLC bestimmt) des Octapeptids 108 nicht mit den in
zweifachem Uberschuss eingesetzten Glycosylaminosiuren 101-106 reagieren (Abb. 3.41).
Dies ist vermutlich auf den hohen sterischen Anspruch dieser Bausteine zuriickzufiihren.
Die Verbindungen 112 und 114 werden als Rohprodukte in den Folgereaktionen eingesetzt,
da bei den entstehenden Endprodukten 4 und 6 die Abbruchsequenz 115 durch préparative
RP-HPLC abgetrennt werden kann. Man erspart sich so eine Reinigung durch préparative
RP-HPLC. Bei den Glycopeptiden 109-111 und 113 bereitet die Abtrennung des Peptids
115 von den entsprechenden Endprodukten 1-3 und 5 durch priparative RP-HPLC
erhebliche Probleme. Daher werden bereits die Glycopeptide 109-111 und 113 durch
praparative RP-HPLC gereinigt. Die Abtrennung der Abbruchsequenz 115 bereitet auf
dieser Stufe keine Schwierigkeiten. Um die potentiellen E-Selektin-Inhibitoren 1-6 zu
erhalten, miissen noch die basenlabilen O-Acetylschutzgruppen entfernt sowie die
Methylester der Verbindungen 109-114 hydrolysiert werden. Durch eine 15-stiindige
Behandlung mit Natriummethanolat in Methanol bei einem pH-Wert von 8.5-9.5 werden die
meisten O-Acetylgruppen entfernt. Die Abspaltung der Acetylgruppe an der 4-Position des
B-D-Galactose-Restes ~ bereitet  erfahrungsgemidfl  unter  diesen  Bedingungen
Schwierigkeiten.'*”'”* So zeigen RP-HPLC-Analysen Produktgemische an, was auf eine nur
partielle Deacetylierung schliefen lisst. Dies stellt in dieser Arbeit aber kein Problem dar,
da im Anschluss an die Deacetylierung die Methylester der Verbindungen 109-114 durch
15-stiindige Behandlung mit wissriger Natronlauge bei einem pH-Wert von 9.5-10.5

74 A, Kuhn, Dissertation, Johannes Gutenberg-Universitidt Mainz, 2005.
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hydrolysiert werden. Unter diesen Bedingungen werden auch alle eventuell noch

vorhandenen O-Acetylschutzgruppen abgespalten (Abb. 3.44).

CO,H CO,H CO,H
o H Hof Ho o
N N N N
AcHN/\H/ \.)J\N \)J\N %N \)I\N \.)kOH
YK SUNLLA T U N S R RO N
N ~ ~
Ao, PP Meo,c ACQ ~OAC OAc fo OH \( OH COH
o
MO&/OO&&/NH 109 R = Me
= AcO 110 R=H
AcO OAc NHAc -
RF ;Oi OAc 111 R=CHy0Ac
ACOOAc
1) NaOMe, MeOH, pH =8.5-9.5, 15 h
2) NaOH, H,0, pH = 9.5-10.5, 15 h
3) AcOH
4) Reinigung durch préap. HPLC
CO,H CO,H CO,H
H Hoo
AcHNW \/lL \)L \)L N,
o N
vo. M o, HO _-oH S0
82 o0
AcHN L2/ O o NH ) )
e 78 % (22 %, bezogen auf die Startaminosaure)

74 % (24 %, bezogen auf die Startaminosaure)
H,OH 95% (25 %, bezogen auf die Startaminoséaure)

oTr=

: HO 1 R=
OH NHAG
HO R7207 o 2 R=
OH L
HO

CO,H CO,H CO,H

UVRCENIE) 4 LGk,

MeO,C ASQ ~OAc f Sco,H
g?“/ é&NH .

112 R = Me, als Rohprodukt eingesetzt

NHAc 113 R=H
A Dac 114 R = CH,0Ac, als Rohprodukt eingesetzt
C

AcO

1) NaOMe, MeOH, pH = 8.59.5, 15 h
2) NaOH, H,O, pH =9.5-10.5,15 h
3) AcOH

4) Reinigung durch prap. HPLC

CO,H CO,H CO,H
o § o §
N N
AcHN" \)tu \)k \)L \_)kOH
o = o X
Ho,c HQ —OH OH o] CO.H
0 o)
o = NH
HO o NHAG 4 R=Me 41 %, bezogen auf die Startaminoséaure
R 0 5 R=H 91 % (39 %, bezogen auf die Startaminosaure)
e Ol 6 R=CH,OH 37 %, bezogen auf die Startaminosaure
HO

Abb. 3.44: Die Synthesen der vollstindig deblockierten Sialyl-Lewis*-Glycopeptide und -Mimetika 1-6.
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Die Reaktionslosungen werden mit Essigsdure neutralisiert und die Rohprodukte
anschlieBend durch préiparative RP-HPLC gereinigt, wodurch die Zielverbindungen 1-6 in
Ausbeuten zwischen 22 % und 41 %, bezogen auf die Startaminosdure am Harz, erhalten
werden. Unter diesen milden Bedingungen ist die Gefahr einer Racemisierung bzw.
Epimerisierung minimiert. Sie kann innerhalb der Messgenauigkeiten der analytischen
HPLC-Untersuchungen und NMR-Spektren auch nicht beobachtet werden. Die Strukturen
aller sechs Glycopeptide 1-6 werden sowohl durch hoch auflosende massenspektrometrische
Analysen als auch durch ein- und zweidimensionale NMR-Experimente belegt
(vgl. Kapitel 5.4).

Die Sialyl-Lewis™-Glycopeptide und -Mimetika 1-6 konnen nun auf ihre Wirksamkeit als
Zelladhésionsinhibitoren fiir E-Selektin getestet werden. Diese biologischen Tests werden in
einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. D. Vestweber in Miinster in Kiirze
durchgefiihrt. Daraus sollten sich Erkenntnisse tiber Struktur-Wirkungs-Beziehungen
gewinnen lassen, insbesondere was das kooperative Zusammenwirken von Saccharid- und

Peptidteilstrukturen in der Erkennung der Liganden durch das E-Selektin anbetrifft.
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4 Zusammenfassung

Die Selektine initiieren im Verlauf von Entziindungsprozessen einen ersten Zellkontakt
zwischen Leukozyten und Endothelzellen und erméglichen so die Auswanderung der
Leukozyten aus den BlutgefdBlen in das umliegende Gewebe, wo sie ihre immunologische
Wirkung entfalten konnen. Viele Krankheiten gehen allerdings mit einer iibermiBigen,
durch Selektine vermittelten Zelladhédsion einher. Daher war es das Ziel dieser Arbeit,
Selektininhibitoren zu synthetisieren, die pathologische Zelladhédsionsprozesse, wie man sie
z.B. bei rheumatoider Arthritis, bei Erkrankungen der Herzkranzgefia3e oder im Verlauf von
Tumormetastasierungen findet, unterbinden kénnen. Als Leitstruktur fiir solche Inhibitoren

dient das auf den natiirlichen Selektinliganden vorkommende Tetrasaccharid Sialyl-Lewis™
(Abb. 4.1).

HO. HO,C OH
% 0
AcHNT LY O % OH
HG OH 20 NHAC
Q/ oH
L JoH

Abb. 4.1 Das Tetrasaccharid Sialyl-Lewis™.

Sialyl-Lewis™ stellt aber nur einen Teil der natiirlichen Selektinliganden dar. Es bindet auch
nur im millimolaren Bereich an die Selektine. Die komplexen natiirlichen Selektinliganden
wie z.B. ESL-1 (E-Selektin-Ligand-1), die an verschiedenen Glycosylierungsstellen des
Glycoproteins Sialyl-Lewis™ présentieren, binden mit deutlich hoherer Affinitdt an die
Selektine. Fiir eine spezifische Rezeptorbindung sind daher auBler dem Tetrasaccharid
weitere Partialstrukturen verantwortlich, wobei gezeigt werden konnte, dass ein Ankniipfen
von Sialyl-Lewis™-Derivaten an die Partialsequenz 672-681 des ESL-1 eine
Affinititssteigerung hervorruft.”® Ein weiterer Nachteil des natiirlichen Sialyl-Lewis*-
Tetrasaccharids im Hinblick auf seine pharmakologische Verwendung besteht darin, dass
sowohl die fucosidische Bindung als auch die glycosidische Verkniipfung zur
Neuraminsdure durch Enzyme leicht gespalten werden, wodurch Sialyl-Lewis® als
potenzielles Anti-Adédsionsmolekiil an Wert verliert.

Um die Kohlenydratliganden vor einem solchen enzymatischen Abbau zu bewahren,
werden in dieser Arbeit neben der im Sialyl-Lewis® vorliegenden L-Fucose die im
Menschen nicht vorkommenden Kohlenhydrate D-Arabinose und L-Galactose sowie neben
der Neuraminsdure die (S5)-Cyclohexylmilchsdure zur Herstellung von sechs Glycopeptid-
Selektinliganden mit der Partialsequenz 672-681 des ESL-1 verkniipft. Die Tetrasaccharide

7-9 und Tetrasaccharid-Mimetika 10-12 kénnen aus den geschiitzten Monosacchariden und
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der geschiitzten (S)-Cyclohexylmilchsdure in parallelen Synthesen im Gramm-Malstab

hergestellt werden (Abb. 4.2). Nach dem Schmidt'schen Trichloracetimidatverfahren'"® wird

das Disaccharid 22 aus dem Trichloracetimidat 23 und dem Glucosamin-Baustein 24 in

70%iger Ausbeute erhalten.

AcO _0Bn OBn

AcO __0Bn

2 < TMSOTF, CH,Cl, OBn
O o)
HO -50 °C — Raumtemp. o)
AcO o_coh + MOONTRA N, S el AcO 03 o
A0 /J NHAC 70% AcO NHAC
23 | 24 [ 2
1) [I'(COD)(PMePhy),]PFg.
absol. THF, H,
HO _oBn oBn SEt 2) 4-To|uo|su|°fonséure,
Q o R-70 MeOH, 85 %
HO o5 N, OBn
oB
RHO 5 NHAc B0~ 18 R=Me
E\iosn 19 R=H
OBn 20 R = CH,0Bn AcO -0Bn oBn
BnO B 0
1) CuBry, "BuNBr, MS 4A AcO O&&/N
78% 14 R=Me ) CuBry, "BugNBr, : ro HO ot 3
66% 15 R=H CH,Cl,:DMF = 1:1 1 c
65% 16 R=CH;0Bn 2) NaOMe, MeOH
a0, §7C MeoC S
b AGINTLRQ7 ST TORt
AcO OAc 13
OAc AcO _0Bn
1) CH3CN:CHoCl, = 2:1, MS 4A AcO 111005 o OBn
AgOTf, MSB, -50 °C — -30 °C AN 707 O 0 Y
2) Diisopropylamin > ACO 0] " 3
3) Ac,0, DMAP, Pyridin AcO OAc A ; o 2 c
- OBn
BnoOBn
72% 7 R=Me
73% 8 R=H
42% 9 R=CH,0Bn
AcO __0Bn
MeO,C
1) Bu,SnO, MeOH, ? 0 oo
Siedehitze (e} 0 N
- (e} 3

2) 3 Aquiv. CsF, DME

O,Me

o (¢
+ 3 Aquiv.
\"kOTf

17

3) Ac,0, DMAP, Pyridin

10 R=Me
11 R=H
12 R=CH,0Bn

57 %
52 %
60 %

Abb. 4.2: Die Synthesen der Tetrasaccharide 7-9 und Tetrasaccharid-Mimetika 10-12.
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Die Abspaltung des Allylethers zum Disaccharid 21 erfolgt mit dem Baudry-Katalysator
[Ir'(COD)(PMePh,),]PF) Ausbeute.
fucoseartigen Kohlenhydrat-Bausteine 18-20 nach dem In-situ-Anomerisierungsverfahren

eingefithrt. Nach Abspaltung der

in  85%iger Anschliefend werden die drei

von Lemieux” in einer Variante nach Ogawa’
O-Acetylgruppen werden die drei Trisaccharide 14-16 in Ausbeuten zwischen 65-78 %
erhalten, die anschlieend mit dem Neuraminsdure-Donor 13 umgesetzt werden konnen.
Nach Acetylierung ergeben sie die Tetrasaccharide 7-9 in Ausbeuten zwischen 42-73 %.
Zur Sialylierung erfolgt die Aktivierung des Xanthogenats 13 mit in situ hergestelltem

in einem Dichlormethan-Acetonitril-Gemisch unter Ausnutzung des
147

Methylsulfenyltriflat'**
Nitrileffekts. Die Tetrasaccharid-Mimetika 10-12 werden nach der Stannylen-Methode
aus den Trisacchariden 14-16 und dem Cyclohexylmilchsdure-Baustein 17 und
nachfolgender Acetylierung in Ausbeuten zwischen 52-60 % erhalten, wobei nicht
umgesetzte Trisaccharide zu 9-25 % wieder zuriickgewonnen werden. Die Reduktionen der
Glycosylazide 7-12 zu den entsprechenden Glycosylaminen gelingen mit neutral
gewaschenem Raney-Nickel unter einer Wasserstoffatmosphére in quantitativer Ausbeute.
Die anschlieBenden Kupplungen an den Boc-geschiitzten Asparaginsdure-Baustein 88

fiihren zu den vollstindig geschiitzten Glycosylaminosiduren 89-94 in Ausbeuten zwischen
80-93 % (Abb. 4.3).

1) Raney-Nickel, pH = 7.0,

AcO _0OBn OBn Isopropanol:H,0 = 9:1, AcO OBn OBn
o H,, 3h
R20 0 % -
o N3 - NHBoc
AcO NHAG 2) TBTU, HOBt, DMF, AcO NHAC
R1poi oBn DIPEA, pH=6.5-7.5 ;;oi OBn é\o -
OBn HO NHBoc
BnO 712 N \H/\/ 89-94
© 0”7 oy
88
R'=Me R'=H R! = CH,OBn
2
R Verbindung Verbindung Verbindung
(Ausbeute) of (Ausbeute) o:f (Ausbeute) P
OAc
CO,M 89 90 91
. . 7:93 14:86 3:97
ACHNS 07 - (82 %) (80 %) (81 %)
ACE) OAc
CO,Me
92 93 94
3:97 3:97 0.1:99.9
(93 %) (85 %) (90 %)

Abb. 4.3 Die Synthesen der vollstindig geschiitzten Glycosylaminosduren 89-94.
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Nur im Falle der Verbindung 91 konnen die Anomere flashchromatographisch getrennt
werden. Nach hydrogenolytischer Spaltung der Benzylether mit Palladium auf Aktivkohle
(10 %) werden die freien Hydroxygruppen zur Stabilisierung der glycosidischen Bindungen
acetyliert. Anschliefend werden sowohl die Boc- als auch die fert-Butylschutzgruppen in
Anwesenheit des Kationenfangers Triethylsilan sauer gespalten. Durch Umsetzung der
freien Aminofunktionen mit N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyloxy)succinimid (FmocOSu)
erhédlt man die Bausteine 101-106 fiir die Glycopeptid-Festphasensynthese in Ausbeuten
zwischen 60-74 %. Die Verbindungen 101 und 104-106 konnen durch préparativer
RP-HPLC und die Verbindungen 102 und 103 durch Flashchromatographie gereinigt

werden.
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NHBoc
AcO OAc — NHAC m/\/
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90 R=H
91 R=CH,0Bn

BnO
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2) Ac,O, DMAP, Pyridin 50080
3) TFA:CHoCl, = 12, TES " 92 R= Me
4) FmocOSu, CH,Cly, 93 R=H
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\
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o) OAc MeO,C AcO _OAc OAc MeOH:AcOH = 95:5
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OAc Y
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OAc
* +25% o,B-Gemisch A o H
5 N 1) NT‘/\/NHFmoc
NHAc :
R onc © 6 o
AcoOAc

60% 104 R=Me
67% 105 R=H
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Abb. 4.4 Die Synthesen der Bausteine 101-106 fiir die Glycopeptid-Festphasensynthese.

Die automatisierten Glycopeptid-Festphasensynthesen werden an einem Peptidsynthesizer
nach der Fmoc-Strategie unter Verwendung von mit Asparaginsdure vorbeladenen
TentaGel®-Harzen durchgefiihrt. Dabei erfolgt die Aktivierung der Aminosiuren mit den

Kupplungsreagenzien HBTU und HOBt und die Aktivierung der Glycosylaminosiuren
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101-106 mit den reaktiveren Reagenzien HATU und HOAt. Als einziges bedeutendes
Nebenprodukt entsteht bei allen sechs Festphasensynthesen die Abbruchsequenz 115. Dies
ist vermutlich auf den hohen sterischen Anspruch der eingesetzten Glycosylaminosiduren
101-106 im Kupplungsschritt zuriickzufiihren. Nach saurer Abspaltung vom Harz werden
die O-Acetylgruppen aus den Saccharidseitenketten unter Zemplén-Bedingungen'”’
entfernt. Die Methylester der Sialinsdure und der Cyclohexylmilchsdure werden durch
verdiinnte Natronlauge hydrolysiert. Die Zielverbindungen 1-6 werden nach praparativer
RP-HPLC in Ausbeuten zwischen 22-41 %, bezogen auf die Startaminosidure am Harz,
erhalten. Die Strukturen aller sechs Glycopeptide (Abb. 4.5) konnen sowohl durch hoch
auflosende massenspektrometrische Analysen als auch durch ein- und zweidimensionale

NMR-Experimente belegt werden.

CO,H CO,H H
4 O o LoO Lo© Lo©
N N N N N
AcHN/\W \.)kN .VU\N JN \.)kN \.)J\OH
L I U I L
“SoH

- - J 3
OH HO A
HO HO,C OH OH © OH Y COzH
O o)
AN LAY © 95 NH

Co,

HO 1 R=Me 22 %, bezogen auf die Startaminosaure am Harz
2 R=H 24 %, bezogen auf die Startaminosiure am Harz
3 R=CH,OH 25 %, bezogen auf die Startaminosiure am Harz
CO,H CO,H CO,H
o0 H O Hoof oo
AcHN/\n/N\.)LN \/lLN N\.)LN N\AN \*OH
o = H o H 8 : H & H o =
Ho,c HO —OH o fo e Y “SoH SCOH
S; \ O
° HO %o NA
NHAc
RS oH
o 4 R=Me 41 %, bezogen auf die Startaminosédure am Harz
HO 5 R=H 39 %, bezogen auf die Startaminosdure am Harz
6 R=CH,0H 37 %, bezogen auf die Startaminosdure am Harz

Abb. 4.5 Ubersicht iiber die synthetisierten Sialyl-Lewis*-Glycopeptide und -Mimetika 1-6.

Als Ergebnis dieser Arbeit liegen sechs Sialyl-Lewis*-Glycopeptide und -Mimetika mit der
Partialsequenz 672-681 des ESL-1 vor. Diese werden in Kiirze in einer Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. D. Vestweber in Miinster auf ihre Wirksamkeit als
Zelladhidsionsinhibitoren fiir E-Selektin getestet. Daraus sollen sich Erkenntnisse tiber
Struktur-Wirkungs-Beziehungen gewinnen lassen, insbesondere was das kooperative
Zusammenwirken von Saccharid- und Peptidteilstrukturen in der Erkennung der Liganden
durch das E-Selektin anbetrifft.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Allgemeines und Messgeréate

Soweit nicht anders verzeichnet, wurden alle Reaktionen bei Raumtemperatur und unter
Riihren durchgefiihrt. Alle mit ,,i. Vak.”“ oder ,,i. Hochvak.“ bezeichneten Destillationen
wurden — sofern nicht anders vermerkt — bei 40 °C bewerkstelligt.

Die bei den Summenformeln angegebenen Molmassen beziehen sich auf die natiirliche
Isotopenverteilung, die Molmassen bei den Massenspektren dagegen auf die Massen der
reinen Isotope IH, 12C, 19F, 39K, 14N, 23Na, %0 und *8.

Diinnschichtchromatographie:

Fiir die diinnschichtchromatographische Reaktionskontrolle wurden mit Kieselgel 60 Fas4

beschichtete Aluminiumfertigplatten der Firma Merck, Darmstadt (Deutschland) verwendet.

Die Detektion erfolgte durch UV-Licht bei einer Wellenldnge von 254 nm und mittels

folgender Férbereagenzien:

e Methoxyphenol-Reagenz (Mischung aus 1 M Schwefelsdure in Ethanol und 0.2%iger
ethanolischer 3-Methoxyphenol-Losung im Volumenverhéltnis 1:1);

e Seebach-Reagenz (Losung aus 1.0 g Cer(IV)-sulfat-Tetrahydrat und 2.5 g Molybdato-
phosphorsdure in 94 ml Wasser und 6 ml Schwefelsaure);

e Ninhydrin-Reagenz (1.5 g Ninhydrin in einer Mischung aus 15 ml Essigsdure und 15 ml
Methanol).

Flashchromatographie:

Als Sdulenmaterial fiir die Flashchromatographie wurde Kieselgel mit einer Korngréf3e von
0.032-0.063 mm der Firma MP Biomedicals, Irvine (USA; in Deutschland: Eschwege)
verwendet. Die Sédulengrole (Hohe x Durchmesser), die Menge an Kieselgel sowie die
verwendeten Losungsmittelgemische sind bei den einzelnen Verbindungen angegeben. Die
Zusammensetzungen der Losungsmittelgemische sind stets in Volumenverhéltnissen
angegeben. War das exakte Volumenverhiltnis nicht bekannt, wurde stattdessen der R~Wert

der zu isolierenden Substanz vermerkt.

Losungsmittel:

Soweit nicht gesondert vermerkt, wurden Losungsmittel der Qualitit pro analysi verwendet.
Absolutes N,N-Dimethylformamid wurde in Septenflaschen iiber Molekularsieb von der

Firma Fluka, Buchs (Schweiz) bezogen. Absolutes Acetonitril, 1,2-Dimethoxyethan,
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Dichlorethan und Dichlormethan wurden durch Destillation iiber Calciumhydrid, absolutes
Tetrahydrofuran und absoluter Diethylether durch Destillation {iber Natrium/Benzophenon
und absolutes Ethanol durch Destillation iiber Natrium/Phthalsdurediethylester erhalten.'”

Drehwerte:

Spezifische Drehwerte wurden mit einem Polarimeter 241 der Firma PerkinElmer,
Wellesley (USA) bei den Wellenldngen 578 nm und 546 nm (Quecksilberdampflampe) mit
einer 1 dm langen Polarimeterzelle gemessen und auf die Natrium-D-Linie (A =589 nm)
umgerechnet. Das verwendete Losungsmittel und die Messtemperatur sind bei den
jeweiligen Drehwerten angegeben, die FEinheit des spezifischen Drehwertes

(deg - ml/ g - dm) sowie die Konzentration (g / 100 ml) dagegen nicht.

Elementaranalysen:

Elementaranalysen wurden im Mikroanalytischen Labor des Institutes fiir Organische

Chemie der Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz durchgefiihrt.

Schmelzpunkte:

Schmelzpunkte wurden mit einer Schmelzpunktapparatur nach Dr. Tottoli der Firma Biichi,

Flawil (Schweiz) bestimmt und sind nicht korrigiert.

NMR-Spektroskopie:
Die NMR-Spektren wurden an folgenden Geréten der Firma Bruker, Billerica (USA; in

Deutschland: Ettlingen) aufgenommen:

e  Bruker AC-200: 200 MHz-'"H-NMR und 50.3 MHz-"C-NMR

e  Bruker AC-300: 300 MHz-"H-NMR und 75.5 MHz-"C-NMR

o Bruker AM-400: 400 MHz-"H-NMR und 100.6 MHz-""C-NMR

e Bruker DRX-600: 600 MHz-'"H-NMR und 150.9 MHz-"’C-NMR

Die durchgefiihrten NMR-Experimente sowie die verwendeten Losungsmittel sind bei den
einzelnen Verbindungen verzeichnet. Zur Kennzeichnung der Multiplizitdt wurden folgende
Abkiirzungen genutzt: s, Singulett; sy, breites Singulett; d, Dublett; dd, Dublett vom Dublett;
dt, Dublett vom Triplett; dq, Dublett vom Quartett; ddd, Dublett vom Dublett vom Dublett;
t, Triplett; tdd, Triplett vom Dublett vom Dublett; q, Quartett; m, Multiplett; m., zentriertes
Multiplett. Die angegebenen Werte fiir die chemischen Verschiebungen beziehen sich auf

das Signal des deuterierten Losungsmittels bei relativer Kalibrierung zu Tetramethylsilan

5 D. D. Perrin, W. L. F. Amarego, Purification of Laboratory Chemicals, 3rd ed., Pergamon Press, Oxford,
1988.
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als Standard (6 =0 ppm). Bei der schriftlichen Interpretation der 'H- und '*C-Signale
wurden die Cyclohexanring-Atome des Cyclohexylmilchsdure-Bausteins sowie die Atome
der Saccharid-Bausteine mit folgenden Abkiirzungen bezeichnet:
D-Glucose: Gle D-Galactose: Gal D-Arabinose: Ara
L-Fucose: Fuc L-Galactose: L-Gal Sialinsdure: Sia
Cyclohexanring: Cyclo
Die Benennung der Aminosdure-Bausteine sowie die Nummerierung der 'H- und
C-Signale folgen der IUPAC-Empfehlung von 1983.'"

Massenspektrometrie:

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

e ESI-Massenspektren wurden auf folgenden Gerdten aufgenommen:

Gerit 1: Navigator-Instrument der Firma ThermokElectron, Boston (USA) bei Ver-
wendung von Acetonitril als Losungsmittel, einer Probenkonzentration von 0.1 mg/ml,
einer Flussrate von 0.75 ml/min, einer Cone Voltage von 70 V (oder 40 V) und einem
N,-Strom von 300 1/h.

Gerit 2: Micromass-Q-TOF-Ultima-3-Spektrometer der Firma Waters, Milford (USA)
bei Verwendung von Acetonitril-Wasser-Gemischen als Ldsungsmittel, einer
Probenkonzentration von 0.1 mg/ml, einer Flussrate von 5 pl/min und einer Cone
Voltage von 70-80 V.

e Hochauflosende ESI-Massenspektren (HR-ESI) wurden mit Gerdt 2 aufgenommen,
wobei hier zur Kalibrierung eine Losung von 400 mg Natriumiodid und 10 mg
Céasiumiodid in 400 ml eines Wasser-Isopropanol-Gemischs (v:v=1:1) zum Einsatz
kam. Der Geritehersteller garantiert eine Genauigkeit von mindestens 5 ppm bezogen
auf die Differenz von gemessener zur berechneten Masse geteilt durch die berechnete
Masse. Die bei den Spektren angegebenen Werte der gemessenen und berechneten
Molekiilmassen beziehen sich auf die Neutralmolekiile, obwohl die Molekiilkationen
angegeben sind. Das Gerdt ist so kalibriert, dass die Masse des Elektrons von
0.000549 u berticksichtigt wird.

Festphasensynthesen:

Festphasensynthesen wurden mit einem ABI-433A-Peptidsynthesizer der Firma Applied
Biosystems, Foster City (USA; in Deutschland: Weiterstadt) durchgefiihrt. Zur Verfolgung

' International Union of Pure and Applied Chemistry and International Union of Biochemistry, Pure Appl.
Chem. 1994, 56, 595-624.



72 EXPERIMENTELLER TEIL

der Fmoc-Abspaltung kam ein Series-200-UV/VIS-Detektor der Firma PerkinElmer,
Wellesley (USA) zum Einsatz. Als polymere Triger wurden TentaGel®-Harze der Firma
Rapp Polymere, Tiibingen (Deutschland) verwendet. Die eingesetzten Aminosiduren sowie
die Kupplungsreagenzien lieferten die Firmen Novabiochem, Léaufelfingen (Schweiz) und
Orpegen, Heidelberg (Deutschland). N-Methylpyrrolidin-2-on wurde von der Firma SDS,
Peypin (Frankreich) und N,N-Dimethylformamid von der Firma Roth, Karlsruhe

(Deutschland) erworben.

Analvtische und priparative RP-HPLC:

Fir die analytische RP-HPLC kamen eine MaxiStar-K1000-Gradientenpumpe, ein

Vierkanal-Entgaser, eine analytische Mischkammer sowie ein Diodenarraydetektor

DAD2062 der Firma Knauer, Berlin (Deutschland) zum Einsatz.

Priaparative RP-HPLC-Trennungen wurden unter Verwendung zweier MiniStar-K500-

Gradientenpumpen in Verbindung mit einer priparativen Mischkammer sowie einem

variablen Wellenldngendetektor der Firma Knauer, Berlin (Deutschland) durchgefiihrt

Die Flussraten fiir analytische RP-HPLC-Trennungen betrugen 1 ml/min und fiir priaparative

RP-HPLC-Trennungen 20 ml/min. Als Eluenten wurden Wasser-Acetonitril-Gemische

verwendet, denen — sofern vermerkt — 0.1 % Trifluoressigsdure zugesetzt wurden. Die

Losungsmittel wurden vor Gebrauch ca. eine halbe Stunde im Ultraschallbad entgast. Das

Wasser wurde einem Simplicity-185-Wasseraufbereitungssystem der Firma Millipore,

Billerica (USA) entnommen und das Acetonitril in HPLC-Qualitdt wurde bei der Firma

Fisher Scientific, Hampton (USA; in Deutschland: Schwerte) erworben. Die Detektion

erfolgte durch UV/VIS-Absorption iiber einen Wellenldngenbereich von 200 nm bis 500 nm

(analytische RP-HPLC) bzw. bei einer Wellenldnge von 214 nm (priparative RP-HPLC).

Folgende Sdulen und Gradienten wurden verwendet:

Analytische RP-HPLC-Siule:

e Siule A: Luna C18(2) (5 um, 250 x 4.60 mm), Firma: Phenomenex, Torrance (USA;
in Deutschland: Aschaffenburg)

Priparative RP-HPLC-Séule:

e Siule B: Luna C18(2) (10 um, 250 x 50.00 mm), Firma Phenomenex

Gradient A: Gradient B: Gradient C:
Zeit[min] | 0 | 80 | 100 Zeit[min] | 0 | 40 | 60 Zeit[min] | 0 | 60 [100
HO[%] (95| 0| 0 HO[%] |95 0 | O HO[%] [20] 0 | O
CH3sCN[%]| 5 |100{100| |CHsCN[%]| 5 |100/100| |CH3CN [%0]| 80 [100({100




EXPERIMENTELLER TEIL

73

Gradient D: Gradient E: Gradient F:

Zeit[min] | 0 | 30 | 50 Zeit[min] | 0 | 30 | 50 Zeit[min] | 0 | 50| 70
H,O[%] [20] 0 | O H,O[%] (50| 0 | O H,O[%] (90 ] 0 | O
CH3CN [%] | 80 [100{100| |CH3CN [%0]| 50 {100]{100| |CH3CN [%]| 10 |[100/100

Gradient G: Gradient H:

Zeit[min] | 0 | 120|140 | 160 Zeit[min] | 0 | 30 | 40 | 60
HO[%] | 70 | 50 | O 0 HO[%] | 70 | 30 | O 0
CH3sCN [%] | 30 | 50 | 100 | 100 CH3sCN[%] | 30 | 70 | 100 | 100

Gradient I: Gradient J:

Zeit[min] | 0 | 70 | 80 | 100 Zeit[min] | 0 | 60 | 70 | 100
H,O[%] | 70 | 50 | O 0 H,O[%] | 70 | 30 | O 0
CH3CN [%] | 30 | 50 | 100 | 100 CH3CN [%] | 30 | 50 [ 100 | 100

Gradient K: Gradient L:

Zeit[min] | 0 | 140|150 | 170 Zeit[min] | 0 | 50 | 60 | 80
H,O[%] | 70 | 50 | O 0 H,O[%] | 95| 60 | O 0
CH3CN [%] | 30 | 50 | 100 | 100 CH3CN [%]| 5 | 40 [100 | 100

Gradient M: Gradient N:

Zeit[min] | 0 | 100 | 110 | 140 Zeit[min] | 0 | 30 | 50 | 70
HO[%] | 95|60 | O 0 HO[%] | 95 | 50 | O 0
CHsCN[%]| 5 | 40 | 100 | 100 CHsCN[%]| 5 | 50 | 100 | 100

Gradient O: Gradient P:
Zeit[min] | 0 | 50 | 60 | 80 Zeit[min] | 0 | 80 | 90 | 120
H,O[%] | 95 | 50 | O 0 H,O[%] | 95| 50 | O 0
CH3CN [%]| 5 | 50 | 100 | 100 CH3CN [%]| 5 | 50 [100 | 100
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5.2 Die Synthesen von Sialyl-Lewis* und Sialyl-Lewis*-Mimetika

5.2.1 Die Synthese des Glucosamin-Bausteins

2-Acetamido-2-desoxy-a-D-glucopyranose (26)'%

In einer Natriummethanolat-Losung aus 11.5 g (500 mmol) Natrium in 500 ml Methanol
suspendiert man 108 g (500 mmol) D-Glucosaminhydrochlorid (25) und schiittelt den
Ansatz 5 Minuten. AnschlieBend wird ausgefallenes Natriumchlorid ziigig abfiltriert. Zum
Filtrat tropft man langsam und unter kriftigem Riithren 47.2 ml (51.0 g, 500 mmol)
Essigsdaureanhydrid hinzu, und riihrt die Losung nach Beendigung der Zugabe 3 h. Zur
Vervollstindigung der Fallung wird die Suspension 15 h auf 5 °C gekiihlt. Der Niederschlag
wird abfiltriert und mit 100 ml eiskaltem Ethanol und 100 ml eiskaltem Diethylether

gewaschen.

Ausbeute: 97.6 g (441 mmol, 88 %), Lit.:'! quant.; farblose Kristalle; Schmp.: 198-202 °C
(Zers.), Lit.:'"" 200-204 °C (208 °C nach Umkristallisation); [a]Z =37 (c = 1.0, H,0),
Lit.:"" [a] , =40.5 (c = 1, H,O nach 24 h); R;= 0.68 (MeOH).

200 MHz-"H-NMR (DMSO-d): & [ppm] = 7.62 (d, 1H, *Jxu.= 7.8 Hz, Glc-NH), 6.40, 4.89,
461 (3xd, 4H, *J=44Hz, *J=49Hz, *J=49Hz Glc-1, Glc-1-OH, Glc-3-OH,
Glc-4-OH), 4.41 (t, 1H, *Jsome = 5.6 Hz, Glc-6-OH), 3.70-3.41 (m, 5H, Glc-2, Glc-3,
Glc-4, Gle-6a, Gle-6b), 3.09 (m., 1H, Glc-5), 1.80 (s, 3H, CH3).

50.3 MHz-"*C-NMR (BB, DMSO-dy): & [ppm] = 169.4 (C=0), 90.5 (Glc-1), 72.0, 71.1, 70.4
(Glc-3, Gle-4, Gle-5), 61.1 (Gle-6), 54.2 (Gle-2), 22.6 (CHs).

CsH sNOg (221.2)

2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-glucopyranosylchlorid (27)'%%%

Man versetzt 97.5 g (441 mmol) 2-Acetamido-2-desoxy-a-D-glucopyranose (26) unter
Rithren mit 250 ml (276 g, 3.52 mol) Acetylchlorid. Die Mischung beginnt nach ca. 30 min
spontan zu sieden und wird nach Abklingen der Reaktion 14 h bei Raumtemp. geriihrt.
AnschlieBend destilliert man iiberschiissiges Acetylchlorid i. Vak. ab und l6st den
resultierenden braunen Riickstand in 500 ml Dichlormethan. Die Losung wird unter
kraftigem Riihren auf eine Mischung aus 500 ml einer 10%igen Natriumhydrogencarbonat-
Losung und 500 g Eis gegeben. Nach Abklingen der Gasentwicklung gibt man so lange
festes Natriumhydrogencarbonat hinzu, bis ein pH-Wert zwischen 8 und 9 erreicht ist.

Danach wird die organische Phase abgetrennt und die wéssrige Phase dreimal mit je 100 ml
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Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Magnesiumsulfat
getrocknet und i. Vak. auf ca. 200 ml eingeengt. Nach Filtration {iber eine 3-4 cm dicke
Schicht Kieselgel wird das Dichlormethan i. Vak. entfernt und das resultierende rotbraune

Ol durch Zugabe eines Diethylether-Petrolether-Gemischs (v:v = 1:1) kristallisiert.

Ausbeute: 117 g (320 mmol, 73 %), Lit.:'% 67-79 %; farblose Kristalle; Schmp.: 127 °C
(Zers.), Lit.:'" 127-128 °C; [a]Z =118 (c=1.0, CHCly), Lit:"" [a]Z% =117.5 (c=1,
CHCLy), Lit.:'” [a] % =110 (c = 1.04, CHCl3); R,= 0.38 (PE:EtOAc = 1:3).

200 MHz-'H-NMR (CDCl3): & [ppm]=6.16 (d, 1H, *Ji,=3.9 Hz, Glc-1), 5.83 (d, 1H,
3Jxma = 8.3 Hz, Gle-NH), 5.30, 5.18 (2 x t, 2H, *Juic = 9.8 Hz, *Jyic = 9.5 Hz, Glc-3, Glc-4),
4.51 (ddd, 1H, *Jy;ic = 10.3 Hz, *Jiic = 8.8 Hz, *Jiic = 3.9 Hz, Glc-5), 4.30-4.07 (m, 3H, Glc-2,
Glc-6a, Gle-6b), 2.08 (s, 3H, CH3), 2.02 (s, 6H, CHs) 1.96 (s, 3H, CHs).

50.3 MHz->C-NMR (GASPE, CDCl;): & [ppm]=171.4, 170.5, 170.2, 169.1 (4 x C=0),
93.7 (Gle-1), 70.9, 70.1, 67.0 (Gle-3, Gle-4, Gle-5), 61.1 (Gle-6), 53.4 (Gle-2), 23.0 (CHs),
20.7 (2 x CH3), 20.5 (CH3).

C14H20NO5Cl (365.8)

2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-B-D-glucopyranosylazid (28)'°'%*

Zu einer Losung von 117 g (320 mmol) 2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a.-D-
glucopyranosylchlorid (27) in 300 ml Dichlormethan gibt man 41.6 g (640 mmol)
Natriumazid in 140 ml Wasser hinzu. Diese Mischung wird mit einer Losung von 4.50 g
(11.1 mmol) Aliquat® 336 (Methyltrioctylammoniumchlorid) in 14 ml Dichlormethan
versetzt und vier Tage so kréftig geriihrt, dass eine intensive Vermischung beider Phasen
erfolgt. AnschlieBend trennt man die Phasen und extrahiert die wéssrige Phase zweimal mit
je 150 ml Dichlormethan. Die vereinigten organischen Phasen werden dreimal mit je 100 ml
einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 100 ml Wasser gewaschen.
Nach Trocknung mit Magnesiumsulfat wird das Losungsmittel i. Vak. weitgehend entfernt

und das resultierende rotliche Ol durch Zugabe von Diethylether kristallisiert.

Ausbeute: 90.5 g (243 mmol, 76 %), Lit.:'* 86 %; farblose Nadeln; Schmp.: 166-167 °C
(Zers.), Lit.:'™* 166-167°C (Zers.), Lit.:'° 160-161 °C (Zers.); [a] 7 =—44 (c = 1.0, CHCL),
Lit.:"% [a] , =—43 (c = 1, CHCl3); R;= 0.20 (PE:EtOAc = 1:3).

200 MHz-'"H-NMR (CDCl3): & [ppm]=5.87 (s», 1H, Glc-NH), 5.24, 5.06 (2 xt, 2H,
3J=9.5Hz, *J=9.3 Hz, Glc-3, Glc-4), 4.75 (d, 1H, *J1,=9.3 Hz, Glc-1), 4.25 (dd, 1H,

7Y . Inouye, K. Onodera, S. Kitaoka, H. Ochiai, J. Am. Chem. Soc. 1957, 79, 4218-4222.
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Jsea=4.7Hz, *Joaeo=12.2 Hz, Glc-6a), 4.13 (dd, 1H, *Jse = 2.4 Hz, *Jou6o = 12.2 Hz,
Gle-6b), 3.91 (q, 1H, *J12="Jh3 =">Jxu2 = 9.3 Hz, Glc-2), 3.78 (m., 1H, Glc-5), 2.07, 2.01,
2.00, 1.95 (4 x s, 12H, CH3).
50.3 MHz-">C-NMR (GASPE, CDCls): 8 [ppm] = 170.8, 170.71, 170.66, 169.3 (4 x C=0),
88.4 (Glc-1), 73.9, 72.2, 68.2 (Glc-3, Gle-4, Gle-5), 61.9 (Gle-6), 54.1 (Glc-2), 23.2, 20.7,
20.62,20.57 (4 x CH).
C14H20N405 (372.3) ber.. C45.16 H5.41 N 15.05

gef.: C45.06 HS538 N.15.09

2-Acetamido-2-desoxy-p-D-glucopyranosylazid (29)*%104178

Eine Losung von 90.4g (243 mmol) 2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-[3-D-
glucopyranosylazid (28) in 1 1 Methanol wird unter Riithren so lange mit Natriummethanolat
versetzt, bis ein pH-Wert von 9-10 erreicht ist, und anschlieBend 3 h geriihrt. Man
neutralisiert die Reaktionsmischung durch Zugabe von saurem Ionenaustauscher
Amberlyst® 15, filtriert den Ionenaustauscher ab und entfernt das Losungsmittel im
Vakuum. Der Riickstand wird durch Zugabe von 100 ml eines Methanol-Ethylacetat-
Gemischs (v:v = 1:2) kristallisiert. Die resultierenden farblosen Kristalle werden zweimal

mit je 200 ml Ethylacetat gewaschen.

Ausbeute: 56.8 g (231 mmol, 95 %), Lit.:'" quant., Lit.:'% 69 %; farblose Kristalle;
Schmp.: 147-148 °C (Zers.), Lit:'"™ 146-148 °C, Lit.:'" 142°C (Zers)); [a]Z =-19
(c=1.0, H0), Lit:"" [a]® =269 (c=1, H,0), Lit.:'" [a], =-30 (c=1, H,0);
R;=0.71 (MecOH).

200 MHz-'H-NMR (DMSO-dy): & [ppm] = 7.82 (d, 1H, *Juuz = 9.3 Hz, Glc-NH), 5.14, 4.67
(2 x sp, 3H, Glc-3-OH, Gle-4-OH, Glec-6-OH), 4.35 (d, 1H, *J12=9.3 Hz, Glc-1), 3.69 (ds,
1H, “Joaeo = 11.7 Hz, Glc-6a), 3.56-3.05 (m, 5H, Glc-2, Gle-3, Gle-4, Gle-5, Gle-6b), 1.82
(s, 3H, CHs).

50.3 MHz-"*C-NMR (GASPE, DMSO-dy): & [ppm] = 169.4 (C=0), 88.4 (Glc-1), 79.3, 73.8,
70.0 (Gle-3, Gle-4, Gle-5), 60.7 (Gle-6), 54.8 (Gle-2), 22.9 (CHa).

CsH14N,O5 (246.2)

78 K. Donsbach, Diplomarbeit, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz, 1996.
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2-Acetamido-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-B-D-glucopyranosylazid (30)*%1%*

Eine Losung von 56.7 g (230 mmol) 2-Acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosylazid (29),
69.3 ml (70.0 g, 460 mmol) Benzaldehyddimethylacetal und 4.40 g (23.1 mmol) 4-Toluol-
sulfonsdure-Monohydrat in 600 ml N,N-Dimethylformamid wird 5h bei 50 °C und
40-70 mbar am Rotationsverdampfer durchmischt. AnschlieBend neutralisiert man das
Reaktionsgemisch durch Zugabe von 3.20 ml (2.34 g, 23.1 mmol) Triethylamin, entfernt das
Losungsmittel und iiberschiissiges Benzaldehyddimethylacetal i. Hochvak. bei 50 °C und
kodestilliert dreimal mit je 100 ml Toluol. Das resultierende Ol wird in 1.2 1 siedendem
Methanol geldst. Beim Abkiihlen dieser Losung fillt das Produkt in farblosen Kristallen

aus.

Ausbeute: 52.8 g (158 mmol, 69 %), Lit.:'™ 97 %, Lit.:'"® 76 %; farblose Kristalle; Schmp.:
211 °C (Zers.), Lit.:"® 214-216 °C (korr., Zers.), Lit.:'™* 216 °C (korr., Zers.); [a]Z =-96
(¢ = 1.0, MeOH), Lit.:'”® [a] ¥ =-101.3 (¢ = 1, MeOH); R,= 0.19 (EtOAc).

200 MHz-"H-NMR (DMSO-ds): & [ppm] = 7.99 (d, 1H, *Juu> = 8.8 Hz, Glc-NH), 7.45-7.35
(m, 5H, Ph), 5.61 (s, 1H, CHPh), 5.45 (d, 1H, *Jous=4.88 Hz, OH), 4.60 (d, 1H,
3J12=8.8 Hz, Glc-1), 4.22 (dd, 1H, *Js6, = 3.9 Hz, “Jsasp = 9.5 Hz, Glc-6a), 3.81-3.40 (m,
5H, Glc-2, Gle-3, Gle-4, Gle-5, Gle-6b), 1.85 (s, 1H, CHs).
50.3 MHz-"C-NMR (BB, DMSO-dy): & [ppm] = 169.5 (C=0), 137.5 (Phip), 128.8, 128.0,
126.3 (5 x Ph,,), 100.7 (CHPh), 88.7 (Glc-1), 80.7, 70.2, 68.1, 67.4 (Glc-3, Glc-4, Glc-5,
Glc-6), 55.4 (Gle-2), 22.9 (CHs).
C15H1sN4Os (334.3) ber.. C53.89 H543 N16.76

gef: C53.80 HS5.53 N.16.62

2-Acetamido-3-O-allyl-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-B-D-glucopyranosylazid (31)

Zu einer Losung von 28.9 g (86.4 mmol) 2-Acetamido-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-f3-D-
glucopyranosylazid (30) in 800 ml N,N-Dimethylformamid gibt man bei 0 °C und unter
einer Argonatmosphire portionsweise 3.81 g (95.3 mmol) einer 60%igen Dispersion von
Natriumhydrid in Mineraldl hinzu. Nach Abklingen der Gasentwicklung und Erwérmen auf
Raumtemp. werden 200 mg Tetrabutylammoniumiodid zugegeben. AnschlieBend tropft
man 8.04 ml (11.5 g, 95.0 mmol) Allylbromid in 50 ml N,N-Dimethylformamid langsam zu
und riihrt die Reaktionsmischung 4 h bei Raumtemp. unter einer Argonatmosphére. Nach
Zugabe von 10 ml Methanol wird N,N-Dimethylformamid i. Hochvak. abdestilliert und der
Riickstand dreimal mit je 60 ml Toluol kodestilliert. Unter Erwdrmen l6st man das

Rohprodukt in 400 ml eines Dichlormethan-Methanol-Gemischs (v:v =4:1) und zieht auf
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45 g Kieselgel auf. Das beladene Kieselgel wird nach Trocknung i. Hochvak. auf eine Sadule
mit 630 g Kieselgel aufgebracht und das Rohprodukt flashchromatographisch gereinigt
(Sdulengrofle: 20 x 10 cm, Laufmittel: CH,Cl,:EtOAc = 6:1).

Ausbeute: 24.9 g (66.5 mmol, 77 %); farblose Kristalle; Schmp.: 204 °C (Zers.), Lit.:'™
207 °C (Zers.); [@] 2 =—24 (c = 1.0, CHCl), Lit.:""[a] X = -26.8 (c = 1, CHCL3); R;= 0.55
(EtOAC).
400 MHz-"H-NMR ('H-'H-COSY, DMSO-ds): & [ppm]=8.13 (d, 1H, *Jxu.=8.9 Hz,
Gle-NH), 7.46-7.39 (m, 5H, Ph), 5.83 (m., 1H, CH=CH,), 5.71 (s, 1H, CHPh), 5.18 (ddd,
IH, *Jem=34Hz, “Jyums=17.1Hz, *J=17Hz, CH=CH,™), 5.07 (dd,, 1H,
3Jis = 10.5 Hz, *J=1.8 Hz, CH=CH®), 4.69 (d, 1H, *J;>=9.3 Hz, Glc-1), 4.25 (dd, 1H,
Jsea=4.7Hz, *Jeagp=10.2 Hz, Glc-6a), 4.20 (tdd, 1H, *Jyem=13.5 Hz, *Jyic = 5.3 Hz,
“J=1.6 Hz, CH,,CH=CH,), 4.05 (tdd, 1H, *Jgem=13.5Hz, *J,;.=53Hz, *J=1.6 Hz,
CH.,CH=CHy), 3.79 (t, 1H, *J53="J54=10.2 Hz, Glc-3), 3.76-3.54 (m, 4H, Glc-2, Glc-4,
Gle-5, Gle-6b), 1.85 (s, 3H, CH3).
50.3 MHz-"C-NMR (DEPT, BB, DMSO-dy): & [ppm] = 169.4 (C=0), 137.4 (Phip), 135.3
(CH=CHy), 128.8, 128.1, 125.9 (5 x Ph,,,), 115.8 (CH=CH,), 100.1 (CHPh), 88.6 (Glc-1),
80.4, 77.9 (Gle-4, Glc-5), 72.2 (CH,CH=CHy), 67.7 (Glc-3), 67,4 (Glc-6), 53.8 (Glc-2),
22.7 (CH3).
ESI-MS (Gerdt 1), positiv [m/z] =438.2 (100 %, [M + MeCN + Na]", ber.: 438.2), 397.3
(52 %, [M + Na]", ber.: 397.1).
C1sH2oN,Os (374.4) ber.. C57.75 H5.92 N 14.96

gef: C57.69 HS595 N.14.90

2-Acetamido-3-0-allyl-6-O-benzyl-2-desoxy-B-D-glucopyranosylazid (24)
(B-3-All-6-Bn-GIlcNAc-N3)

Ein Gemisch aus 21.2 g (56.6 mmol) 2-Acetamido-3-0-allyl-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-[3-
D-glucopyranosylazid (31), 21.3g (339 mmol) Natriumcyanoborhydrid und 10g
pulverformigem Molekularsieb 4 A in 800 ml absol. Tetrahydrofuran wird 30 min unter
einer Argonatmosphire geriihrt. Anschlieend werden bei 0 °C 60 ml einer bei —25 °C ges.
Losung von Chlorwasserstoff in absol. Diethylether zugetropft. Man riihrt 1 h bei 0 °C und
weitere 15 h bei Raumtemperatur. Der Ansatz wird mit festem Natriumhydrogencarbonat
neutralisiert und iiber Celite” filtriert. Man wischt das Filtrat dreimal mit je 100 ml einer
ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und extrahiert die vereinigten wéssrigen Phasen mit
50 ml Tetrahydrofuran. Um noch vorhandene borhaltige Verunreinigungen zu entfernen,

werden die vereinigten organischen Phasen 30 min mit 250 ml 1 M Salzsdure kriftig
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geriihrt. AnschlieBend gibt man 600 ml Dichlormethan hinzu, trennt die Phasen und
extrahiert die wéssrige Phase zweimal mit je 50 ml Dichlormethan. Die vereinigten
organischen Phasen werden zweimal je 30 min mit je 250 ml 1 M Salzsdure kriftig geriihrt
und die wéssrigen Phasen mit je 50 ml Dichlormethan extrahiert. Dann wischt man die
vereinigten organischen Phasen dreimal mit je 250 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-
Losung und einmal mit 250 ml einer ges. Natriumchlorid-Losung und extrahiert die
vereinigten wassrigen Phasen mit 50 ml Dichlormethan. Nach Trocknung der vereinigten
organischen Phasen mit Magnesiumsulfat und Entfernung der Losungsmittel i. Vak. wird
das Rohprodukt flashchromatographisch gereinigt (Sadulengrofie: 25x 10 cm, 790 g
Kieselgel, PE:EtOAc = 1:4). AnschlieBend kristallisiert man aus einem Petrolether-
Ethylacetat-Gemisch (v:v = 1:4) um.

Ausbeute: 15.6 g (41.4 mmol, 73 %); farblose Kristalle; Schmp.: 143 °C (Zers.);
[l =-33 (c = 1.0, MeOH); R,= 0.34 (EtOAc).
600 MHz-"H-NMR ('H-'"H-COSY, DMSO-ds): & [ppm]=7.99 (d, 1H, *Jau2=9.0 Hz,
Gle-NH), 7.36-7.25 (m, 5H, Ph), 5.84 (m,, 1H, CH=CH,), 5.47 (d, 1H, *Jou4 = 6.3 Hz, OH),
5.18 (ddd, 1H, *Jgem = 3.5 Hz, *Jians = 17.2 Hz, *J = 1.6 Hz, CH=CH,"™"), 5.05 (dd,, 1H,
3Jus =10.4 Hz, *J=1.6 Hz, CH=CH,®), 4.52 (s, 2H, CH,Ph), 4.50 (d, 1H, *J,, = 8.6 Hz,
Gle-1), 4.23 (tdd, 1H, *Jgem = 13.3 Hz, *Jyic = 5.5 Hz, *J = 1.6 Hz, CH2,CH=CH,), 4.06 (tdd,
IH, *Jem=133Hz, *Ju.=53Hz, *J=1.6Hz, CHy;CH=CH,), 3.73 (dd, 1H,
Jsea=1.2 Hz, *Joaeo = 11.0 Hz, Glc-6a), 3.59-3.55 (m, 2H, Glc-2, Glc-6b), 3.49 (t,, 1H,
3Jus=7.0 Hz, Glc-5), 3.31-3.24 (m, 2H, Glc-3, Glc-4), 1.82 (s, 3H, CH3).
50.3 MHz-"C-NMR (DEPT, BB, DMSO-dy): & [ppm] = 169.2 (C=0), 138.4 (Phj,.), 135.8
(CH=CH,), 1282, 127.4, 127.3 (5 x Ph,,,,), 115.5 (CH=CH,), 88.0 (Glc-1), 81.9, 77.6
(Gle-4, Gle-5), 72.7, 72.3 (CH,CH=CH,, CH,Ph), 69.6 (Glc-3), 69.2 (Glc-6), 53.6 (Glc-2),
22.7 (CHs).
ESI-MS (Gerdt 1), positiv [m/z] =399.3 (100 %, [M + Na]", ber.: 399.2), 371.2 (91 %,
[M + Na—N]", ber.: 371.2), 356.1 (62 %, [M + Na — Ac]", ber.: 356.1).
C1sH24N405 (376.4) ber.. C57.44 H6.43 N 14.88

gef: C57.27 H6.45 N.14.78

5.2.2 Die Synthese des Galactose-Bausteins

1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-D-galactopyranose (33)™*

Zu einer Suspension von 90.0 g (500 mmol) D-Galactose (32) und 200 g (1.25 mol) wasser-
freiem Kupfer(Il)-sulfat in 1500 ml Aceton gibt man 12 ml konz. Schwefelsdure und riihrt
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24 h. AnschlieBend wird das Kupfer(Il)-sulfat abfiltriert und das Filtrat mit
Calciumhydroxid neutralisiert. Man filtriert iiber Celite® und entfernt das Aceton im
Vakuum. Das Rohprodukt ist ausreichend rein und wird ohne weitere Reinigung und ohne

Charakterisierung weiter zu Verbindung 34 umgesetzt.

Rohausbeute: 130 g (quant.), Lit.:''* 76-92 %; gelbes Ol; Ry= 0.32 (PE:EtOAc = 1:1).
Ci12H2006 (260.3)

6-0O-Benzyl-1,2:3,4-di-O-isopropyliden-a-D-galactopyranose (34)'*°

Eine Loésung von 130g (499 mmol) roher 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-D-galacto-
pyranose (33) in 750 ml N,N-Dimethylformamid wird auf 0 °C abgekiihlt. Unter einer
Argonatmosphire gibt man portionsweise 30.0 g (750 mmol) einer 60%igen Dispersion von
Natriumhydrid in Mineraldl hinzu. Die Kiihlung wird entfernt und der Ansatz 1h bei
Raumtemp. geriihrt. Man kiihlt erneut auf 0 °C ab und tropft 88.8 ml (128 g, 749 mmol)
Benzylbromid in 50ml N,N-Dimethylformamid hinzu. AnschlieBend wird die
Reaktionsmischung 15 h bei Raumtemp. geriihrt. Nach Zugabe von 20 ml Methanol werden
die Losungsmittel und iiberschiissiges Benzylbromid i. Hochvak. entfernt. Der Riickstand
wird dreimal mit je 50 ml Toluol kodestilliert, dann in 500 ml Dichlormethan aufgenommen
und die resultierende gelbe Losung wird dreimal mit je 100 ml Wasser gewaschen. Man
trocknet die organische Phase mit Magnesiumsulfat und entfernt das Losungsmittel im
Vakuum. Das Rohprodukt wird flashchromatographisch gereinigt (SaulengroBe:
25 x 10 cm, 790 g Kieselgel, Laufmittel: PE:EtOAc = 10:1).

Ausbeute: 122 g (348 mmol, 70 %), Lit.:'"> 84 %; gelbes Ol; [a]Z =62 (¢ = 1.0, CHCl5),
Lit:'” [a] ¥ =-65 £ 0.5 (c = 2.679, CHCl3); R;= 0.33 (PE:EtOAc = 5:1).

200 MHz-1H-NMR (CDCI3): & [ppm] = 7.33-7.23 (m, 5H, Ph), 5.50 (d, 1H, *J;,=5.4 Hz,
Gal-1), 4.61-4.46 (m, 3H, Gal-3, CH,Ph), 4.28-4.19 (m, 2H, Gal-2, Gal-4), 3.99 (m., 1H,
Gal-5), 3.71-3.55 (m, 2H, Gal-6a, Gal-6b), 1.49, 1.41, 1.29, 1.27 (4 x s, 12H, CH3).

50.3 MHz-"*C-NMR (BB, CDCl3): & [ppm] = 138.3 (Phiys,), 128.3, 127.7, 127.6 (5 x Ph,,.,),
109.2, 108.6 (2 x C(CHs),), 96.4 (Gal-1), 73.3 (CH,Ph), 71.2, 70.7, 70.6, 68.9, 66.9 (Gal-2,
Gal-3, Gal-4, Gal-5, Gal-6), 26,1, 26,0, 25.0, 24.5 (4 x CH3).

C19H2606 (350.4)

179" J. Stanek, A. Sele, R. Jaques, A. Rossi, Helv. Chim. Acta 1972, 55, 434-446.
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6-O-Benzyl-a,B-D-galactopyranose (35)'*°

Eine Losung von 122 g (348 mmol) 6-O-Benzyl-1,2:3,4-di-O-isopropyliden-a-D-galacto-
pyranose (34) in 800 ml 60%iger Essigsdure wird 5 h bei 80-90 °C geriihrt. AnschlieBend
destilliert man das Essigsdure-Wasser-Gemisch i. Hochvak. ab und kodestilliert so oft mit
Toluol bis kein Essigsdure-Geruch mehr wahrnehmbar ist. Das Rohprodukt wird ohne

weitere Reinigung und ohne Charakterisierung weiter zu Verbindung 36 umgesetzt.

Rohausbeute: 94.1 g (quant.), Lit.:'"> 87 % nach Chromatographie; gelbes Ol; Ry=0.19
(EtOACc:EtOH = 10:1).
Ci3Hi306 (270.3)

1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-O-benzyl-a,B-D-galactopyranose (36)""

Eine Losung von 94.1 g (348 mmol) roher 6-O-Benzyl-a,B-D-galactopyranose (35) in
500 ml Pyridin wird auf 0 °C abgekiihlt. Nach Zugabe von 250 mg 4-Dimethylaminopyridin
tropft man unter Riihren 250 ml Essigsdureanhydrid hinzu, entfernt die Kiihlung und riihrt
weitere 15h bei Raumtemperatur. Die Reaktionsmischung wird von Pyridin und
iiberschiissigem Essigsdureanhydrid i. Hochvak. befreit und sechsmal mit je 50 ml Toluol
kodestilliert. Das Rohprodukt 16st man in 500 ml Dichlormethan und wischt diese Losung
dreimal mit je 150 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung. Die organische Phase
wird mit Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel i. Vak. entfernt und der Riickstand
flashchromatographisch gereinigt (Sdulengréfe: 25 x 10 cm, 790 g Kieselgel, Laufmittel:
PE:EtOAc =4:1). Dadurch wird eine Fraktion reines a-Anomer sowie eine Fraktion eines

o,B-Gemischs erhalten.

Gesamtausbeute: 121 g (276 mmol, 79 %, bezogen auf 34), Lit.:'"> 85 % (74 %, bezogen
auf 34).

a,B-Gemisch: 110 g (251 mmol, 72 % bezogen auf 34); gelbes Ol; R; (a-Anomer) = 0.37
(PE:EtOAc = 2:1), R;(B-Anomer) = 0.35 (PE:EtOAc = 2:1).

a-Anomer: 11 g (25.1 mmol, 7 %, bezogen auf 34); gelbes Ol; [a] ;; = 64 (c = 1.0, CHCL3).
200 MHz-"H-NMR (CDCl3): & [ppm] = 7.35-7.24 (m, 5H, Ph), 6.34 (d, 1H, *J,, =2.4 Hz,
Gal-1), 5.54 (sp, 1H, Gal-4), 5.31-5.29 (m, 2H, Gal-2, Gal-3), 4.53, 4.37 (2 xd, 2H,
2 % “Jgem = 12.2 Hz, CH,Ph), 4.27 (t, 1H, *J54 = 6.9 Hz, Gal-5), 3.52-3.36 (m, 2H, Gal-6a,
Gal-6b), 2.12,2.03, 1.99, 1.97 (4 x s, 12H, CH3).
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50.3 MHz-">C-NMR (BB, CDCl3): & [ppm] = 170.1, 169.9, 169.1 (4 x C=0), 137.4 (Phips,),
128.5, 127.94, 127.89 (5 x Ph,,,), 89.9 (Gal-1), 73.6 (CH,Ph), 70.1, 67.9, 67.6, 67.3, 66.7
(Gal-2, Gal-3, Gal-4, Gal-5, Gal-6), 20,9, 20,7, 20.6, 20.5 (4 x CHs).

C1Ha6010 (438.4)

2,3,4-Tri-O-acetyl-6-O-benzyl-a, -D-galactopyranose (37)'°

Zu einer Losung von 121 g (276 mmol) 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-O-benzyl-a.,[3-D-galacto-
pyranose (36) in 900 ml N,N-Dimethylformamid gibt man unter einer Argonatmosphire
38.1 g (414 mmol) Hydrazinacetat hinzu und rithrt 3 h. AnschlieBend wird die
Reaktionsmischung von N,N-Dimethylformamid i. Hochvak. befreit und viermal mit je
50 ml Toluol kodestilliert. Das Rohprodukt 16st man in 600 ml Dichlormethan und wischt
diese Losung nacheinander mit 100 ml Wasser, zweimal mit je 150 ml einer ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung und zuletzt mit 100 ml Wasser. Die organische Phase
wird mit Magnesiumsulfat getrocknet, die Losungsmittel i. Vak. entfernt und der Riickstand
flashchromatographisch gereinigt (Saulengrofe: 25 x 10 cm, 790 g Kieselgel, Laufmittel:
PE:EtOAc=3:1). Ohne Charakterisierung wird Verbindung 37 umgehend zum

Trichloracetimidat 23 umgesetzt.

Ausbeute: 76.6 g (193 mmol, 70 %), Lit.:''® 69 %; gelbes Ol; R;= 0.45 (PE:EtOAc = 1:1).
C1oH2400 (396.4)

2,3,4-Tri-O-acetyl-6-O-benzyl-o.,p-D-galactopyranosyltrichloracetimidat (23)**

(o, B-Acs-6-Bn-Gal-Trichloracetimidat)

Man 16st 76.6 g (193 mmol) 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-O-benzyl-a.,-D-galactopyranose (37) in
500 ml absol. Dichlormethan und gibt unter einer Argonatmosphire 38.7 ml (55.7 g,
386 mmol) Trichloracetonitril hinzu. AnschlieBend werden 20 Tropfen 1,8-Diaza-
bicyclo[5.4.0]undec-7-en zugegeben. Die sich braun firbende Losung wird 4 h geriihrt. Man
entfernt Dichlormethan und {berschiissiges Trichloracetonitril i. Vak. und reinigt das
Rohprodukt flashchromatographisch (Sdulengréfie: 25 x 10 em, 790 g Kieselgel, Laufmittel:
Cyclohexan:EtOAc: R,=0.11 mit 0.3 % Triethylamin). Dadurch wird eine Fraktion reines
a-Anomer sowie eine Fraktion eines o,B-Gemischs erhalten. Das a-Anomer 16st man in

150 ml Ethylacetat und gibt so lange Cyclohexan hinzu, bis das Produkt kristallin ausfallt.

Gesamtausbeute: 86.3 g (160 mmol, 83 %), Lit.:'"” 86 %.
o,B-Gemisch: 24.6 g (45.5 mmol, 24 %); farbloser Feststoff; R;(a-Anomer)=0.55
(PE:EtOAc = 1:1), Ry (B-Anomer) = 0.50 (PE:EtOAc = 1:1).
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a-Anomer: 61.7 g (114 mmol, 59 %); farblose Kristalle; Schmp.: 130 °C, Lit.:"*127 °C;
[@]Z =78 (c=1.0, CHCL), Lit.:'"™ [a]Z =75.6 (c=1.0, CHCL), Lit:'"" [a]" =68.7
(¢ =0.38, CHCl;).
200 MHz-"H-NMR (CDCl;): & [ppm] = 8.60 (s, 1H, NH), 7.34-7.21 (m, 5H, Ph), 6.56 (d,
1H, *J1, = 3.4 Hz, Gal-1), 5.62 (dd, 1H, *J54=2.9 Hz, *J, 5= 1.0 Hz, Gal-4), 5.41 (dd, 1H,
3J3=10.7 Hz, *J54=2.9 Hz, Gal-3), 5.31 (dd 1H, *Ji2=3.4 Hz, *J»5=10.7 Hz, Gal-2),
4.52 (d, 1H,’Jgem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.41-4.34 (m, 2H, CH,Ph, Gal-5), 3.56-3.39 (m, 2H,
Gal-6a, Gal-6b), 2.03, 2.00, 1.99 (3 x s, 9H, CH3).
50.3 MHz->C-NMR (GASPE, CDCl3): & [ppm]=170.1, 170.0, 169.9 (3 x C=0), 161.0
(C=NH), 137.4 (Phis,), 128.4, 127.9, 127.8 (5 x Ph,,,), 93.7 (Gal-1), 73.4 (CH,Ph), 70.1,
67.8, 67.7, 67.2 (Gal-2, Gal-3, Gal-4, Gal-5), 67.1 (Gal-6), 20.7, 20.6 (3 x CH3).
Bei der verwendeten Probenkonzentration (25 mg in 0.6 ml CDCls) geht das Signal fiir CCl;
im Rauschen unter.
C21H24CI3NOy (540.8) ber.. C46.64 H4.47 N2.59

gef: C46.67 H4.46 N.2.55

5.2.3 Die Synthese des Neuraminsaure-Bausteins

Methyl-5-acetamido-2,4,7,8,9-penta-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a.,-D-galacto-
non-2-ulopyranosonat (39)*%:1#1:122

(a,B-Acs-NeuSAcCOOMe)

Eine Mischung aus 20.8 g (67.2 mmol) N-Acetyl-D-neuraminsdure (38) und 12 g saurem
Tonenaustauscher Dowex” 50WX8-200 in 800 ml Methanol wird 15h geschiittelt.
AnschlieBend filtriert man den Ionenaustauscher ab, entfernt das Losungsmittel i. Vak., 1ost
das Rohprodukt in 500 ml Pyridin und tropft langsam 250 ml Essigsdureanhydrid zu. Die
Reaktionsmischung wird von Pyridin und tiberschiissigem Essigsdureanhydrid i. Hochvak.
befreit und zweimal mit je 100 ml Toluol kodestilliert. Das Rohprodukt 16st man in 300 ml
Dichlormethan und wiéscht diese Losung nacheinander mit 100 ml 1 M Salzsdure, zweimal
mit je 100 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und zuletzt mit 50 ml einer ges.
Natriumchlorid-Lésung. Die organische Phase wird mit Magnesiumsulfat getrocknet, das
Losungsmittel i. Vak. entfernt und der Riickstand flashchromatographisch gereinigt
(SéulengroBe: 22x 10 cm, 700 g Kieselgel, Laufmittel: Cyclohexan:EtOAc: Ry=0.14).
Dadurch wird eine Fraktion reines -Anomer sowie eine Fraktion eines o,B-Gemischs

erhalten.

180 G. Hummel, R. R. Schmidt, Pol. J. Chem. 1999, 73, 941-954.
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Gesamtausbeute: 28.6 g (53.6 mmol, 80 %), Lit.:'** 88 %.

o,B-Gemisch:  254¢g  (47.6 mmol, 71 %);  farbloser = amorpher  Feststoff;
Ry (a-Anomer) = 0.34 (EtOAc), Ry (B-Anomer) = 0.30 (EtOAc).

B-Anomer: 3.20 g (6.00 mmol, 9 %); farbloser amorpher Feststoff; [a]3 =-29 (c= 1.0,
CHCly), Lit.:"* [@] 2 *? = =32 (¢ = 1, CHCL).

400 MHz-"H-NMR ('H-'H-COSY, CDCl;): & [ppm]=5.44 (dy, 1H, >Jnus=9.4 Hz,
Sia-NH), 5.34 (d, 1H, *J=3.9 Hz, Sia-7), 5.21 (m,, 1H, Sia-4), 5.03 (m., 1H, Sia-8), 4.46
(dd, 1H, *Jg0a = 2.3 Hz, “Joa0p = 12.5 Hz, Sia-9a), 4.11-4.06 (m, 3H, Sia-5, Sia-6, Sia-9b),
3.76 (s, 3H, COOCH3), 2.51 (dd, 1H, *Jsaqzax = 13.7 Hz, *Jaaqa = 5.1 Hz, Sia-34), 2.113,
2.109 (2 x s, 6H, CH3), 2.05 (m,, 1H, Sia-3.y), 2.03 (s, 3H, CH3), 2.00 (s, 6H, CH3), 1.86 (s,
3H, CH3).
75.5 MHz->*C-NMR (HMQC, HMBC, CDCls), 50.3 MHz-C-NMR (DEPT, BB, CDCl;):
S[ppm] = 171.0, 170.6, 170.3, 170.2, 168.2 (6 x C=0%°), 166.3 (Sia-1), 97.5 (Sia-2), 72.8
(Sia-6), 71.4 (Sia-8), 68.3 (Sia-4), 67.8 (Sia-7), 62.1 (Sia-9), 53.2 (COOCHj3), 49.3 (Sia-5),
35.9 (Sia-3), 23.1, 20.9, 20.8, 20.7 (6 x CH3"°).
FD-MS, positiv [m/z] = 535.0 (100 %, [M + H]", ber.: 534.2), 474.9 (8 %, [M — COOCHj3]",
ber.: 474.2).
CxH3NO4 (533.5) ber.. C49.53 H5.86 N2.63

gef: C49.37 H592 N.242

O-Ethyl-S-[methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-
galacto-non-2-ulopyranosyl)onat]dithiocarbonat (13)**°

(a-Acs-NeuSAcCOOMe-Xan)

Zu einer Losung von 27.9 g (52.3 mmol) a,B-Acs-NeuSAcCOOMe (39) in 200 ml
Dichlormethan wird bei 0 °C 50 ml Acetylchlorid und dann 5 ml konz. Salzsdure zugetropft.
Anschlieffend entfernt man die Kiihlung und riihrt den Ansatz 15 h bei Raumtemperatur.
Die Reaktionsmischung wird von Dichlormethan und {iberschiissigem Acetylchlorid i. Vak.
befreit und viermal mit je 40 ml Toluol kodestilliert. Das als Rohprodukt quantitativ
erhaltene Neuraminsdurechlorid 40 wird unter einer Argonatmosphire in 250 ml absol.
Ethanol gelost und mit 12.6 g (78.6 mmol) Kaliumxanthogenat versetzt. Man riihrt die
Reaktionsmischung 15 h unter Lichtausschluss und unter einer Argonatmosphére und
destilliert anschlieBend das FEthanol i. Vak. ab. Das Rohprodukt wird in 300 ml
Dichlormethan aufgenommen und diese Losung dreimal mit je 100 ml Wasser gewaschen.
Man trocknet die organische Phase mit Magnesiumsulfat, entfernt das Losungsmittel i. Vak.

und reinigt das Rohprodukt flashchromatographisch (SaulengroBe: 25 x 10 cm, 790 g
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Kieselgel, Laufmittel: Cyclohexan:EtOAc: Ry= 0.09). Das so erhaltene Produkt 13 ist zu ca.
10 % (durch NMR-Spektroskopie bestimmt) mit seinem Eliminierungsprodukt 41
verunreinigt, welches sich flashchromatographisch nicht vollstindig abtrennen ldsst. Da
dieses Eliminierungsprodukt Sialylierungen aber nicht beeinflusst, kann auf eine
aufwendige Trennung verzichtet werden. Fiir die Analytik wurden 150 mg reines Produkt
durch eine priaparative RP-HPLC erhalten (R, = 64.1-68.5 min, Sdule B, Gradient A).

Ausbeute: 20.9 g (35.1 mmol, 67 %, das Eliminierungsprodukt ist bereits herausgerechnet),
Lit.:"" 71 %; farbloser amorpher Feststoff; [a] 2 =87 (c=1.0, CHCl), Lit.:'"
[@]X** =79 (¢c=1, CHCl3) Lit.:"™" [a]f =84.7 (¢=1.0, CHCl3); R;=0.29 (EtOAc);
R, =26 min (Sdule A, Gradient B).
400 MHz-'"H-NMR ('H-'"H-COSY, CDCl3): & [ppm]=5.45 (d, 1H, °Jxus=9.8 Hz,
Sia-NH), 5.30-5.24 (m, 2H, Sia-7 {5.29}, Sia-8 {5.25}), 4.85 (dt, 1H, *J3q4=4.3 Hz,
3 Jsaxa = Jas = 10.6 Hz, Sia-4), 4.77 (dq, 1H, *J,ic = 7.0 Hz, *Jygem = 10.6 Hz, CH,,CH3), 4.55
(dd, 1H, *Js6=10.6 Hz, *Js7 = 1.2 Hz, Sia-6), 4.50 (dq, 1H, *Jiic = 7.0 Hz, *Jyem = 10.6 Hz,
CH,CHs), 4.30 (dd, 1H, *Js0.=2.7Hz, “Joaop=12.5Hz, Sia-9a), 4.16 (dd, I1H,
3Jgob = 5.5 Hz, “Joa0p = 12.5 Hz, Sia-9b), 4.01 (q, 1H, *Jus5 ="Js = "Juus = 10.2 Hz, Sia-5),
3.77 (s, 3H, COOCH3), 2.59 (dd, 1H, *J34q30x = 12.9 Hz, *J3344 = 4.3 Hz, Sia-3;,), 2.11, 2.09
(2xs, 6H, CH3"), 2.00 (s,, 7H, Sia-3,, CH;™), 1.87 (s, 3H, CH;™), 1.34 (t, 3H,
3Juie = 7.0 Hz, CH,CH3).
100.6 MHz-">C-NMR (HMQC, HMBC, CDCl3), 75.5 MHz-">C-NMR (DEPT, BB, CDCl5):
S[ppm] =207.1 (C=S), 170.8, 170.5, 170.19, 170.16, 170.0 (5 x C=0"°), 168.6 (Sia-1),
86.5 (Sia-2), 75.1 (Sia-6), 70.4 (CH,CH3), 70.1 (Sia-8), 68.8 (Sia-4), 67.7 (Sia-7), 62.0
(Sia-9), 53.3 (COOCH;), 49.2 (Sia-5), 37.1 (Sia-3), 23.1, 21.0, 20.8, 20.73, 20.70
(5 x CH;™), 13.3 (CH,CHj3).
FD-MS, positiv [m/z] =596.9 (11 %, [M + H]", ber.: 596.1), 474.8 (100 %, [M — SCSOEt]",
ber.: 474.2).
Ca3H33NO13S; (595.6) ber.. C46.38 H5.58 N235 S10.77

gef: C46.50 HS5.18 N.224 S10.83
NMR-Daten des Eliminierungsproduktes 41:
300 MHz-"H-NMR (CDCl3): & [ppm]=5.97 (d, 1H, J54=23.3 Hz, Sia-3), 5,68 (s, 1H,
Sia-NH), 5.48-5.45 (m, 2H, Sia-7, Sia-4), 5.32 (m,, 1H, Sia-8), 4.58 (dd, 1H, *Js 0, = 3.3 Hz,
2Joaop = 12.1 Hz, Sia-9a), 4.39-4.35 (m, 2H, Sia-5, Sia-6), 4.16 (dd, 1H, *Jso, = 7.0 Hz,
2Joaos = 12.5 Hz, Sia-9b), 3.77 (s, 3H, COOCH3), 2.09, 2.05, 2.03, 2.02, 1.90 (5 x s, 15H,
CH;™).

Bl F D. Tropper, F. O. Andersson, S. Cao, R. Roy, J. Carbohydr. Chem. 1992, 11, 741-750.
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5.2.4 Die Synthese des Cyclohexylmilchsaure-Bausteins

(R)-2-Hydroxy-3-phenylpropanséure (43)'2318

Zu einer Mischung aus 50.1 g (303 mmol) D-Phenylalanin (42) und 270 ml einer 1.25 M
Schwefelsdure-Losung tropft man bei 0°C eine Losung von 41.8 g (606 mmol)
Natriumnitrit in 210 ml Wasser langsam hinzu. AnschlieBend wird die Kiihlung entfernt und
die Reaktionsmischung 15 h bei Raumtemp. geriihrt. Man extrahiert die wéassrige Phase
neunmal mit je 100 ml Diethylether, trocknet die vereinigten organischen Phasen mit
Magnesiumsulfat und entfernt das Losungsmittel im Vakuum. Das Rohprodukt wird in
100-150 ml Ethylacetat gelost und es wird so lange Hexan hinzugefiigt, bis das Produkt
kristallin ausfallt.

Ausbeute: 32.5 g (196 mmol, 65 %), Lit.:'** 70 %, Lit.:'%? 75 %; farblose Nadeln; Schmp.:
120 °C, Lit.:'® 123-124 °C, Lit.:"" 126-126.5 °C; [a]Z =20 (c= 1.0, H,0), [a]¥ =21
(c =2.0, H,0), Lit.:'" [a]® =20.8 (¢ = 2.0, H,0); R;= 0.52 (EtOAc:AcOH = 20:1).

200 MHz-"H-NMR (CD;OD): & [ppm] = 7.32-7.19 (m, 5H, Ph), 4.37 (dd, 1H, *J,;. = 8.3 Hz,
*Jyic = 4.4 Hz, CHCOOH), 3.14 (dd, 1H, *Jgm = 14.2 Hz, *Jyic = 4.4 Hz, CH,,CHCOOH),
2.93 (dd, 1H, *Jgem = 14.2 Hz, *Jiic = 8.3 Hz, CHy,CHCOOH).

50.3 MHz-"C-NMR (GASPE, CD;OD): & [ppm]=177.4 (C=0), 139.1 (Phis,), 130.8,
129.5, (2 x Ph,, 2 x Ph,,), 127.8 (Ph,), 73.0 (CHCOOH), 41.9 (CH,CHCOOH).

CoH 003 (166.2) ber.. C65.05 H6.07
gef.: C6543 H6.05

(R)-2-Hydroxy-3-phenylpropansauremethylester (44)

Eine Mischung aus 29.2 g (176 mmol) (R)-2-Hydroxy-3-phenylpropansdure (43) und 15 g
saurem lonenaustauscher Dowex® 50WX8-200 in 1.51 Methanol wird 48 h geschiittelt.
AnschlieBend filtriert man den Ionenaustauscher ab, entfernt das Losungsmittel i. Vak. und

filtriert tiber eine 5 cm dicke Kieselgelschicht (Laufmittel: Cyclohexan:EtOAc: Ry = 0.45).

Ausbeute: 31.7 g (quant.); farbloser wachsartiger Feststoff; [a]3 =7 (c= 1.0, CHCI),
[a]}F =7 (c=2.0, CHCL), Lit.:'"¥ [a] ¥ = 7.1 (¢ = 2, CHCl3); Ry= 0.24 (PE:EtOAc = 4:1).

'8 G. Bitan, C. Gilon, Tetrahedron 1995, 51, 10513-10522.
'8 R. W. Feenstra, E. H. M. Stokkingreef, R. J. F. Nivard, H. C. J. Ottenheijm, Tetrahedron 1988, 44,
5583-5595.
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300 MHz-"H-NMR (CDCl3): & [ppm] =7.31-7.19 (m, 5H, Ph), 4.44 (dd, 1H, *J.;c = 6.6 Hz,
*Jvie = 4.4 Hz, CHCOOCH;), 3.75 (s, 3H, COOCH3), 3.11 (dd, 1H, *Jgm=13.8 Hz,
Jic=44Hz, CHy,CHCOOCH;), 295 (dd, 1H, *Jem=13.8Hz, ’J,.=6.6Hz,
CH,,CHCOOCHj3), 2.77 (s, 1H, OH).
75.5 MHz-"C-NMR (DEPT, BB, CDCl;): & [ppm] = 174.5 (C=0), 136.3 (Phi,.), 129.4,
1284, (2xPh,, 2xPh,), 126.8 (Ph,), 71.2 (CHCOOCH;), 52.4 (COOCH;), 40.5
(CH,CHCOOCHj).
FD-MS, positiv [m/z] =180.5 (100 %, [M]", ber.. 180.1), 120.3 (98 %, [M—H-
COOCH;]", ber.: 120.1).
C1oH1,0; (180.2) ber.. C66.65 H6.71

gef.: C 66.78 H 6.96

(R)-2-Hydroxy-3-cyclohexylpropansauremethylester (45)

Man 16st 31.7 g (176 mmol) (R)-2-Hydroxy-3-phenylpropansduremethylester (44) in 500 ml
eines griindlich entgasten Tetrahydrofuran-Wasser-Gemischs (v:v=1:1) und gibt unter
einer Argonatmosphire 1.34 g Rhodium auf aktiviertem Aluminiumoxid (5 %) hinzu.
Anschlieend wird die Reaktionsmischung sieben Tage unter einer Wasserstoffatmosphare
geriihrt. Man filtriert den Katalysator iiber Celite® ab, entfernt die Losungsmittel i. Vak. und
reinigt das Rohprodukt flashchromatographisch (SaulengrofBe: 15 x 5.5 cm, 145 g Kieselgel,
Cyclohexan:EtOAc: Ry= 0.30).

Ausbeute: 29.2 g (157 mmol, 89 %); farblose Fliissigkeit; n, = 1.4460; [a]; =-2 (c = 1.0,
CHCL); Ry= 0.46 (PE:EtOAc = 4:1).
300 MHz-'"H-NMR (CDCl3): & [ppm] = 4.20 (m., IH, CHCOOCHj3), 3.73 (s, 3H, COOCHj),
2.66 (sv, 1H, OH), 1.79 (d», 1H, ngemZ 12.5 Hz, CH,,CHCOOCH3;), 1.64-1.44 (m, 7H,
CH,,CHCOOCHs3;, Cyclo-CH, Cyclo-CHy), 1.29-1.08 (m, 3H, Cyclo-CH;), 0.96-0.79 (m,
2H, Cyclo-CH,).
75.5 MHz-"*C-NMR (DEPT, BB, CDCl;): & [ppm] = 176.3 (C=0), 68.5 (CHCOOCH3), 52.3
(COOCH3), 42.1 (CH,CHCOOCH3), 33.9 (Cyclo-CHy), 33.6 (Cyclo-CH), 32.2, 26.4, 26.2,
26.0 (4 x Cyclo-CHa).
FD-MS, positiv [m/z] = 186.5 (100 %, [M]", ber.: 186.1).
CioH303 (186.2) ber.. C64.49 H9.74

gef: C64.26 HO9.72
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(R)-2-Trifluormethansulfonyloxy-3-cyclohexylpropansauremethylester (17)'%

Eine Losung von 29.2 g (157 mmol) (R)-2-Hydroxy-3-cyclohexylpropansduremethylester
(45) in 800 ml absol. Dichlormethan wird unter einer Argonatmosphdre bei 0 °C mit
33.0ml (56.4 g, 200 mmol) Trifluormethansulfonsdureanhydrid versetzt. AnschlieBend
tropft man innerhalb von 30 min 21.0 ml (19.4 g, 181 mmol) 2,6-Dimethylpyridin zur
Reaktionsmischung und riithrt weitere 30 min bei 0 °C. Die Reaktionslosung wird mit
300 ml einer 1 M Dikaliumhydrogenphosphat-Lésung gewaschen, die organische Phase mit
Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel i. Vak. (T <32 °C) entfernt und das
Rohprodukt flashchromatographisch gereinigt (Sdulengréfe: 30 x 8 cm, 610 g Kieselgel,
Cyclohexan:EtOAc: R;=0.50). Das Produkt 17 wird bei -30°C wunter -einer
Argonatmosphére gelagert.

Ausbeute: 45.5g (143 mmol, 91 %), Lit.:'> 86 %; farbloses Ol; [a]3 =41 (c=1.0,
CHCL); Ry=0.65 (PE:EtOAc = 8:1).
300 MHz-"H-NMR (CDCl3): & [ppm]=5.17 (dd, 1H, °*Ji.=9.2Hz, >Jy =4.0Hz,
CHCOOCH3), 3.81 (s, 3H, COOCHj3), 1.95-1.55 (m, 7H, CH,CHCOOCHj3, Cyclo-CHy),
1.39 (m., 1H, Cyclo-CH), 1.27-1.07 (m, 3H, Cyclo-CH,), 0.99-0.85 (m, 2H, Cyclo-CH,).
75.5 MHz-">*C-NMR (DEPT, BB, CDCl3): & [ppm]=168.1 (C=0), 118.4 (q, J=320 Hz,
CF3), 81.7 (CHCOOCHj3), 53.2 (COOCH3), 39.3 (CH,CHCOOCHs;), 33.4 (Cyclo-CHy),
33.2 (Cyclo-CH), 31.9, 26.1, 25.9, 25.7 (4 x Cyclo-CH,).
ESI-MS (Gerdt 2), positiv [m/z] =227.2 (100 %, [M—Tf+ CH;CN + HJ", ber.: 227.2),
186.2 (6 %, [M — Tf + H]", ber.: 186.1).
C11H7F50s5S (318.3) ber.. C41.51 H538 $10.07

gef: C40.78 H4.93 $S10.50

5.2.5 Die Synthese des Fucose-Bausteins

1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-o.,B-L-fucopyranose (47)*%

Man 16st 15.9 g (96.8 mmol) L-Fucose (46) in 240 ml Pyridin, tropft 120 ml Essigsdure-
anhydrid bei 10 °C langsam zu und riihrt weitere 15 h bei Raumtemperatur. Pyridin und
tiberschiissiges Essigsdureanhydrid werden i. Hochvak. entfernt und der Riickstand wird
viermal mit je 40 ml Toluol kodestilliert. Das Rohprodukt wird in 150 ml Dichlormethan
aufgenommen und diese Losung zweimal mit je 30 ml Wasser gewaschen. Man trocknet die
organische Phase mit Magnesiumsulfat, entfernt das Losungsmittel i. Vak. und filtriert das
Rohprodukt iiber eine 5 cm dicke Kiesegelschicht (Laufmittel: PE:EtOAc: Ry= 0.45). Das
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Produkt wird ohne weitere Charakterisierung umgehend zum Thiofucopyranosid 48

umgesetzt.

Ausbeute: 32.1 g (quant.); farbloser amorpher Feststoff; R,= 0.26 (PE:EtOAc = 2:1).
Ci14H2009 (332.3).

Ethyl-2,3,4-tri-O-acetyl-1-thio-o.,B-L-fucopyranosid (48)'%

Eine Mischung aus 32.1 g (96.6 mmol) 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-a,p-L-fucopyranose (47) und
7 g pulverformigem Molekularsieb 4 A in 500 ml absol. Dichlormethan wird unter einer
Argonatmosphdre 30 min bei Raumtemp. geriihrt. Anschlieend kiihlt man den Ansatz auf
0°C ab, gibt 8.60 ml (7.22 g, 116 mmol) Ethanthiol hinzu und tropft danach langsam
29.8 ml (34.4 g, 242 mmol) Bortrifluorid-Diethylether zur Reaktionsmischung zu. Nach
15 h Riihren bei Raumtemp. filtriert man das Molekularsieb iiber Celite® ab und gieBt das
Filtrat unter kriftigem Riihren in eine Mischung aus 300 g Eis und 300 ml einer ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung. Nach Abklingen der Gasentwicklung wird die Losung
mit festem Natriumhydrogencarbonat neutralisiert. Man trennt die Phasen und extrahiert die
wissrige zweimal mit je 100 ml Dichlormethan. Die vereinigten organischen Phasen werden
mit Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt und der Riickstand
wird flashchromatographisch gereinigt (Sdulengrofe: 43 x7.5cm, 770g Kieselgel,
PE:EtOAc: Ry=0.10). Dadurch wird eine Fraktion reines -Anomer sowie eine Fraktion

eines o,3-Gemischs erhalten.

Gesamtausbeute: 28.2 g (84.3 mmol, 87 %).

o,B-Gemisch:  23.0g (68.8 mmol, 71 %); farbloser wachsartiger Feststoff;
Ry (a-Anomer) = 0.50 (PE:EtOAc = 2:1), Ry (B-Anomer) = 0.38 (PE:EtOAc = 2:1).
a-Anomer: 200 MHz-'H-NMR (CDCl3): 8 [ppm]=5.66 (d, 1H, *J,,=4.9 Hz, Fuc-1),
5.28-5.19 (m, 3H, Fuc-2, Fuc-3, Fuc-4), 4.46 (q, 1H, Js¢ = 6.6 Hz, Fuc-5), 2.63-2.42 (m,
2H, CH,CHj3), 2.13, 2.04, 1.95 (3 x s, 9H, CH3™°), 1.23 (t, 3H, *Jic = 7.3 Hz, CH,CH3), 1.12
(d, 3H, *Js6 = 6.8 Hz, Fuc-6).

B-Anomer: 5.20 g (15.6 mmol, 16 %); farblose Kristalle; Schmp.: 78-79 °C; [a] 5 =21
(c=1.0, MeOH).

200 MHz-"H-NMR (CDCl3): & [ppm]=5.24 (dd, 1H, *J54=3.4 Hz, *Jy5s = 1.0 Hz, Fuc-4),
5.19 (t, 1H, *Jy, =">J,3=9.8 Hz, Fuc-2), 5.01 (dd, 1H, />3 =9.8 Hz, *J34 = 3.4 Hz, Fuc-3),
442 (d, 1H, *J;,=9.8 Hz, Fuc-1), 3.79 (dq, 1H, *J45=0.9 Hz, *Jss=6.3 Hz, Fuc-5),
2.79-2.61 (m, 2H, CH,CHas), 2.14, 2.03, 1.95 (3 x s, 9H, CH3*°), 1.24 (t, 3H, *Jyic = 7.6 Hz,
CH,CHs), 1.18 (d, 3H, *J5 = 6.3 Hz, Fuc-6).
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50.3 MHz-"*C-NMR (BB, CDCl;): & [ppm] = 170.6, 170.1, 169.7 (3 x C=0), 83.5 (Fuc-1),
73.2, 72.4, 70.5, 67.3 (Fuc-2, Fuc-3, Fuc-4, Fuc-5), 24.1 (CH,CH3), 20.8, 20.7, 20.6
(CH5™), 16.4, 14.7 (Fuc-6, CH,CH3).
ESI-MS (Gerit 2), positiv [m/z] =357.1 (100 %, [M + Na]", ber.: 357.1).
C14H205S (334.4) ber.: C50.29 H6.63 S9.59

gef: C50.33 H6.67 S9.51

Ethyl-1-thio-o.,-L-fucopyranosid (49)'%°

Eine Losung von 282g (84.3 mmol) Ethyl-2,3,4-tri-O-acetyl-1-thio-a,p-L-fuco-
pyranosid (48) in 400 ml Methanol wird unter Riihren so lange mit Natriummethanolat
versetzt, bis ein pH-Wert von 10 erreicht ist, und anschlieBend 15h geriihrt. Man
neutralisiert die Reaktionsmischung durch Zugabe von saurem Ionenaustauscher
Amberlyst® 15, filtriert den Ionenaustauscher ab und entfernt das Losungsmittel im
Vakuum. Das Rohprodukt wird ohne weitere Reinigung und ohne Charakterisierung

umgehend zum benzylierten Thiofucopyranosid 18 umgesetzt.

Ausbeute: 17.5 g (quant.); braunlicher amorpher Feststoff; R,= 0.23 (EtOAc).
CsHi604S (208.3)

Ethyl-2,3,4-tri-O-benzyl-1-thio-a,B-L-fucopyranosid (18)*%°
(o, 3-Bns-Fuc-SEt)

Eine Losung von 17.5 g (84.0 mmol) Ethyl-1-thio-a,B-L-fucopyranosid (49) in 400 ml
N,N-Dimethylformamid wird auf 0 °C abgekiihlt. Unter einer Argonatmosphére gibt man
portionsweise 11.8 g (295 mmol) einer 60%igen Dispersion von Natriumhydrid in
Mineraldl hinzu. Die Kiihlung wird entfernt und der Ansatz 1 h bei Raumtemp. geriihrt.
Man kiihlt erneut auf 0 °C ab und tropft 35.0 ml (50.5 g, 295 mmol) Benzylbromid in 50 ml
N,N-Dimethylformamid hinzu. AnschlieBend wird die Reaktionsmischung 15h bei
Raumtemp. geriihrt. Nach Zugabe von 20 ml Methanol wird N,N-Dimethylformamid und
iberschiissiges Benzylbromid i. Hochvak. entfernt und der Riickstand zweimal mit je 40 ml
Toluol kodestilliert. Das Rohprodukt wird in 400 ml Dichlormethan aufgenommen und die
resultierende Losung zweimal mit je 80 ml Wasser gewaschen. Man trocknet die organische
Phase mit Magnesiumsulfat, entfernt das Losungsmittel i. Vak. und reinigt den Riickstand
flashchromatographisch (Sdulengrofle: 37 x 7.5 cm, 660 g Kieselgel, PE:EtOAc: Ry=0.11).
Dadurch wird eine Fraktion reines P-Anomer sowie eine Fraktion eines a,B-Gemischs

erhalten.
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Gesamtausbeute: 25.4 g (53.1 mmol, 63 %; 55 %, bezogen auf L-Fucose), Lit.:'** 56 %
(bezogen auf L-Fucose).
o,p-Gemisch:  144¢g (30.1 mmol, 36 %); farbloser wachsartiger Feststoff;
Ry (a-Anomer) = 0.38 (PE:EtOAc = 5:1), Ry (B-Anomer) = 0.29 (PE:EtOAc = 5:1).
a-Anomer: 200 MHz-'"H-NMR (CDCl3): & [ppm] = 7.41-7.24 (m, 15H, Ph), 5.45 (d, 1H,
3Ji12= 5.4 Hz, Fuc-1), 4.97, 4.85, 475, 4.70, 4.67, 4.64 (6 xd, 6H, 3 X “Jyew= 11.7 Hz,
2x°Jeem=11.2Hz, 1x°Jyem=12.2Hz, CH,Ph), 428 (dd, 1H, °J;,=5.4Hz,
3J,3=10.3 Hz, Fuc-2), 4.18 (q, 1H, *Js¢= 6.8 Hz, Fuc-5), 3.77 (dd, 1H, *J,3=10.3 Hz,
3J3.4=2.9 Hz, Fuc-3), 3.62 (d, 1H, *J34 = 2.9 Hz, Fuc-4), 2.67-2.37 (m, 2H, CH,CH3), 1.26
(t, *Juie = 7.3 Hz, CH,CH3), 1.11 (d, 3H, *J5 = 6.8 Hz, Fuc-6).
B-Anomer: 11.0 g (23.0 mmol, 27 %); farblose Kristalle; Schmp.: 52 °C, Lit.:'* 53 °C;
[@]Z =9 (c=1.0, CHCL), [a]Z =-14.0 (c = 1.5, CH,Cl), Lit.:'*® [a]Z, =-16 (¢ =1.5,
CH,Cl,), Lit.:"* [a] 2 = 11.5 (¢ = 0.2, CHCL,).
400 MHz-"H-NMR (CDCl3): 8 [ppm] = 7.42-7.25 (m, 15H, Ph), 5.00, 4.90, 4.81, 4.78, 4.74,
470 (6xd, 6H, 4x%Jum=11.7Hz, 2x%Jgem=102Hz, CH,Ph), 4.40 (d, IH,
3J12=9.8 Hz, Fuc-1), 3.83 (t, 1H, *J1, ="/,3=9.4 Hz, Fuc-2), 3.62 (dy, 1H, *J34=2.3 Hz,
Fuc-4), 3.57 (dd, 1H, *J,3=9.0 Hz, *J54=2.7 Hz, Fuc-3), 3.48 (q, 1H, Jss=6.3 Hz,
Fuc-5), 2.82-2.67 (m, 2H, CH,CH3), 1.30 (t, 3H, *Jy. = 7.4 Hz, CH,CH3), 1.21 (d, 3H,
3J5.6 = 6.6 Hz, Fuc-6).
100.6 MHz-*C-NMR (HMQC, CDCls3) und 50.3 MHz-"C-NMR (DEPT, BB, CDCI;):
S [ppm] = 138.7, 138.5, 138.4 (3 x Phy,,), 128.5, 128.3, 128.22, 128.18, 127.70, 127.67,
127.6, 127.5 (15x Ph, ), 85.0, 84.5 (Fuc-1, Fuc-3), 78.4 (Fuc-2), 76.6 (Fuc-4), 75.7
(CH,Ph), 74.6 (Fuc-5, CH,Ph), 72.9 (CH,Ph), 24.7 (CH,CHs), 17.3 (Fuc-6), 15.0
(CH,CH3).
CaoH3404S (478.6) ber: C72.77 H7.16 S6.70

gef: C72.78 H7.11 S6.73

8 p v, Murphy, R. E. Hubbard, D. T. Manallack, R. E. Wills, J. G. Montana, R. J. K. Taylor, Bioorg. Med.
Chem. 1998, 6, 2421-2439.
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5.2.6 Die Synthese des Arabinose-Bausteins
1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-a,B-D-arabinopyranose (51)

Man 16st 12.8 g (85.3 mmol) D-Arabinose (50) in 220 ml Pyridin, tropft 110 ml Essigsédure-
anhydrid langsam zu und riihrt 5 h. Pyridin und {iberschiissiges Essigsdureanhydrid werden
1. Hochvak. entfernt und der Riickstand wird viermal mit je 40 ml Toluol kodestilliert. Das
Rohprodukt wird in 150 ml Dichlormethan aufgenommen und diese Lésung zweimal mit je
30 ml Wasser gewaschen. Man trocknet die organische Phase mit Magnesiumsulfat, entfernt
das Losungsmittel i. Vak. und filtriert das Rohprodukt iiber eine 5 cm dicke Kiesegelschicht
(Laufmittel: PE:EtOAc: R,=0.45). Das Produkt wird ohne weitere Reinigung umgehend

zum Thioarabinopyranosid 52 umgesetzt.

Ausbeute: 27.1 g (quant.), o:p=1:1 (durch NMR-Spektroskopie bestimmt); gelbes Ol;
Ry=0.27 (PE:EtOAc = 2:1).

Charakteristische NMR-Signale zur Bestimmung des Anomerenverhéltnisses:

300 MHz-'"H-NMR (CDCl3): 8 [ppm] =6.31 (d, 1H, *J1, =2.4 Hz, Ara-174""™") 563 (d,
1H, *J15 = 7.3 Hz, Ara-1%4"m"),

Ci3H1509 (318.3).

Ethyl-2,3,4-tri-O-acetyl-1-thio-o.,p-D-arabinopyranosid (52)"

Eine Mischung aus 27.1 g (85.1 mmol) 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-a,3-D-arabinopyranose (51)
und 5 g pulverformigem Molekularsieb 4 A in 300 ml absol. Dichlormethan wird unter einer
Argonatmosphére 15 min geriihrt. Anschlieend kiihlt man den Ansatz auf —30 °C ab, gibt
9.50 ml (7.98 g, 129 mmol) Ethanthiol hinzu und tropft danach langsam 26.4 ml (30.5 g,
215 mmol) Bortrifluorid-Diethylether zur Reaktionsmischung zu. Nach 15 h Riihren bei
—30 °C filtriert man das Molekularsieb iiber Celite™ ab und gieBt das Filtrat unter kriftigem
Riihren in eine Mischung aus 300 g Eis und 300 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-
Losung. Nach Abklingen der Gasentwicklung wird die Losung mit festem
Natriumhydrogencarbonat neutralisiert. Man trennt die Phasen und extrahiert die wissrige
zweimal mit je 100 ml Dichlormethan. Die vereinigten organischen Phasen werden mit
Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt und der Riickstand
wird flashchromatographisch gereinigt (Sdulengrofe: 22x9.5cm, 630g Kieselgel,
Cyclohexan:EtOAc: R;= 0.06). Dadurch wird eine Fraktion reines o-Anomer sowie eine
Fraktion eines o,B-Gemischs erhalten. AuBerdem gewinnt man nicht umgesetzte

1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-f-D-arabinopyranose (51p) zuriick.
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Gesamtausbeute: 12.8 g (40.0 mmol, 47 %), Lit.:"® 49 %.
Zuriickgewonnene 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-f-D-arabinopyranose (51p): 10.8 g (33.9 mmol,
40 %).
a,B-Gemisch: 12.0g (37.4mmol, 44 %); farbloses Ol; R/ (B-Anomer)=0.49
(PE:EtOAc = 2:1), Ry (a-Anomer) = 0.42 (PE:EtOAc = 2:1).
a-Anomer: 818 mg (2.55 mmol, 3 %); farbloses Ol; [a];; =4 (¢ = 1.0, CHCl5).
400 MHz-'H-NMR ('H-'"H-COSY, CDCI3): & [ppm] =525 (m., 1H, Ara-4), 5.19 (t, 1H,
3J12=">J3=8.8 Hz, Ara-2), 5.03 (dd, 1H, /3 = 8.8 Hz, *J54 = 3.3 Hz, Ara-3), 4.48 (d, 1H,
3J12=18.6 Hz, Ara-1), 4.06 (dd, 1H, *J4s, = 3.5 Hz, *Jsu50 = 12.9 Hz, Ara-5a), 3.63 (dd, 1H,
3Jaso=2.0 Hz, “Jsu50=12.9 Hz, Ara-5b), 2.75-2.60 (m, 2H, CH,CH3), 2.10, 2.04, 2.00
(3 x s, 9H, CH;™), 1.24 (t, 3H, Jyic = 7.6 Hz, CH,CH3).
50.3 MHz-">C-NMR (BB, CDCl;): & [ppm] = 170.3, 170.0, 169.6 (3 x C=0), 83.9 (Ara-1),
70.8, 68.2, 67.9, 66.1 (Ara-2, Ara-3, Ara-4, Ara-5), 24.5 (CH,CHs;), 20.9, 20.8, 20.7
(CH5™), 14.8 (CH,CHy).
Ci13H2007S (320.4) ber.. C48.74 H6.29 S10.01

gef.: C48.67 H6.33 S10.04

Ethyl-1-thio-o,B-D-arabinopyranosid (53)"

Eine Losung von 28.5g (89.0 mmol) Ethyl-2,3,4-tri-O-acetyl-1-thio-a,p-D-arabino-
pyranosid (52) in 400 ml Methanol wird unter Riihren so lange mit Natriummethanolat
versetzt, bis ein pH-Wert von 10 erreicht ist und anschlieBend 15h geriihrt. Man
neutralisiert die Reaktionsmischung durch Zugabe von saurem Ionenaustauscher
Amberlyst® 15, filtriert den Ionenaustauscher ab und entfernt das Losungsmittel im
Vakuum. Das Rohprodukt wird ohne weitere Reinigung und ohne Charakterisierung

umgehend zum benzylierten Thioarabinopyranosid 19 umgesetzt.

Ausbeute: 17.3 g (quant.), Lit.:"* quant.; gelbes Ol; Ry=0.43 (CH,Cl,:MeOH = 5:1).
C7H1404S (194.3)

Ethyl-2,3,4-tri-O-benzyl-1-thio-a,B-D-arabinopyranosid (19)™
(o, p-Bns-Ara-SEt)

Eine Losung von 17.3 g (89.0 mmol) Ethyl-1-thio-a.,3-D-arabinopyranosid (53) in 500 ml
N,N-Dimethylformamid wird auf 0 °C abgekiihlt. Unter einer Argonatmosphdre gibt man
portionsweise 12.5g (313 mmol) einer 60%igen Dispersion von Natriumhydrid in

Mineraldl hinzu. Die Kiihlung wird entfernt und der Ansatz 1 h bei Raumtemp. geriihrt.
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Man kiihlt erneut auf 0 °C ab und tropft 37.0 ml (53.4 g, 312 mmol) Benzylbromid in 50 ml
N,N-Dimethylformamid hinzu. AnschlieBend wird die zéhe Reaktionsmischung 15 h bei
Raumtemp. geriihrt. Nach Zugabe von 50 ml Methanol wird N,N-Dimethylformamid und
iberschiissiges Benzylbromid i. Hochvak. entfernt und der Riickstand viermal mit je 40 ml
Toluol kodestilliert. Das Rohprodukt wird in 300 ml Dichlormethan aufgenommen und die
resultierende Losung dreimal mit je 100 ml Wasser gewaschen. Man trocknet die organische
Phase mit Magnesiumsulfat, entfernt das Losungsmittel 1. Vak. und reinigt den Riickstand
flashchromatographisch (Sdulengréfie: 22 x 9.5 cm, 630 g Kieselgel, Cyclohexan:EtOAc:
Ry=0.11). Dadurch wird eine Fraktion reines o-Anomer sowie eine Fraktion eines

a,B-Gemischs erhalten.

Gesamtausbeute: 32.3 g (69.5 mmol, 78 %), Lit.:"’ 88 %.
a,B-Gemisch: 18.2 g (39.2 mmol, 44 %); schwach gelbes Ol; R;(a-Anomer) = 0.32
(PE:EtOAc = 5:1), Ry (B-Anomer) = 0.43 (PE:EtOAc = 5:1).
a-Anomer: 14.1 g (30.3 mmol, 34 %); farbloser amorpher Feststoff; [a]7 =21 (c= 1.0,
CHCly), Lit.:"*" [a]Z =20.4 (¢ = 1.00, CHCl;).
400 MHz-'"H-NMR ('H-'H-COSY, CDCl3): & [ppm] = 7.38-7.26 (m, 15H, Ph), 4.78 (d, 1H,
*Jeem = 11.0 Hz, CH,Ph), 4.71 (d, 1H, “Jygem = 11.0 Hz, CH,Ph), 4.70 (d, 1H, *Jgem = 12.5 Hz,
CH,Ph), 4.63-4.60 (m, 3H, CH,Ph), 4.59 (d, 1H, *J,,=7.0 Hz, Ara-1), 4.18 (dd, 1H,
3Jusa=15.1Hz, *Jsusp = 12.1 Hz, Ara-5a), 3.83 (t, 1H, *J,, =>J,3 = 7.1 Hz, Ara-2), 3.78 (m,,
1H, Ara-4), 3.61 (dd, 1H, *Jo3 = 7.4 Hz, °J34= 3.5 Hz, Ara-3), 3.36 (dd, 1H, J, 5, = 2.0 Hz,
2Jsaso = 12.1 Hz, Ara-5b), 2.79-2.64 (m, 2H, CH,CH3), 1.30 (t, 3H, *Jyic = 7.4 Hz, CH,CH:).
100.6 MHz-"C-NMR (HMQC, BB, CDCl3): & [ppm]=138.3, 138.2 (3 x Phipy), 128.4,
128.2, 127.9, 127.8, 127.7, 127.6 (15 x Ph,,,,), 84.7 (Ara-1), 79.3 (Ara-3), 78.0 (Ara-2),
74.6 (CH,Ph), 72.3 (Ara-4), 72.2, 71.0 (2 x CH,Ph), 63.9 (Ara-5), 25.3 (CH,CH3), 15.1
(CH,CH3).
Charakteristisches NMR-Signal fiir das f-Anomer:
300 MHz-'H-NMR (CDCl3): 8 [ppm] =5.22 (d, 1H, *J,, = 3.9 Hz, Ara-1).
FD-MS, positiv [m/z] =928.3 (28 %, [2M]", ber.: 928.4), 464.9 (100 %, [M + HJ", ber.:
465.2), 404.0 (2 %, [M — SCH,CH; + H]", ber.: 404.2).
CasH3,04S (464.6) ber.. C72.38 H6.94 S6.90

gef: C72.38 H7.07 S7.03
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5.2.7 Die Synthese des L-Galactose-Bausteins
2,3,5,6-Tetra-O-acetyl-L-galactono-1,4-lacton (55)**!

Zu einer Losung von 45.3 g (254 mmol) L-Galactono-1,4-lacton (54) in 400 ml Pyridin
tropft man bei 0 °C 200 ml Essigsdureanhydrid hinzu und riihrt den Ansatz 5 h bei Raum-
temperatur. Pyridin und {liberschiissiges Essigsdureanhydrid werden 1. Hochvak. entfernt und
der Riickstand wird viermal mit je 50 ml Toluol kodestilliert. Das Rohprodukt wird in
300 ml Dichlormethan aufgenommen und diese Losung dreimal mit je 70 ml einer ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen. Man trocknet die organische Phase mit
Magnesiumsulfat und entfernt das Dichlormethan im Vakuum. Das Rohprodukt ist
ausreichend rein und wird direkt weiter umgesetzt. Fiir die Analytik werden 100 mg

flashchromatographisch gereinigt.

Ausbeute: 88.0 g (quant.), Lit.:"*" 83 % (nach Umkristallisation aus absol. Ethanol oder
Toluol); gelbes Ol; R,= 0.43 (PE:EtOAc = 1:1).
300 MHz-"H-NMR (CDCl3): & [ppm] =5.57 (d, 1H, *J,3=7.3 Hz, L-Gal-2), 5.40 (t, 1H,
h3="J34=70Hz, L-Gal-3), 530 (m., 1H, L-Gal-5), 4.56 (dd, 1H, °J54=7.0 Hz,
3Jus=2.9 Hz, L-Gal-4), 4.31 (dd, 1H, *J5¢, = 5.5 Hz, “Jea6o = 11.8 Hz, L-Gal-6a), 4.20 (dd,
1H, *Js 6o = 6.6 Hz, *Jga60 = 11.8 Hz, L-Gal-6b), 2.15, 2.13, 2.09, 2.05 (4 x s, 12H, CHs).
75.5 MHz-"*C-NMR (BB, CDCl;): & [ppm] = 170.3, 169.8, 169.7, 169.3, 168.0 (4 x C=0",
L-Gal-1), 77.3, 72.1, 71.9, 68.2 (L-Gal-2, L-Gal-3, L-Gal-4, L-Gal-5), 61.6 (L-Gal-6), 20.6
(2 x CH3), 20.4, 20.3 (2 x CH3).
ESI-MS (Geridt 2), positiv [m/z] =7152 (4 %, [2M + Na]", ber.: 715.2), 369.1 (100 %,
[M + Na]", ber.: 369.1).
C14sH15010 (346.3) ber.. C48.56 H5.24

gef: C48.96 HS5.34

2,3,5,6-Tetra-O-acetyl-a,B-L-galactofuranose (56)

Zu einer Losung von 91.0 ml (71.9 g, 946 mmol) Boran-Dimethylsulfid in 100 ml absol.
Dichlormethan tropft man bei 0 °C und unter einer Argonatmosphidre 208 ml (132 g,
1.88 mol) 2-Methyl-but-2-en hinzu. Nach 2 h Riihren bei 0 °C werden 88.0 g (254 mmol)
2,3,5,6-Tetra-O-acetyl-L-galactono-1,4-lacton (55) in 150 ml absol. Dichlormethan
innerhalb von 2 h zugetropft. AnschlieBend erwidrmt man den Ansatz auf Raumtemp., riihrt
15 h, gibt dann langsam 150 ml Wasser zur Reaktionsmischung hinzu und entfernt die
Losungsmittel im Vakuum. Um Bor-Reste als Trimethylborat destillativ zu entfernen, wird
der Riickstand dreimal mit je 300 ml Methanol kodestilliert. Das Rohprodukt wird
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flashchromatographisch ~ gereinigt  (Sdulengréfle: 30x10cm, 950g Kieselgel,
Cyclohexan:EtOAc: Ry= 0.13) und direkt weiter zu L-Galactose (57) umgesetzt.

Ausbeute: 79.4 g (228 mmol, 90 %); schwach gelbes Ol; R;= 0.24 (PE:EtOAc = 1:1).
ESI-MS (Gerdt 1), positiv [m/z] =719.4 (32 %, [2M + Na]", ber.: 719.2), 371.3 (100 %,
[M + Na]", ber.: 371.1), 387.3 (19 %, [M + K], ber.: 387.1).

Ci14H20010 (348.3)

L-Galactose (57)

Eine Losung von 79.4 g (228 mmol) 2,3,5,6-Tetra-O-acetyl-a,p-L-galactofuranose (56) in
600 ml Methanol wird so lange mit festem Natriummethanolat versetzt, bis ein pH-Wert
von 10-11 erreicht ist. Nach 15 h Riihren neutralisiert man den Ansatz mit Amberlyst® 15,
filtriert den lonenaustauscher ab und entfernt das Losungsmittel im Vakuum. Das Produkt

wird aus Methanol umkristallisiert.

Ausbeute: 34.9 g (194 mmol, 85 %); farbloser Feststoff, Schmp.: 165-166 °C, Lit.:'®
166-167 °C; [a] ¥ =—77 (¢ = 1.0, H,0, nach 1 h), Lit.:'"* [a]% =-80 (c = 4.0, H,0, nach
Einstellung des Gleichgewichts), Lit:'" [a]2 =-80+2 (c=5.0, H,O, nach 24 h);
Ry=0.37 (CH,Cl,:MeOH:H,0 = 4:2.5:0.5).

ESI-MS (Gerdt 1), positiv [m/z] =540.5 (16 %, [3M+H]", ber.:541.2), 399.3 (6 %,
[2M + K], ber.: 399.1), 383.3 (100 %, [2M + Na]", ber.: 383.1), 219.1 (12 %, [M + K],
ber.: 219.0), 203.1 (48 %, [M + Na]", ber.: 203.1).

CeH 1206 (180.2) ber.. C40.00 H6.71
gef.: C3991 H6.87

1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-a,B-L-galactopyranose (58a und 58b)**® und
1,2,3,5,6-Penta-O-acetyl-a,B-L-galactofuranose (58c und 58d)

Eine Mischung aus 8.10g (98.8 mmol) wasserfreiem Natriumacetat und 125 ml
Essigsdureanhydrid wird zum Sieden erhitzt. Dazu gibt man portionsweise 8.72 g
(48.4 mmol) L-Galactose (57) und rithrt den Ansatz 15 min. AnschlieBend wird
tiberschiissiges Essigsdureanhydrid i. Hochvak. entfernt, einmal mit 100 ml Toluol
kodestilliert und der Riickstand in 200 ml Dichlormethan aufgenommen. Man wéscht die

organische Phase viermal mit je 150 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung,

'8 Fluka-Katalog, Laborchemikalien und analytische Reagenzien 2005/06, 864-865.
"% T. Araki, J. Chem. Soc. Jpn. (Nippon Kagaku Kaishi) 1938, 59, 424-432.
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trocknet sie mit Magnesiumsulfat und entfernt das Losungsmittel im Vakuum. Das
Rohprodukt wird flashchromatographisch gereinigt (Sdulengrofe: 15x7.5cm, 270 g
Kieselgel, Cyclohexan:EtOAc: Ry= 0.08), wodurch ein Gemisch aller vier Isomere erhalten
wird (B(Pyr):a(Pyr):B(Fur):a(Fur) = 56:10:18:16, durch NMR-Spektroskopie bestimmt).
Man 16st das Isomerengemisch in Ethylacetat und gibt so viel Cyclohexan hinzu bis
1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-B-L-galactopyranose (58b) kristallin ausfallt. Die drei anderen
Isomere bleiben dabei fast vollstindig in Losung. Die Mutterlauge wird eingeengt und durch
Zugabe von Cyclohexan werden weitere Mengen an peracetylierter [B-L-Galacto-
pyranose 58b gewonnen. Man wiederholt diesen Vorgang noch zweimal. Um fiir die
Analytik das vollstindig isomerenreine Produkt zu erhalten, werden 100 mg der oben
gewonnenen peracetylierten -L-Galactopyranose 58b nochmals aus einem Ethylacetat-
Cyclohexan-Gemisch umkristallisiert. Die in der Mutterlauge iibrig gebliebenen drei
unerwiinschten peracetylierten Isomere werden mit Natriummethanolat in Methanol
(pH = 10-11) deacetyliert. Nach anschlieBender Umkristallisation aus Methanol erhdlt man

so die wertvolle L-Galactose (57) wieder zurtick.

Charakteristische NMR-Signale zur Bestimmung des Isomerenverhdltnisses der
peracetylierten Isomere: 300 MHz-' H-NMR (CDCl3): & [ppm] = 6.33 (s, 1H, L-Gal-1*""),
6.28 (d, 1H, *Ji,=48Hz, L-Gal-1*™), 6.14 (s,, 1H, L-Gal-1"™"), 567 (d, 1H,
3J12 = 8.5 Hz, L-Gal-1P™"),

Zuriickgewonnene L-Galactose (57): 3.49 g (19.4 mmol, 40 %).

Nach einmaliger Umkristallisation mit 1-2 % der drei anderen Isomeren verunreinigte
1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-B-L-galactopyranose (58b): 9.58 g (24.5 mmol, 51 %); farblose
Kristalle.

Reine 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-pB-L-galactopyranose (58b), nach zweimaliger Um-
kristallisation: farblose Kristalle; Schmp.: 140-141 °C, Lit.:"% 142-143 °C, Lit. (Schmp. des
Enantiomers):'® 139-142 °C; [a] Y =-24 (c = 1.0, CHCLy), Lit.:"*® [a]}) =-13.61 (¢=0.8,
CHCl;), Lit. (Drehwert des Enantiomers):'® [a] »=23+1 (c=1, CHCL); R/=0.55
(PE:EtOAc = 0.55).

300 MHz-'"H-NMR (CDCl3): & [ppm] =5.67 (d, 1H, *J12=8.5 Hz, L-Gal-1), 5.39 (d, 1H,
3J3.4= 3.3 Hz, L-Gal-4), 5.30 (dd, 1H, *J; 2= 8.5 Hz, /3 = 10.3 Hz, L-Gal-2), 5.05 (dd, 1H,
3J,3=10.3 Hz, >J54=3.3 Hz, L-Gal-3), 4.17-4.00 (m, 3H, L-Gal-5, L-Gal-6a, L-Gal-6b),
2.13,2.09 (2 x s, 6H, CH3), 2.01 (s, 6H, CH3), 1.96 (s, 3H, CH3).

75.5 MHz-"*C-NMR (BB, CDCl;): & [ppm] = 170.3, 170.0, 169.9, 169.3, 168.9 (5 x C=0),
92.1 (L-Gal-1), 71.6, 70.8, 67.7, 66.7 (L-Gal-2, L-Gal-3, L-Gal-4, L-Gal-5), 61.0 (L-Gal-6),
20.7 (CHj3), 20.6 (3 x CHs), 20.5 (CHj3).
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ESI-MS (Gerit 1), positiv [m/z] =413.2 (63 %, [M +Na]', ber.: 413.1), 353.2 (100 %,
[M — HCOOCH; + Na]", ber.: 353.1), 331.2 (13 %, [M — HCOOCH; + H]", ber.: 331.1)
C16H201; (390.3) ber.. C49.23 H5.68

gef: C4929 H5.63

Ethyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-a,B-L-galactopyranosid (59)

Eine Mischung aus 12.4 g (31.8 mmol) 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-B-L-galactopyranose (58b),
die mit 1-2 % mit ihren Isomeren verunreinigt ist, und 5 g pulverféormigem Molekularsieb
4 A in 300 ml absol. Dichlormethan wird unter einer Argonatmosphire 30 min geriihrt.
AnschlieBend kiihlt man den Ansatz auf 0°C ab, gibt 4.70 ml (3.95 g, 63.6 mmol)
Ethanthiol hinzu und tropft danach langsam 7.82 ml (9.02 g, 63.6 mmol) Bortrifluorid-
Diethylether zur Reaktionsmischung zu und erwédrmt auf Raumtemperatur. Nach 15h
Riihren filtriert man das Molekularsieb iiber Celite® ab und gieBt das Filtrat unter kriftigem
Riihren in eine Mischung aus 200 g Eis und 150 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-
Losung. Nach Abklingen der Gasentwicklung wird die Losung mit festem
Natriumhydrogencarbonat neutralisiert. Man trennt die Phasen und extrahiert die wéssrige
zweimal mit je 100 ml Dichlormethan. Die vereinigten organischen Phasen werden mit
Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt und der Riickstand
wird flashchromatographisch gereinigt (SadulengroBe: 25x 10cm, 790 g Kieselgel,
Cyclohexan:EtOAc: Ry=0.06). Dadurch wird eine Fraktion reines -Anomer sowie eine

Fraktion eines a,-Gemischs erhalten.

Gesamtausbeute: 10.5 g (26.8 mmol, 84 %,).

a,B-Gemisch:  9.13 g (23.3mmol, 73 %); hellgelbes Ol; R;(a-Anomer) = 0.65
(PE:EtOAc = 1:1), Ry (B-Anomer) = 0.62 (PE:EtOAc = 1:1).

B-Anomer: 1.37 g (3.49 mmol, 11 %); farbloser amorpher Feststoff; [a]; =10 (c = 1.0,
CHCL;), Lit. (Drehwert des Enantiomers):'®’ [a] % =-8.1 (c = 0.98, CHCL;).

300 MHz-"H-NMR (CDCl3): & [ppm] =5.40 (d, 1H, *J34=3.3 Hz, L-Gal-4), 5.21 (t, 1H,
3J12="Jr3=9.9 Hz, L-Gal-2), 5.02 (dd, 1H, *J,3=9.9 Hz, *J34 = 3.3 Hz, L-Gal-3), 4.46 (d,
1H, *J1,=9.9 Hz, L-Gal-1), 4.14 (dd, 1H, *Js¢, = 6.6 Hz, *Js.6o = 11.4 Hz, L-Gal-6a), 4.07
(dd, 1H, *Jse, = 6.6 Hz, “Joaep = 11.4 Hz, L-Gal-6b), 3.90 (t, 1H, *Js5= 6.6 Hz, L-Gal-5),
2.79-2.61 (m, 2H, CH,CH3), 2.12, 2.03, 2.01, 1.95 (4xs, 12H, CH3), 1.25 (t, 3H,
3Juie = 7.4 Hz, CH,CH3).

87" G. Vic, J. J. Hastings, O. W. Howarth, D. H. G. Crout, Tetrahedron: Asymmetry 1996, 7, 709-720.
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75.5 MHz-"C-NMR (DEPT, BB, CDCl3): & [ppm] = 170.3, 170.2, 170.0, 169.5 (4 x C=0),
84.0 (L-Gal-1), 74.3, 71.8, 67.2, 67.1 (L-Gal-2, L-Gal-3, L-Gal-4, L-Gal-5), 61.4 (L-Gal-6),
24.3 (CH,CHj3), 20.8 (CH39), 20.6 (2 x CH3*°), 20.5 (CH5"°), 14.8 (CH,CHj).
FD-MS, positiv [m/z] = 785.5 (100 %, [2M + H]", ber.: 785.2), 392.8 (83 %, [M + H]", ber.:
393.1), 331.7 (11 %, [M — SCH,CH3 + H]", ber.: 332.1).
C16H2400S (392.4) ber.. C48.97 H6.16 S8.17

gef: C49.13 H6.16 S8.52

Ethyl-1-thio-a,B-L-galactopyranosid (60)

Eine Losung von 11.2 g (28.5 mmol) Ethyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-a.,3-L-galacto-
pyranosid (59) in 250 ml Methanol wird unter Riihren so lange mit Natriummethanolat
versetzt, bis ein pH-Wert von 10-11 erreicht ist und anschlieBend 15h geriihrt. Man
neutralisiert die Reaktionsmischung durch Zugabe von saurem Ionenaustauscher
Amberlyst® 15, filtriert den Ionenaustauscher ab und entfernt das Losungsmittel im
Vakuum. Das Rohprodukt wird ohne weitere Reinigung und ohne Charakterisierung

umgehend zum benzylierten Thio-L-galactopyranosid 20 umgesetzt.

Ausbeute: 6.39 g (quant.); gelbes Ol; R/(a-Anomer)=0.68 (CH,Cl,:MeOH = 4:2),
Ry (B-Anomer) = 0.58 (CH,Cl,:MeOH = 4:2).
CsH60sS (224.3)

Ethyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-1-thio-a,B-L-galactopyranosid (20)
(o, 3-Bnys-L-Gal-SEt)

Eine Losung von 6.39 g (28.5 mmol) Ethyl-1-thio-a,3-L-galactopyranosid (60) in 200 ml
N,N-Dimethylformamid wird auf 0 °C abgekiihlt. Unter einer Argonatmosphédre gibt man
portionsweise 5.47 g (137 mmol) einer 60%igen Dispersion von Natriumhydrid in
Mineraldl hinzu. Die Kiihlung wird entfernt und der Ansatz 1 h bei Raumtemp. geriihrt.
Man kiihlt erneut auf 0 °C ab und tropft 14.8 ml (21.4 g, 125 mmol) Benzylbromid in 50 ml
N,N-Dimethylformamid hinzu. AnschlieBend wird die Reaktionsmischung 15h bei
Raumtemp. geriihrt. Nach Zugabe von 30 ml Methanol wird N,N-Dimethylformamid und
iiberschiissiges Benzylbromid i. Hochvak. entfernt und der Riickstand viermal mit je 30 ml
Toluol kodestilliert. Das Rohprodukt wird in 300 ml Dichlormethan aufgenommen und die
resultierende Losung dreimal mit je 100 ml Wasser gewaschen. Man trocknet die organische
Phase mit Magnesiumsulfat, entfernt das Losungsmittel i. Vak. und reinigt den Riickstand

flashchromatographisch (Sédulengrofle: 24 x 10 cm, 760 g Kieselgel, Cyclohexan:EtOAc:
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Ry=0.11). Dadurch wird eine Fraktion reines [-Anomer sowie eine Fraktion eines

a,B-Gemischs erhalten.

Gesamtausbeute: 14.0 g (23.9 mmol, 84 %).
o,p-Gemisch:  13.1g (224 mmol, 79 %); farbloser wachsartiger Feststoff;
Ry (o-Anomer) = 0.32 (PE:EtOAc = 8:1), R/ (3-Anomer) = 0.21 (PE:EtOAc = 8:1).
B-Anomer: 900 mg (1.54 mmol, 5 %); farbloser wachsartiger Feststoff; [a]; =6 (c = 1.0,
CHCl3), Lit. (Drehwert des Enantiomers):'** [«] 2 =_6.4 (c=1.0, CHCI).
400 MHz-'"H-NMR ('H-'H-COSY, CDCl3): & [ppm] = 7.39-7.23 (m, 20H, Ph), 4.94 (d, 1H,
*Jeem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.86 (d, 1H, *Jgem = 10.2 Hz, CH,Ph), 4.78 (d, 1H, *Jyem = 10.2 Hz,
CH,Ph), 4.71 (s, 2H, CH,Ph), 4.60 (d, 1H, *Jyem=11.7 Hz, CH,Ph), 4.44 (d, 1H,
*Jeem = 11.7 Hz, CHyPh), 4.42 (d, 1H, J,, = 9.8 Hz, L-Gal-1), 4.39 (d, 1H, *Jeem = 11.7 Hz,
CH,Ph), 3.94 (d, 1H, *J54=2.7 Hz, L-Gal-4), 3.81 (t, 1H, *Ji2="/,3=9.8 Hz, L-Gal-2),
3.59-3.54 (m, 4H, L-Gal-3, L-Gal-5, L-Gal-6a, L-Gal-6b), 2.80-2.65 (m, 2H, CH,CH3), 1.28
(t, 3H, *Jyic = 7.4 Hz, CH,CHj).
100.6 MHz-"*C-NMR (HMQC, BB, CDCl3): & [ppm]=138.7, 138.3, 1382, 137.8,
(4 x Phipo), 1284, 1283, 128.1, 128.0, 127.9, 127.8, 127.7, 127.6, 127.5, 127.4
(20 x Ph, ), 85.3 (L-Gal-1), 84.1 (L-Gal-3 oder L-Gal-5), 78.3 (L-Gal-2), 77.1 (L-Gal-3
oder L-Gal-5), 75.7, 74.4 (2x CH,Ph), 73,5 (CH,Ph, L-Gal-4), 72.7 (CH,Ph), 68.7
(L-Gal-6), 24.8 (CH,CH3), 15.0 (CH,CH3).
FD-MS, positiv [m/z] =1171.0 (100 %, [2M + H]", ber.: 1169.5), 585.1 (27 %, [M +H]’,
ber.: 585.3).
C36H4005S (584.8) ber.. C73.94 H6.89 S5.48

gef: C73.28 H7.06 S5.49

5.2.8 Die Synthesen der Disaccharide

2-Acetamido-4-0-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-O-benzyl-pB-D-galactopyranosyl)-3-O-allyl-6-O-
benzyl-2-desoxy-B-D-glucopyranosylazid (22)
(B-4-(B-Ac;-6-Bn-Gal)-3-All-6-Bn-GlcNAc-N3)

Eine Mischung aus 7.83 g (20.8 mmol) B-3-All-6-Bn-GIcNAc-N3 (24), 14.1 g (26.1 mmol)
a,B-Ac;-6-Bn-Gal-Trichloracetimidat (23) und 5 g pulverformigem Molekularsieb 4 A in

300 ml absol. Dichlormethan wird 30 min unter einer Argonatmosphire geriihrt. Man kiihlt

'8 L. Kasbeck, H. Kessler, Liebigs Ann. Recl. 1997, 169-173.
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auf —50 °C ab, tropft 1.50 ml (1.73 g, 7.78 mmol) Trimethylsilyltrifluormethansulfonat
hinzu und lésst die Reaktionsmischung innerhalb von 15 h auf Raumtemp. kommen. Der
Ansatz wird mit festem Natriumhydrogencarbonat neutralisiert und dann iiber Celite®
filtriert. Man wischt die organische Phase zweimal mit je 70ml einer ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 50 ml einer ges. Natriumchlorid-Lésung
und trocknet sie anschlieBend mit Magnesiumsulfat. Das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt
und das Rohprodukt flashchromatographisch gereinigt (Sdulengrofle: 24 x 9 cm, 615 ¢
Kieselgel, Cyclohexan:EtOAc: Ry=0.06). Neben dem Produkt werden so 820 mg

(2.18 mmol, 10 %) von nicht umgesetztem Glucosamin-Baustein 24 zuriickgewonnen.

Ausbeute: 11.0 g (14.6 mmol, 70 %, bezogen auf 24); farbloser amorpher Feststoff;
[a]y =-47 (c = 1.0, CHCls); R;= 0.53 (EtOAC).
Zuriickgewonnener Glucosamin-Baustein 24: 820 mg (2.18 mmol, 10 %).
400 MHz-"H-NMR ('H-'H-COSY, DMSO-dg): & [ppm]=28.00 (d, 1H, °Jxu2=9.0 Hz,
Gle-NH), 7.36-7.26 (m, 10H, Ph), 5.82 (m., 1H, CH=CH,), 5.29 (dy, 1H, *J54=3.1 Hz,
Gal-4), 5.13 (m., 1H, CH,=CH), 5.06 (dd, 1H, *J,5=10.2 Hz, *J54=3.1 Hz, Gal-3), 5.00
(m., 1H, CH,=CH), 4.89 (dd, 1H, °J,,=8.2Hz, /,3=10.2Hz, Gal-2), 4.69 (d, 1H,
3Ji2=82Hz, Gal-1), 4.60 (d, 1H, *Jym=12.1 Hz, CH,Ph), 4.57-4.50 (m, 3H, CH,Ph,
Gle-1 {4.54}), 4.39 (d, 1H, *Jgm=12.1 Hz, CH,Ph), 4.24 (ddy, 1H, *Jgem=12.3 Hz,
3Jvie = 5.3 Hz, CHy,-CH=CHy), 4.02-3.99 (m, 2H, CHa,-CH=CH,, Gal-5), 3.72-3.57 (m, 5H,
Glc-4 {3.69}, Glc-2 {3.61}, Glc-5 {3.59}, Glc-6a, Glc-6b), 3.47-3.37 (m, 3H, Gal-6a,
Gal-6b, Glc-3), 2.02, 1.96, 1.90, 1.84 (4 x s, 12H, CH3).
100.6 MHz-">C-NMR (HMQC DMSO-ds): & [ppm] = 135.6 (CH=CH,), 115.3 (CH,=CH),
99.4 (Gal-1), 87.8 (Gle-1), 79.7 (Glc-3), 76.0 (Glc-5), 75.8 (Glc-4), 72.7, 72.3, 71.9
(CH,-CH=CH,, 2 x CH,Ph), 70.7 (Gal-5), 70.4 (Gal-3), 69.2 (Gal-2), 67.6 (Glc-6), 67.1
(Gal-4), 66.9 (Gal-6), 53.5 (Glc-2), 22.8 (CH;""%), 20.4 (CH;°*), 20.3 (2 x CH;°%).
Die Werte fiir die chemische Verschiebung der *C-Signale sind aus dem HMQC-Spektrum
entnommen und kénnen dadurch nur mit einer Genauigkeit von + 0.2 angegeben werden.
Die quartdren C-Atome zeigen im HMQC-Experiment keine Signale.
C37H46N4O13 (754.8) ber.. C58.88 H6.14 N7.42

gef.: C58.94 H6.09 N7.00
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2-Acetamido-4-0-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-O-benzyl-B-D-galactopyranosyl)-6-O-benzyl-2-
desoxy-B-D-glucopyranosylazid (21)
(B-4-(B-Acs-6-Bn-Gal)-6-Bn-GlcNAc-N3)

Methode A: Abspaltung des Allylethers durch stochiometrische Mengen an Palladium(II)-
chlorid

Eine Mischung aus 5.94 g (7.87 mmol) B-4-(B-Acs-6-Bn-Gal)-3-All-6-Bn-GlcNAc-Nj (22),
1.54 g (8.69 mmol) Palladium(II)-chlorid und 5.62 g (41.3 mmol) Natriumacetat-Trihydrat
in 150 ml Essigsdure und 12 ml Wasser wird 3 h bei 50 °C geriihrt. AnschlieBend entfernt
man die Losungsmittel i. Vak., nimmt den Riickstand in 150 ml Ethylacetat auf und filtriert
iiber Celite®. Das Filtrat wird zweimal mit je 60 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-
Losung und einmal mit 50 ml einer ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen. Man trocknet
die organische Phase mit Magnesiumsulfat, entfernt das Losungsmittel i. Vak. und reinigt
das Rohprodukt flashchromatographisch (Sdulengrofe: 24 x 6 cm, 275g Kieselgel,
Cyclohexan:EtOAc: R;=0.09). Die analytischen Daten stimmen mit denen von nach

Methode C gewonnenem Produkt iiberein.

Ausbeute: 2.77 g (3.88 mmol, 49 %); farbloser amorpher Feststoff.
C34H4oN4O13 (714.7)

Methode B: Abspaltung des Allylethers durch sub-stochiometrische Mengen an
Palladium(II)-chlorid

Eine Mischung aus 1.83 g (2.42 mmol) B-4-(B-Acs-6-Bn-Gal)-3-All-6-Bn-GIcNAc-N; (22)
und 116 mg (654 umol) Palladium(II)-chlorid in 75 ml Methanol wird 15h geriihrt.
AnschlieBend entfernt man das Losungsmittel i. Vak. und reinigt das Rohprodukt
flashchromatographisch (SaulengroBe: 25 x 6 cm, 285 g Kieselgel, Cyclohexan:EtOAc:
Ry=0.07). Die analytischen Daten stimmen mit denen von nach Methode C gewonnenem

Produkt iiberein.

Ausbeute: 813 g (1.14 mmol, 47 %); farbloser amorpher Feststoff.

C34H42N4013 (7147)

Methode C: Abspaltung des Allylethers durch 1,5-Cyclooctadien-bis(methyldiphenyl-

phosphin)iridium(I)-hexafluorophosphat ([Ir'(COD)(PMePh,),]PF)

Eine Losung von 1.24g (1.47 mmol) [Ir'(COD)(PMePh,),]PFs in 50ml absol.

Tetrahydrofuran wird entgast und anschliefend so lange unter einer Wasserstoffatmosphére
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geriihrt, bis die Farbe der Losung von orangerot nach hellgelb umschlidgt (5-25 min). Man
entfernt den Wasserstoff und gibt die Losung unter einer Argonatmosphére zu einer
entgasten Losung von 17.0 g (22.5 mmol) B-4-(B-Acs-6-Bn-Gal)-3-All-6-Bn-GIcNAc-N;
(22) in 300 ml absol. Tetrahydrofuran hinzu. Nach 1.5h werden 751 mg (3.95 mmol)
4-Toluolsulfonsdure-Monohydrat in 20 ml Methanol zur Reaktionsmischung gegeben und
diese wird weitere 30 min geriihrt. Man neutralisiert die Losung mit 0.60 ml (432 mg,
4.27 mmol) Triethylamin, entfernt die Losungsmittel i. Vak. und reinigt das Rohprodukt
flashchromatographisch (SdulengroBe: 24 x 9.5 cm, 690 g Kieselgel, Cyclohexan:EtOAc:
Ry=10.09).

Ausbeute: 13.7 g (19.2 mmol, 85 %); farbloser amorpher Feststoff; [a]; =-17 (c= 1.0,
CHCLy), Lit.:"" [a] 2 =-17.9 (¢ = 1, CHCLs); Ry= 0.29 (PE:EtOAc = 1:3).
400 MHz-"H-NMR ('H-'"H-COSY, CDCI): & [ppm] = 7.36-7.24 (m, 10H, Ph), 5.76 (d, 1H,
3Jnta = 7.4 Hz, Gle-NH), 5.25 (d, 1H, *J34=3.1 Hz, Gal-4), 5.12 (dd, 1H, *J;,=7.8 Hz,
3J3=10.2 Hz, Gal-2), 497 (d, 1H, *J12=9.4 Hz, Glc-1), 4.93 (dd, 1H, */,3=10.2 Hz,
3J34=3.5Hz, Gal-3), 4.65 (d, 1H, %Jym=12.1 Hz, CH,Ph), 4.53-4.47 (m, 3H, Gal-1
{4.51}, CH,Ph), 4.36 (d, 1H, *Jm=12.1 Hz, CH,Ph), 4.02 (dd, 1H, *J,.=10.2 Hz,
3Jyie = 8.2 Hz, Glc-3), 3.82 (ty, “Js = 6.3 Hz, Gal-5), 3.68-3.54 (m, 4H, Glc-4, Glc-5, Gle-
6a, Glc-6b), 3.49 (dd, 1H, *Js ¢, = 7.4 Hz, 2Jsusp = 9.0 Hz, Gal-6a), 3.38-3.31 (m, 2H, Glc-2,
Gal-6b), 2.03, 1.97 (2 x s, 6H, CH3), 1.96 (s, 6H, CHs).
100.6 MHz-">C-NMR (HMQC, BB, CDCl3): & [ppm]=170.7 (C=0), 170.0 (2 x C=0),
169.2 (C=0), 137.8, 137.1 (2 x Phips), 128.5, 128.0, 127.9, 127.7 (10 x Ph,,,,), 101.1
(Gal-1), 87.6 (Glc-1), 80.7 (Gle-4), 76.0 (Gle-5), 73.6 (2 x CH,Ph), 72.3 (Gal-5), 71.4
(Glc-3), 70.8 (Gal-3), 69.0 (Gal-2), 67.6 (Glc-6), 67.5 (Gal-6), 67.2 (Gal-4), 56.7 (Glc-2),
23.5,20.7 (2 x CHs), 20.5 (2 x CH3).
ESI-MS (Geriit 2), positiv [m/z] = 1451.6 (47 %, [2M + Na]", ber.: 1451.5), 737.3 (100 %,
[M + Na]", ber.: 737.3).
C34HyN4O 3 (714.7) ber.. C57.14 H5.92 N7.84

gef.: C56.87 HS5.88 N7.81
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5.2.9 Die Synthesen der Trisaccharide

2-Acetamido-4-0-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-O-benzyl-B-D-galactopyranosyl)-3-O-(2,3,4-tri-
O-benzyl-a.-L-fucopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-B-D-glucopyranosylazid (63)**°

(B-4-(B-Ac;-6-Bn-Gal)-3-(a-Bns-Fuc)-6-Bn-GlcNAc-Nj3)

In einer Mischung aus 250 ml absol. N,N-Dimethylformamid und 250 ml absol.
Dichlormethan werden unter einer Argonatmosphére 11.2 g (15.7 mmol) (3-4-(B-Ac;-6-Bn-
Gal)-6-Bn-GIcNAc-N; (21), 11.3g (23.6 mmol) o,B-Bn3-Fuc-SEt (18) und 10g
pulverférmiges Molekularsieb 4 A 1h geriihrt. AnschlieBend gibt man im Argon-
Gegenstrom 8.37 g (26.0 mmol) Tetrabutylammoniumbromid und 5.80 g (26.0 mmol)
Kupfer(Il)-bromid hinzu und riihrt die Reaktionsmischung 15h unter einer
Argonatmosphidre. Dichlormethan wird i. Vak. und N,N-Dimethylformamid i. Hochvak.
entfernt und der Riickstand in 400 ml Dichlormethan aufgenommen und iiber Celite®
filtriert. Man wischt das Filtrat siebenmal mit je 100ml einer ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 100 ml einer ges. Natriumchlorid-
Losung. Die organische Phase wird mit Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel
1. Vak. entfernt und das Rohprodukt flashchromatographisch gereinigt (Sdulengrofe:
28 x 9 cm, 720 g Kieselgel, Cyclohexan:EtOAc: Ry= 0.09).

Ausbeute: 14.9 g (13.2 mmol, 84 %, bezogen auf 21), Lit.:" 69 %; farbloser amorpher
Feststoff; [a]} =—71 (c=1.0, CHCl), Lit.:" [a]} =-66.3 (c=1, CHCL); R;=0.32
(PE:EtOAc = 1:1).

400 MHz-'H-NMR ('H-'H-COSY, CDCl3): & [ppm] = 7.35-7.15 (m, 25H, Ph), 5.90 (d, 1H,
3 )t = 7.8 Hz, Gle-NH), 5.39 (dv, 1H, *J34 =3.0 Hz, Gal-4), 5.11 (d, 1H, *J;,=7.0 Hz,
Gle-1), 5.02 (d, 1H, *J1,=3.9 Hz, Fuc-1), 499 (dd, 1H, *Ji1,=8.2 Hz, *J,3=10.6 Hz,
Gal-2), 4.93 (d, 1H, *Jgem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.85 (d, 1H, *Jpem = 12.1 Hz, CH,Ph), 4.83 (d,
1H, *J,5=10.6 Hz, *J34 = 3.5 Hz, Gal-3), 4.71 (d, 1H, *Jgem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.68-4.59
(m, 4H, CH,Ph), 4.53 (d, 1H, °J,, = 8.2 Hz, Gal-1), 4.44 (d, 1H, *Jgem = 12.1 Hz, CH,Ph),
4.43 (d, 1H, *Jgem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.28 (d, 1H, *Jgem = 12.1 Hz, CH,Ph), 4.25 (m,, 1H,
Fuc-5), 4.11-4.07 (m, 2H, Glc-3, Fuc-2), 3.93 (t, 1H, *J54 ="J45 = 7.2 Hz, Glc-4), 3.84 (dd,
1H, *J,3=10.2 Hz, *J34 = 2.3 Hz, Fuc-3), 3.79-3.78 (m, 2H, Glc-6a, Glc-6b), 3.58-3.53 (m,
3H, Gal-5, Glc-5, Fuc-4), 3.49 (dd, 1H, *Js6, = 5.5 Hz, *Jsasp = 9.0 Hz, Gal-6a), 3.43 (qp,
IH, *Jiy="hs=Jnu2=74Hz, Glc-2), 3.34 (pseudo-t, 1H, °Jse =" Jsueo = 8.6 Hz,
Gal-6b), 1.98, 1.94, 1.85, 1.72 (4 x s, 12H, CH3*°), 1.10 (d, 3H, *J5 = 6.3 Hz, Fuc-6).

100.6 MHz-">C-NMR (HMQC, DEPT, BB, CDCl3): & [ppm] = 170.4, 169.9, 169.8, 169.4
(4 x C=0), 138.6, 138.53, 138.48, 137.6, 137.3 (5 x Phipy), 128.6, 128.5, 128.4, 128.3,
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128.2, 128.0, 127.9, 127.8, 127.7, 127.6, 127.2 (25 x Ph, ), 99.5 (Gal-1), 97.3 (Fuc-1),
87.4 (Glc-1), 79.9 (Fuc-3), 77.0 (Fuc-4), 76.7 (Fuc-2), 76.2 (Glc-5), 74.4, 73.8, 73.5
(3 x CH,Ph), 73.4 (Glc-4), 73.33 (CH,Ph), 73.28 (Glc-3), 72.8 (CH,Ph), 71.7 (Gal-5), 70.8
(Gal-3), 69.0 (Gal-2), 67.9 (Glc-6), 67.2 (Gal-4), 66.64 (Fuc-5), 66.60 (Gal-6), 55.1 (Glc-2),
23.0, 20.7, 20.6, 20.5 (4 x CH3*°), 16.7 (Fuc-6).
FD-MS, positiv [m/z] =1131.7 (100 %, [M+H]", ber.. 1131.5), 1103.6 (48 %,
[M — N, +H]", ber.: 1103.5), 1089.6 (43 %, [M — N3 + H]", ber.: 1089.5).
Ce1H70N4017 (1131.2) ber: C64.77 H624 N4.95

gef: C64.66 H640 N4.85

2-Acetamido-3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-a-L-fucopyranosyl)-4-O-(6-O-benzyl-B-D-galacto-
pyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-B-D-glucopyranosylazid (14)%%

(B-3-(a-Bns-Fuc)-4-(B-6-Bn-Gal)-6-Bn-GIcNAc-N3)

Eine Losung von 16.6g (14.7 mmol) B-4-(B-Acs-6-Bn-Gal)-3-(a-Bns-Fuc)-6-Bn-
GlcNAc-N3 (63) in 500 ml Methanol wird unter Riihren so lange mit Natriummethanolat
versetzt, bis ein pH-Wert von 10-11 erreicht ist und anschlieBend 15 h geriihrt. Man
neutralisiert die Reaktionsmischung durch Zugabe von saurem Ionenaustauscher
Amberlyst® 15, filtriert den Ionenaustauscher ab, entfernt das Losungsmittel im Vak. und
reinigt das Rohprodukt flashchromatographisch (Séulengrofle: 28 x 8 cm, 570 g Kieselgel,
CH,Cl;:MeOH: R,= 0.10).

Ausbeute: 13.8 g (13.7 mmol, 93 %), Lit.:">" 97%; farbloser amorpher Feststoff;
[a]Z =-92 (¢ =1.0, CH,Cl,), Lit.:"° [a] 2 =—63.1 (¢ =1, CH,Cl,), Lit.:""' [a] ¥ =-90.3
(¢ =1, CH,Cly); Ry= 0.34 (CH,Cl:MeOH = 20:1).

400 MHz-"H-NMR ('H-'"H-COSY, CDCl3): & [ppm] = 7.35-7.24 (m, 25H, Ph), 6.09 (d, 1H,
*Jxua = 6.7 Hz, Gle-NH), 5.13 (d, 1H, *J,, = 3.5 Hz, Fuc-1), 4.90 (d, 1H, *Jgem = 11.0 Hz,
CH,Ph), 4.89 (d, 1H, “Jgem = 11.4 Hz, CH,Ph), 4.77 (d, 1H, *J,,=9.0 Hz, Glc-1), 4.73 (d,
1H, *Jgm=11.3Hz, CH,Ph), 4.65 (d, 1H, *Jem=12.1Hz, CH,Ph), 4.63 (d, 1H,
*Joem = 11.4 Hz, CH,Ph), 4.60 (d, 1H, *Jyem = 11.0 Hz, CH,Ph), 4.55 (d, 1H, *Jyew = 12.1 Hz,
CH,Ph), 4,52 (d, 1H, *Jgem = 12.1 Hz, CH,Ph), 4.50 (d, 1H, *J12 = 7.4 Hz, Gal-1), 4.46 (s,
2H, CH,Ph), 4.26 (q, 1H, 3J5,6 = 6.3 Hz, Fuc-5), 4.13-4.01 (m, 3H, Glc-3, Glc-4, Fuc-2),
3.96 (dd, 1H, *Jse, = 3.3 Hz, *Jeaeo = 11.5 Hz, Glc-6a), 3.92-3.89 (m, 2H, Gal-4, Fuc-3),
3.76 (dd, 1H, *Jsg = 1.8 Hz, “Jeasp = 11.5 Hz, Glc-6b), 3.72-3.68 (m, 2H, Gal-6a, Fuc-4),
3.63 (dd, 1H, *Jse, = 5.5 Hz, “Jsaso = 9.8 Hz, Gal-6b), 3.58 (m,, 1H, Glc-5), 3.53-3.47 (m,
2H, Gal-2, Gal-5), 3.42 (dd, 1H, *J,3=9.4Hz, *J4=3.1 Hz, Gal-3), 3.36 (qu, 1H,
312 = s = *Jnna = 9.0 Hz, Gle-2), 1.61 (s, 3H, CH5™), 1.11 (d, 3H, *Js ¢ = 6.3 Hz, Fuc-6).
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100.6 MHz-">C-NMR (HMOQC, DEPT, BB, CDCl;): & [ppm] = 170.8 (C=0), 138.5, 138.3,
138.0, 137.7, 137.6 (5 x Phiyso), 128.7, 128.44, 128.40, 128.3, 128.2, 128.0, 127.7, 127.6,
127.5, 127.2 (25 x Ph,,,), 100.9 (Gal-1), 98.2 (Fuc-1), 88.0 (Glc-1), 79.7 (Fuc-3), 77.3
(Fuc-4), 77.08, 77.06 (Fuc-2, Glc-3), 76.8 (Glc-5), 75.0, 74.6 (2 x CH,Ph), 74.3 (Glc-4),
73.6 (CH,Ph), 73.5 (Gal-3), 73.4 (CH,Ph), 73.0, 72.3 (Gal-2, Gal-5), 72.0 (CH,Ph), 68.8
(Gal-6), 68.3 (Gal-4), 68.2 (Glc-6), 67.4 (Fuc-5), 56.6 (Glc-2), 23.0 (CH3*°), 16.9 (Fuc-6).
FD-MS, positiv [m/z] =1005.8 (7 %, [M+ H]", ber.: 1005.4), 962.7 (100 %, [M —Ns]",
ber.: 962.4).
CssHeaN4O14 (1005.1) ber. C65.72 H642 NS5.57

gef.: C65.11 H6.60 NS5.50

2-Acetamido-4-0-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-O-benzyl-pB-D-galactopyranosyl)-3-0-(2,3,4-tri-
O-benzyl-B-D-arabinopyranosyl)-6-0O-benzyl-2-desoxy-B-D-glucopyranosylazid (64)
(B-4-(B-Ac;-6-Bn-Gal)-3-(B-Bns-Ara)-6-Bn-GlcNAc-N3)

In einer Mischung aus 280 ml absol. N,N-Dimethylformamid und 280 ml absol.
Dichlormethan werden unter einer Argonatmosphédre 15.7 g (22.0 mmol) (-4-(B-Ac;-6-Bn-
Gal)-6-Bn-GIcNAc-N;  (21), 18.0g (38.7 mmol) o,B3-Bn3-Ara-SEt (19) und 10g
pulverformiges Molekularsieb 4 A 1 h geriihrt. AnschlieBend gibt man im Argon-
Gegenstrom 13.7 g (42.5 mmol) Tetrabutylammoniumbromid und 9.50 g (42.5 mmol)
Kupfer(Il)-bromid hinzu und rithrt die Reaktionsmischung 15h unter einer
Argonatmosphidre. Dichlormethan wird i. Vak. und N,N-Dimethylformamid i. Hochvak.
entfernt und der Riickstand in 400 ml Dichlormethan aufgenommen und iiber Celite®”
filtriert. Man wischt das Filtrat achtmal mit je 100 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-
Losung und einmal mit 100 ml einer ges. Natriumchlorid-Losung. Die organische Phase
wird mit Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel i. Vak. entfernt und das
Rohprodukt flashchromatographisch gereinigt (SdulengréBe: 32 x 8 cm, 650 g Kieselgel,
Cyclohexan:EtOAc: Ry= 0.09).

Ausbeute: 17.5g (15.7 mmol, 71 %, bezogen auf 21); farbloser amorpher Feststoff;
[a]} =-99 (c=1.0, CHCL), Lit:"" [a]} =-90.2 (c=1.00, CHCl3); R;=0.42
(PE:EtOAc = 1:2).

400 MHz-'H-NMR ('H-'H-COSY, CDCl3): & [ppm] = 7.33-7.18 (m, 25H, Ph), 6.15 (d, 1H,
3Jxta = 8.2 Hz, Gle-NH), 5.39 (d, 1H, *Js4=3.1 Hz, Gal-4), 5.09 (d, 1H, *J;,=3.1 Hz,
Ara-1), 5.04 (dd, 1H, *J,, = 7.8 Hz, >J,5 = 10.6 Hz, Gal-2), 4.91-4.88 (m, 2H, Gal-3 Glc-1),
4.82 (d, 1H, *Jyem = 11.3 Hz, CH,Ph), 4.69 (d, 1H, *Jgem = 11.3 Hz, CH,Ph), 4.64 (d, 1H,
*Jyem = 12.5 Hz, CH,Ph), 4.59 (d, 1H, *Jgem = 12.5 Hz, CH,Ph), 4.58 (d, 1H, *Jgem = 11.7 Hz,
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CH,Ph), 4.54 (d, 1H, *Jgem = 12.1 Hz, CH,Ph), 4.53 (d, 1H, *Jgem = 12.1 Hz, CH,Ph), 4.51
(d, 1H, *Ji,=7.8Hz, Gal-1), 446 (d, 1H, “Jem=12.1 Hz, CH,Ph), 4.41 (d, 1H,
*Joem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.30 (d, 1H, *Jgem = 12.1 Hz, CH,Ph), 4.03-3.98 (m, 3H, Ara-2
{4.01}, Glc-3, Glc-4), 3.81 (dy, 1H, “Jsusp = 12.5 Hz, Ara-5a), 3.79-3.76 (m, 3H, Ara-3,
Gle-6a, Gle-6b), 3.70 (m,, 1H, Glc-2), 3.66-3.62 (m, 3H, Ara-4, Gal-5, Glc-5), 3.60 (dd, 1H,
3Juso=3.1Hz, *Js,5o=12.1 Hz, Ara-5b), 3.47 (dd, 1H, *Jss,=5.7 Hz, “Jeaeo=9.2 Hz,
Gal-6a), 3.36 (dd, 1H, *Js, = 7.6 Hz, *Jea6o = 9.2 Hz, Gal-6b), 1.99, 1.95, 1.88, 1.79 (4 x s,
12H, CH3).
100.6 MHz-">*C-NMR (HMQC, BB, CDCl5) und 75.5 MHz->C-NMR (DEPT, CDCI5):
S [ppm] = 170.4, 169.8 (4 x C=0), 138.5, 138.4, 138.3, 137.7, 137.4 (5 x Phyy), 128.5,
128.4, 127.93, 127.85, 127.8, 127.7, 127.6, 127.4 (25 x Ph,,,,), 99.2 (Gal-1), 97.9 (Ara-1),
87.9 (Gle-1), 77.3 (Ara-3), 76.7 (Ara-2), 76.0 (Glc-5), 74.3 (Glc-3 oder Glc-4), 74.0
(CH,Ph), 73.6 (Ara-4 oder Gal-5), 73.5, 73.4 (2 x CH,Ph), 73.0 (Glc-3 oder Glc-4), 72.2
(CH,Ph), 71.9 (Ara-4 oder Gal-5), 71.4 (CH,Ph), 70.7 (Gal-3), 69.3 (Gal-2), 68.4 (Glc-6),
67.3 (Gal-4), 66.8 (Gal-6), 60.8 (Ara-5), 52.8 (Glc-2), 23.0, 20.8, 20.54, 20.49 (4 x CH3).
FD-MS, positiv [m/z] =1117.9 (100%, [M+H]", ber. 1117.5), 1089.8 (36 %,
[M — N, +H]", ber.: 1089.5), 1074.8 (23 %, [M — Ac + H]", ber.: 1074.4).
CeoHesN4O17 (1117.2) ber.. C64.50 H6.13 N5.01

gef: C64.35 H6.10 N4.93

2-Acetamido-3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-B-D-arabinopyranosyl)-4-O-(6-O-benzyl-B-D-
galactopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-B-D-glucopyranosylazid (15)"**

(B-3-(B-Bns-Ara)-4-(B-6-Bn-Gal)-6-Bn-GIcNAc-N3)

Eine Losung von 173 g (15.5mmol) B-4-(B-Acs-6-Bn-Gal)-3-(B-Bns-Ara)-6-Bn-
GlcNAc-N3 (64) in 500 ml Methanol wird unter Riihren so lange mit Natriummethanolat
versetzt, bis ein pH-Wert von 10-11 erreicht ist und anschlieBend 15 h geriihrt. Man
neutralisiert die Reaktionsmischung durch Zugabe von saurem Ionenaustauscher
Amberlyst® 15, filtriert den Ionenaustauscher ab, entfernt das Losungsmittel im Vak. und
reinigt das Rohprodukt flashchromatographisch (Séulengrofle: 29 x 8 cm, 590 g Kieselgel,
CH,Cl:MeOH: R,= 0.06).

Ausbeute: 143 g (14.4 mmol, 93 %), Lit.."® 93 %; farbloser amorpher Feststoff;
[@]? =-100 (c=1.0, CHCL), Lit:"" [a]Z =-924 (c=1.00, CHCL); R=0.30
(CH,Cl,:MeOH = 20:1).

400 MHz-"H-NMR ('H-'"H-COSY, CDCl3): & [ppm] = 7.30-7.23 (m, 25H, Ph), 6.21 (d, 1H,
*Jxua = 7.0 Hz, Gle-NH), 5.15 (d, 1H, *J,, = 2.7 Hz, Ara-1), 4.86 (d, 1H, *Jgem = 11.0 Hz,
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CH,Ph), 4.63-4.59 (m, 3H, CH,Ph), 4.56-4.43 (m, 8H, Glc-1 {4.49}, Gal-1 {4.45}, CH,Ph),
4.06 (t, 1H, *Jo3="J34 = 9.0 Hz, Glc-3), 4.00 (dd, 1H, *J,, =2.7 Hz, *J,3=9.0 Hz, Ara-2),
3.94-3.84 (m, 4H, Ara-5a, Gal-4, Glc-4, Glc-6a), 3.81 (dd, 1H, *J,3=9.4 Hz, *J54,=2.7 Hz,
Ara-3), 3.78-3.76 (m, 2H, Ara-4, Glc-6b), 3.66-3.60 (m, 2H, Ara-5b, Gal-6a), 3.58-3.51 (m,
4H, Gal-2, Gal-6b, Glc-2, Glc-5), 3.45 (t, 1H, *Js 60 = "Js.o = 5.7 Hz, Gal-5), 3.38 (dd, 1H,
J,3=9.4Hz, *J34=3.1 Hz, Gal-3), 1.61 (s, 3H, CH3).
100.6 MHz-">C-NMR (HMOQC, DEPT, BB, CDCl3): & [ppm] = 171.0 (C=0), 138.2, 138.1,
137.9, 137.8, 137.7 (5 x Phyp), 128.7, 128.5, 128.4, 128.2, 127.74, 127.68, 127.64, 127.61,
127.4 (25 x Ph,.,), 100.7 (Gal-1), 99.2 (Ara-1), 88.5 (Glc-1), 78.1 (Glc-4), 77.4 (Ara-3),
77.3 (Ara-2), 77.1 (Glc-5), 74.9 (CH,Ph), 73.6 (Gal-3), 73.5, 73.4 (2 x CH,Ph), 73.1 (Glc-3,
Ara-4, Gal-5), 72.3 (Gal-2), 71.4 (2 x CH,Ph), 68.7 (Gal-6), 68.5 (Gal-4), 68.4 (Glc-6), 61.0
(Ara-5), 55.7 (Glc-2), 22.9 (CHs).
FD-MS, positiv [m/z] =992.0 (2 %, [M + H]", ber.: 991.4), 948.8 (100 %, [M — Ns]", ber.:
948.4).
Cs4HeaN4O14 (991.1) ber.. C6544 H6.31 NS5.65

gef.: C6547 H6.26 NS5.51

2-Acetamido-4-0-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-O-benzyl-B-D-galactopyranosyl)-3-O-(2,3,4,6-
tetra-O-benzyl-a-L-galactopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-p-D-glucopyranosylazid (65)
(B-4-(B-Ac;-6-Bn-Gal)-3-(a-Bny-L-Gal)-6-Bn-GlcNAc-N3)

In einer Mischung aus 160 ml absol. N,N-Dimethylformamid und 160 ml absol.
Dichlormethan werden unter einer Argonatmosphédre 7.28 g (10.2 mmol) -4-(B-Ac;-6-Bn-
Gal)-6-Bn-GIcNAc-N;  (21), 8.68 g (14.8 mmol) a,B-Bns-L-Gal-SEt (20) und 7 g
pulverformiges Molekularsieb 4 A 1 h geriihrt. AnschlieBend gibt man im Argon-
Gegenstrom 5.35 g (16.6 mmol) Tetrabutylammoniumbromid und 3.71 g (16.6 mmol)
Kupfer(Il)-bromid hinzu wund riihrt die Reaktionsmischung 15h unter einer
Argonatmosphidre. Dichlormethan wird i. Vak. und N,N-Dimethylformamid i. Hochvak.
entfernt und der Riickstand in 400 ml Dichlormethan aufgenommen und iiber Celite®
filtriert. Man wischt das Filtrat sechsmal mit je 100ml einer ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 100 ml einer ges. Natriumchlorid-
Losung. Die organische Phase wird mit Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel
1. Vak. entfernt und das Rohprodukt flashchromatographisch gereinigt (Sdulengrofe:
22 x 10 cm, 700 g Kieselgel, Cyclohexan:EtOAc: Ry= 0.08).

Ausbeute: 9.40 g (7.60 mmol, 75 %, bezogen auf 21); farbloser amorpher Feststoff;
[a]} =-42 (c=1.0, CHCl3); Ry=0.43 (PE:EtOAc = 1:1).
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400 MHz-'"H-NMR ('H-'H-COSY, CDCl5): & [ppm] = 7.34-7.13 (m, 30H, Ph), 6.33 (s, 1H,
Gle-NH), 5.31 (d, 1H, J54 = 3.5 Hz, Gal-4), 5.25 (d, 1H, *J1,=7.4 Hz, Glc-1), 5.16 (dd,
1H, *J1,=82Hz, *Jr3=10.2 Hz, Gal-2), 5.04 (d, 1H, *J,,=3.5 Hz, L-Gal-1), 4.90-4.80
(m, 4H, Gal-1 {4.88}, Gal-3 {4.82}, CH,Ph), 4.69-4.57 (m, 5H, CH,Ph), 4.52-4.47 (m, 2H,
CH,Ph), 4.43 (d, 1H, *Jem=12.1Hz, CH,Ph), 441 (m., 1H, Glc-3), 434 (d, 1H,
*Jgem = 11.0 Hz, CH,Ph), 4.23 (d, 1H, *Jgem = 12.1 Hz, CH,Ph), 4.19 (m,, 1H, L-Gal-5), 4.05
(dd, 1H, *J1,=3.1Hz, °J3=10.2 Hz, L-Gal-2), 3.96 (m., 1H, Glc-4), 3.89 (dd, 1H,
3),5=102Hz, *J34=24Hz, L-Gal-3), 3.80-3.76 (m, 3H, L-Gal-4, Glc-6a, Glc-6b),
3.63-3.58 (m, 3H, Gal-5, L-Gal-6a Glc-5), 3.50 (dd, 1H, *Jsg, = 5.7 Hz, “Jeasp = 9.6 Hz,
Gal-6a), 3.41 (m., 1H, L-Gal-6b), 3.37-3.33 (Gal-6b, Glc-2), 2.00, 1.98, 1.75, 1.65 (4 x s,
12H, CH3).
100.6 MHz->C-NMR (HMQC, CDCl3) und 75.5 MHz-*C-NMR (DEPT, BB, CDCl):
S [ppm] = 170.6, 170.2, 169.9, 169.4 (4 x C=0), 138.6, 138.5, 138.4, 137.9, 137.70, 137.67
(6 x Phips,), 128.7, 128.5, 128.4, 128.2, 128.1, 128.0, 127.9, 127.74, 127.65, 127.5, 127.1
(30 X Ph,,,), 99.6 (Gal-1), 96.0 (L-Gal-1), 87.2 (Glc-1), 79.0 (L-Gal-3), 76.4 (Glc-5), 76.1
(L-Gal-2), 74.8 (L-Gal-4), 74.6 (CH,Ph), 74.4 (Glc-3), 73.84, 73.77 (2 x CH,Ph), 73.7
(Gle-4, CH,Ph), 73.3, 72.5 (2 x CH,Ph), 72.2 (Gal-5), 71.2 (Gal-3), 69.6 (L-Gal-5), 69.5
(L-Gal-6), 69.4 (Gal-2), 68.2 (Glc-6 oder Gal-6), 67.6 (Gal-4), 67.5 (Glc-6 oder Gal-6), 55.1
(Gle-2), 23.0, 20.8, 20.6, 20.3 (4 x CH3).
ESI-MS (Gerit 1), positiv [m/z] = 1259.9 (100 %, [M + Na]", ber.: 1259.5).
CosH76N4O15 (1237.3) ber.. C66.01 H6.19 N4.53

gef: C66.81 H6.51 N4.98

2-Acetamido-3-0O-(2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-L-galactopyranosyl)-4-O-(6-O-benzyl-B-D-
galactopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-B-D-glucopyranosylazid (16)
(B-3-(a-Bngs-L-Gal)-4-(B-6-Bn-Gal)-6-Bn-GlcNAc-N3)

Eine Losung von 17.3g (14.0 mmol) B-4-(B-Acs-6-Bn-Gal)-3-(a-Bny-L-Gal)-6-Bn-
GIcNAc-N3 (65) in 500 ml Methanol wird unter Riithren so lange mit Natriummethanolat
versetzt, bis ein pH-Wert von 10-11 erreicht ist und anschlieBend 15 h geriihrt. Man
neutralisiert die Reaktionsmischung durch Zugabe von saurem Ionenaustauscher
Amberlyst® 15, filtriert den Ionenaustauscher ab, entfernt das Losungsmittel im Vak. und
reinigt das Rohprodukt flashchromatographisch (Saulengrofe: 25 x 10 cm, 790 g Kieselgel,
CH,CL:MeOH: R,= 0.07).

Ausbeute: 13.4 g (12.1 mmol, 86 %); farbloser amorpher Feststoff; [a]5 =-31 (c= 1.0,
CHCL); Ry= 0.38 (CH2Cl,:MeOH = 20:1).



110 EXPERIMENTELLER TEIL

400 MHz-"H-NMR ('H-'H-COSY, CDCl3): & [ppm] = 7.37-7.22 (m, 30H, Ph), 6.95 (sp, 1H,
Gle-NH), 5.51 (d, 1H, *J1, = 8.6 Hz, Glc-1), 5.12 (d, 1H, *J;, = 3.5 Hz, L-Gal-1), 4.90 (d,
1H, “Jyem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.84 (m., 1H, Glc-3), 4.83 (d, 1H, “Jyem = 12.1 Hz, CH,Ph),
4.78 (d, 1H, *Jgem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.70 (d, 1H, *Jgem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.68 (d, 1H,
*Jeem = 12.1 Hz, CH,Ph), 4.65 (d, 1H, “Jyem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.58 (d, 1H, *Jyem = 12.1 Hz,
CH,Ph), 4.51-4.44 (m, 5H, Gal-1 {4.50}, CH,Ph), 4.35 (d, 1H, “Jem = 11.0 Hz, CH,Ph),
420 (me, 1H, L-Gal-5), 4.10 (t, 1H, °Js34="Jss=102Hz, Glc-4), 4.05 (dd, 1H,
3N12=3.5Hz, *J3=102Hz, L-Gal-2), 4.02 (dd, 1H, *Js¢,=3.5Hz, “Jeasp=11.0 Hz,
Gle-6a), 3.92 (dd, 1H, /o3 =10.2 Hz, *J34=2.3 Hz, L-Gal-3), 3.86 (d, 1H, *J54=3.1 Hz,
Gal-4), 3.82 (dv, 1H, *Jsasp = 11.0 Hz, Glc-6b), 3.79-3.72 (m, 2H, L-Gal-4 {3.75}, Glc-5
{3.73}), 3.68 (dd, 1H, *J5 6, = 5.9 Hz, *Jg.60 = 9.8 Hz, Gal-6a), 3.60 (dd, 1H, *Js ¢ = 5.9 Hz,
*Jsaeo = 9.8 Hz, Gal-6b), 3.58-3.47 (m, 2H, Gal-5 {3.55}, L-Gal-6a), 3.44 (dd, 1H,
3h3=94Hz, J4=3.1Hz, Gal-3), 3.32 (dd, 1H, °Jse=3.5Hz, “Jsueo =9.8 Hz,
L-Gal-6b), 3.27 (dd, 1H, *Ji,=7.8 Hz, *J»3 = 9.4 Hz, Gal-2), 3.00 (m, 1H, Glc-2), 1.56
(CHy).
100.6 MHz->*C-NMR (HMQC, CDCl3) und 75.5 MHz-*C-NMR (DEPT, BB, CDCl5):
S [ppm] = 171.4 (C=0), 138.3, 138.24, 138.15, 137.8, 137.5, 136.5 (6 x Phyp,), 128.61,
128.55, 128.5, 128.42, 128.37, 12831, 12825, 1282, 127.7, 127.6, 127.5, 127.4
(30 x Ph,,,), 98.7 (Gal-1), 93.7 (L-Gal-1), 86.5 (Glc-1), 78.8 (L-Gal-3), 76.0 (Glc-5), 75.7
(L-Gal-2), 75.1 (L-Gal-4), 74.5 (CH,Ph), 74.2 (2 x CH,Ph), 73.4 (2 x CH,Ph), 73.3 (Gal-3),
73.2 (Gal-5), 73.1 (CH,Ph), 72.4 (Glc-3), 71.7 (Gal-2, Glc-4), 70.9 (L-Gal-6), 70.2
(L-Gal-5), 69.0 (Gal-6), 68.5 (Glc-6), 68.4 (Gal-4), 57.9 (Glc-2), 22.9 (CH3).
ESI-MS (Gerit 1), positiv [m/z] = 1133.9 (100 %, [M + Na]", ber.: 1133.4).
Ce2H70N4O15 (1111.2) ber.. C67.01 H6.35 NS5.04

gef.: C66.12 H624 N431

5.2.10 Die Synthesen der Tetrasaccharide und Tetrasaccharid-Mimetika

Herstellung einer Methylsulfenylbromid-Lésung (1.6 M in absol. Dichlorethan)***

Eine Mischung aus 1.42 ml (1.51 g, 16.0 mmol) Dimethyldisulfid und 20 ml absol. Dichlor-
ethan wird unter einer Argonatmosphédre mit 818 ul (2.55 g, 16.0 mmol) Brom versetzt und
unter Lichtausschluss 15 h geriihrt. Bei den folgenden Sialylierungen werden maximal vier

Tage alte Methylsulfenylbromid-Ldsungen verwendet.
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2-Acetamido-4-0-{2,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-3-O-[methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-
O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)onat]-p-D-galacto-
pyranosyl}-3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-a-L-fucopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-B-D-
glucopyranosylazid (7)

(B-Ac¢-Bns-(Fuc)-sLe*COOMe-Nj3)

In einer Mischung aus 70 ml absol. Acetonitril und 45 ml absol. Dichlormethan werden
unter einer Argonatmosphire 4.44 g (4.42 mmol) B-3-(a-Bns-Fuc)-4-(3-6-Bn-Gal)-6-Bn-
GlcNAc-N; (14), 6.34g (10.6 mmol) a-Acs-NeuSAcCOOMe-Xan (13) und 6¢g
pulverférmiges Molekularsieb 4 A 45 min geriihrt. AnschlieBend gibt man bei —50 °C und
unter Lichtausschluss 2.75 g (10.7 mmol) Silbertriflat in 20 ml absol. Acetonitril hinzu und
tropft dann 6.65 ml (10.6 mmol) einer auf —30 °C vorgekiihlten 1.6 M L&sung von
Methylsulfenylbromid in Dichlorethan (vgl. Seite 110) innerhalb von 45 min hinzu. Die
Reaktionsmischung wird 2h bei —50°C und weitere 15h bei —30°C geriihrt und
anschlieend bei —30 °C mit 3.00 ml (2.17 g, 21.4 mmol) Diisopropylamin neutralisiert.
Man gibt 100 ml Dichlormethan hinzu, filtriert iiber Celite”, entfernt die L3sungsmittel
i. Vak. und reinigt den Riickstand flashchromatographisch (Saulengrofie: 40 x 5.5 cm, 380 g
Kieselgel, CH,Cl,:MeOH: R;=0.06). Das so erhaltene Produkt (noch Ileicht mit
Nebenprodukten verunreinigt) wird in 100 ml Pyridin geldst, mit 50 ml Essigsédureanhydrid
und 480 mg 4-Dimethylaminopyridin versetzt und die Reaktionsmischung wird 15h
geriihrt. AnschlieBend entfernt man Pyridin und iiberschiissiges Essigsdureanhydrid
i. Hochvak. und kodestilliert dreimal mit je 40 ml Toluol. Der Riickstand wird
flashchromatographisch ~ gereinigt  (Saulengréfe: 40x5.5cm, 380g Kieselgel,
CH,Cl;:MeOH: Ry= 0.07).

Ausbeute: 4.98 g (3.19 mmol, 72 %, bezogen auf 14); farbloser amorpher Feststoff;
[@]Z =60 (c=1.0, CHCL), Lit:"™" [a]? =-59.9 (c=1, CHCL); R/=0.29
(CH,Cly:MeOH = 20:1).

400 MHz-"H-NMR ('H-'"H-COSY, CDCl;): & [ppm] = 7.37-7.20 (m, 25H, Ph), 6.18 (d, 1H,
3Jniz = 8.6 Hz, Gle-NH), 5.58 (m., 1H, Sia-8), 5.34 (dd, 1H, *Js;=2.7 Hz, *J;5=9.4 Hz,
Sia-7), 5.13 (d, 1H, *Jxus = 10.2 Hz, Sia-NH), 5.11 (d, 1H, *J,, = 3.5 Hz, Fuc-1), 5.03 (dy,
1H, *J54=3.5Hz, Gal-4), 496 (d, 1H, *J1,=5.9 Hz, Glc-1), 4.94-4.85 (m, 3H, Gal-2
{4.92}, CH,Ph {491}, Sia-4 {4.88}), 4.77 (d, 1H, *Jyem = 11.4 Hz, CH,Ph), 4.73 (d, 1H,
3Ji2 =78 Hz, Gal-1), 4.72 (d, 2H, *Jyem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.62 (d, 1H, *Jyew = 11.7 Hz,
CH,Ph), 4.61 (d, 1H, *Jgem = 11.3 Hz, CH,Ph), 4.58 (dd, *J»3=10.7 Hz, *J54=3.9 Hz,
Gal-3), 4.55 (d, 1H, *Jgem = 12.1 Hz, CH,Ph), 4.41 (d, 1H, *Jyem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.37 (d,
1H, *Jgem = 12.1 Hz, CH,Ph), 4.32 (m,, 1H, Sia-9a), 4.30 (d, 1H, *Jgm = 11.4 Hz, CH,Ph),
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4.06 (pseudo-dd, *Ji,=3.5Hz, *J,53=10.2 Hz, Fuc-2), 4.04-3.96 (m, 4H, Sia-5 {4.03},
Fuc-5 {4.00}, Glc-3 {3.99}, Glc-4 {3.97}), 3.94 (dd, 1H, *Jgo, = 5.9 Hz, *Jo,0 = 12.1 Hz,
Sia-9b), 3.86-3.83 (m, 3H, Glc-5, Glc-6a, Glc-6b), 3.83 (COOCHs3), 3.79-3.75 (m, 3H,
Gle-2 {3.77}, Gal-5 {3.76}, Fuc-3), 3.60 (dd, 1H, *Jss=11.0 Hz, Js;=2.7 Hz, Sia-6),
3.47-3.42 (m, 2H, Fuc-4 {3.46}, Gal-6a {3.43}), 3.33 (dd, 1H, °Js¢ =7.4 Hz,
*Jsash = 9.4 Hz, Gal-6b), 2.55 (dd, 1H, *J3sq3ax = 12.5 Hz, *Jasq4 = 4.3 Hz, Sia-3;), 2.12,
2.09, 2.05, 1.99, 194, 193, 1.84, 1.83 (8xs, 24H, CH;"), 1.69 (t, IH,
*Jziqaax = Jaaxa = 12.5 Hz, Sia-34,), 1.04 (d, 3H, *Js 6 = 6.3 Hz, Fuc-6).
100.6 MHz-">C-NMR (HMBC, HMQC, DEPT, BB, CDCls): & [ppm] = 170.8, 170.5, 170.4,
170.24, 170.18, 169.9, 169.6 (8 x C=0"°), 167.8 (Sia-1), 138.7, 138.6, 138.5, 138.3, 137.7
(5 x Phipso), 128.40, 128.35, 128.3, 128.20, 128.17, 127.74, 127.67, 127.6, 127.55, 127.50,
127.4, 127.21, 127.18 (25 x Ph,,,,,), 99.0 (Gal-1), 96.9 (Sia-2), 96.6 (Fuc-1), 87.6 (Glc-1),
79.3 (Fuc-3), 77.4 (Fuc-4), 76.5 (Fuc-2), 75.6 (Glc-5), 74.5 (CH,Ph), 73.2 (2 x CH,Ph),
73.1, 72.9, 72.8 (Glc-3, Gle-4, 2 x CH,Ph), 72.0 (Sia-6), 71.8 (Gal-5), 71.2 (Gal-3), 70.2
(Gal-2), 69.3 (Sia-4), 68.8 (Glc-6), 67.8 (Gal-4), 67.6 (Sia-8), 67.4 (Gal-6), 67.1 (Sia-7),
66.9 (Fuc-5), 62.4 (Sia-9), 53.2 (COOCH3), 52.1 (Glc-2), 49.0 (Sia-5), 37.5 (Sia-3), 23.13,
23.06, 21.4,20.9 (4 x CH5™), 20.8 (2 x CH;™), 20.7, 20.6 (2 x CH;3"°), 16.6 (Fuc-6).
ESI-MS (Geriit 2), positiv [m/z] = 1600.8 (24 %, [M +K]", ber.: 1600.7), 1584.8 (100 %,
[M + Na]", ber.: 1584.6).
C79HosN50,5 (1562.6) ber.. C60.72 H6.13 N4.48

gef.: C60.37 H6.18 N 4.09

2-Acetamido-4-0-{2,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-3-O-[methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-
O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)onat]-B-D-galacto-
pyranosyl}-3-0O-(2,3,4-tri-O-benzyl-B-D-arabinopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-B-D-
glucopyranosylazid (8)

(B-Ac¢-Bns-(Ara)-sLe*COOMe-N3)

In einer Mischung aus 80 ml absol. Acetonitril und 45 ml absol. Dichlormethan werden
unter einer Argonatmosphére 4.71 g (4.75 mmol) B-3-(B-Bns-Ara)-4-(3-6-Bn-Gal)-6-Bn-
GIcNAc-N3 (15), 5.60g (9.40 mmol) a-Acs-NeuSAcCOOMe-Xan (13) und 6¢g
pulverformiges Molekularsieb 4 A 45 min geriihrt. AnschlieBend gibt man bei —50 °C und
unter Lichtausschluss 2.42 g (9.42 mmol) Silbertriflat in 10 ml absol. Acetonitril hinzu und
tropft dann 5.90 ml (9.44 mmol) einer auf —-30 °C vorgekiihlten 1.6 M Losung von
Methylsulfenylbromid in Dichlorethan (vgl. Seite 110) innerhalb von 45 min hinzu. Die
Reaktionsmischung wird 2h bei —50 °C und weitere 15h bei —30°C geriihrt und
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anschliefend bei —30 °C mit 2.64 ml (1.91 g, 18.9 mmol) Diisopropylamin neutralisiert.
Man gibt 100 ml Dichlormethan hinzu, filtriert {iber Celite®, entfernt die Losungsmittel
1. Vak. und reinigt den Riickstand flashchromatographisch (Sdulengréfe: 40 x 5.5 cm, 380 g
Kieselgel, CH,Cl,:MeOH: R;=0.07). Das so erhaltene Produkt (noch Ileicht mit
Nebenprodukten verunreinigt) wird in 100 ml Pyridin geldst, mit 50 ml Essigsdureanhydrid
und 500 mg 4-Dimethylaminopyridin versetzt und die Reaktionsmischung wird 15h
geriihrt. AnschlieBend entfernt man Pyridin und {iberschiissiges Essigsdureanhydrid
i. Hochvak. und kodestilliert dreimal mit je 40 ml Toluol. Der Riickstand wird
flashchromatographisch ~ gereinigt  (Saulengréfe: 40x5.5cm, 380g Kieselgel,
CH,Cl;:MeOH: Ry= 0.05).

Ausbeute: 5.35g (3.45 mmol, 73 %, bezogen auf 15); farbloser amorpher Feststoff;
[a]} =-73 (c= 1.0, CHCl3); Ry= 0.29 (CH,Cl:MeOH = 20:1).

400 MHz-'"H-NMR ('H-'"H-COSY, CDCl3): & [ppm] = 7.35-7.16 (m, 25H, Ph), 6.36 (d, 1H,
*Jniz = 8.2 Hz, Gle-NH), 5.59 (m., 1H, Sia-8), 5.34 (dd, 1H, *Js;=2.5 Hz, *J;5=9.2 Hz,
Sia-7), 5.16 (d, 1H, *J,,=3.1 Hz, Ara-1), 5.14 (d, 1H, *Jaus = 12.1 Hz, Sia-NH), 5.01 (d,
1H, *J54 = 3.5 Hz, Gal-4), 4.94 (dd, 1H, *J1, = 7.8 Hz, *J,5 = 9.8 Hz, Gal-2), 4.88 (m,, 1H,
Sia-4), 4.84 (d, 1H, J,, = 5.5 Hz, Glc-1), 4.77-4.70 (m, 3H, CH,Ph {4.75}, Gal-1 {4.73},
CH,Ph {4.72}), 4.62-4.54 (m, 4H, Gal-3 {4.57}, CH,Ph), 4,52 (d, 1H, *Jgem = 12.5 Hz,
CH,Ph), 4.49 (d, 1H, *Juem=12.1 Hz, CH,Ph), 4.43 (d, 1H, “Juem=11.7 Hz, CH,Ph),
4.37-4.34 (m, 2H, Sia-9a {4.35}, CH,Ph), 4.31 (d, 1H, “Jyem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.09-4.01
(m, 2H, Sia-5 {4.05}, Glc-4 {4.03}), 3.98 (dd, *Ji,=3.1Hz, *J,3=9.4Hz, Ara-2),
3.96-3.89 (m, 4H, Glc-3 {3.94}, Glc-2 {3.91}, Sia-9b {3.91}, Glc-5 {3.89}), 3.83 (s, 3H,
COOCHj3), 3.81-3.77 (m, 3H, Gal-5 {3.78}, Glc-6a, Glc-6b), 3.70 (ddy, 1H, />3 =9.0 Hz,
3J5.4=2.0 Hz, Ara-3), 3.64-3.57 (m, 4H, Sia-6 {3.61}, Ara-4 {3.59}, Ara-5a, Ara-5b), 3.42
(dd, 1H, *Jsqu=59Hz, “Jeus=9.8Hz, Gal-6a), 3.34 (dd, 1H, °Jse,=7.4Hz,
*Joash = 9.8 Hz, Gal-6b), 2.56 (dd, 1H, *J3iq3ax = 12.5 Hz, *J34q4 = 4.3 Hz, Sia-34), 2.20,
2.09, 2.06, 1.99, 1.94, 193, 1.87, 1.83 (8xs, 24H, CH;™), 1.70 (t, 1H,
2 Jsiqzax = Jzaxa = 12.5 Hz, Sia-3,).

100.6 MHz-"C-NMR (HMBC, HMQC, DEPT, BB, CDCl;): & [ppm] = 170.8, 170.6, 170.5,
170.4, 170.3, 169.9, 169.7 (8 x C=0"), 167.8 (Sia-1), 138.5, 138.3, 138.2, 137.7
(5 x Phipeo), 128.4, 128.3, 128.2, 127.8, 127.7, 127.5, 127.43, 127.38, 127.3 (25 x Ph, ),
98.7 (Gal-1), 97.3 (Ara-1), 96.8 (Sia-2), 88.0 (Glc-1), 76.8 (Ara-3), 76.5 (Ara-2), 75.5
(Glc-5), 74.1 (Gle-3), 73.59 (CH,Ph), 73.56 (Ara-4), 73.3, 72.9 (2 x CH,Ph), 72.5 (Glc-4),
72.2 (CH,Ph), 72.0 (Sia-6), 71.9 (Gal-5), 71.3 (CH,Ph), 71.1 (Gal-3), 70.3 (Gal-2), 69.3
(Sia-4), 69.0 (Glc-6), 67.9 (Gal-4), 67.6 (Gal-6, Sia-8), 67.2 (Sia-7), 62.5 (Sia-9), 60.8
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(Ara-5), 53.2 (COOCH3), 50.8 (Glc-2), 49.0 (Sia-5), 37.5 (Sia-3), 23.1, 23.0, 21.4, 20.9
(4 x CH3™), 20.8 (2 x CH5™), 20.64, 20.55 (2 x CH5™).
ESI-MS (Gerdt 1), positiv [m/z] =1586.8 (7%, [M+K]", ber.: 1586.7), 1570.9 (100 %,
[M + Na]’, ber.: 1570.6).
C75Ho3N5005 (1548.6) ber.: C60.50 H6.05 N4.52

gef: C60.16 H6.07 N4.28

2-Acetamido-4-0-{2,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-3-O-[methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-
O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)onat]-B-D-galacto-
pyranosyl}-3-0-(2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-L-galactopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy--
D-glucopyranosylazid (9)

(B-Acs-Bng-(L-Gal)-sLe*COOMe-N3)

In einer Mischung aus 80 ml absol. Acetonitril und 45 ml absol. Dichlormethan werden
unter einer Argonatmosphire 4.04 g (3.64 mmol) B-3-(a-Bns-L-Gal)-4-(3-6-Bn-Gal)-6-Bn-
GIcNAc-N; (16), 4.09g (6.87 mmol) a-Acs-NeuSAcCOOMe-Xan (13) und 6¢g
pulverférmiges Molekularsieb 4 A 45 min geriihrt. AnschlieBend gibt man bei —50 °C und
unter Lichtausschluss 1.77 g (6.89 mmol) Silbertriflat in 10 ml absol. Acetonitril hinzu und
tropft dann 4.30 ml (6.88 mmol) einer auf —30°C vorgekiihlten 1.6 M Losung von
Methylsulfenylbromid in Dichlorethan (vgl. Seite 110) innerhalb von 45 min hinzu. Die
Reaktionsmischung wird 2h bei —50°C und weitere 15h bei —30°C geriihrt und
anschlieend bei —30 °C mit 2.00 ml (1.44 g, 14.2 mmol) Diisopropylamin neutralisiert.
Man gibt 100 ml Dichlormethan hinzu, filtriert iiber Celite”, entfernt die Losungsmittel
i. Vak. und reinigt den Riickstand flashchromatographisch (Saulengréfe: 40 x 5.5 cm, 380 g
Kieselgel, CH,Cl,:MeOH: Ry= 0.06). Dabei gewinnt man 1.42 g (1.28 mmol, 35 %) nicht
umgesetztes Trisaccharid 16 zuriick. Das erhaltene Tetrasaccharid (noch leicht mit
Nebenprodukten verunreinigt) wird in 60 ml Pyridin geldst, mit 30 ml Essigsdureanhydrid
und 380 mg 4-Dimethylaminopyridin versetzt und die Reaktionsmischung wird 15h
geriihrt. AnschlieBend entfernt man Pyridin und iiberschiissiges Essigsdureanhydrid
i. Hochvak. und kodestilliert dreimal mit je 40ml Toluol. Der Riickstand wird
flashchromatographisch  gereinigt  (SaulengroBe: 40x5.5cm, 380g Kieselgel,
CH,Cl;:MeOH: R;= 0.06). Neben dem Produkt werden so 1.42 g (1.28 mmol, 35 %) von

nicht umgesetztem Trisaccharid 16 zuriickgewonnen.

Ausbeute: 2.53 g (1.52 mmol, 42 %, bezogen auf 16); farbloser amorpher Feststoff;
[a]} =48 (¢ = 1.0, CHCl3); Ry= 0.33 (CH,Cl:MeOH = 20:1).
Zuriickgewonnenes Trisaccharid 16: 1.42 g (1.28 mmol, 35 %).
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400 MHz-'"H-NMR ('H-'"H-COSY, CDCl3): & [ppm] = 7.35-7.14 (m, 30H, Ph), 6.14 (d, 1H,
*Jniz = 7.8 Hz, Gle-NH), 5.58 (m., 1H, Sia-8), 5.35 (dd, 1H, *Js;=2.7 Hz, *J;5=9.4 Hz,
Sia-7), 5.14 (d, 1H, *Ji,=3.5 Hz, L-Gal-1), 5.10 (d, 1H, *Jxus = 10.2 Hz, Sia-NH), 5.05
(dd, 1H, *J1, =82 Hz, *J,5=9.8 Hz, Gal-2), 5.03 (d, 1H, *J54=2.7 Hz, Gal-4), 5.02 (d,
1H, *J1, = 6.7 Hz, Glc-1), 4.91 (m,, 1H, Sia-4), 4.84 (d, 1H, “Jyem = 11.4 Hz, CH,Ph), 4.83
(d, 1H, *Ji1,=8.4Hz, Gal-1), 478 (d, 1H, *Jem=11.7Hz, CH,Ph), 4.71 (d, 1H,
*Joem = 12.1 Hz, CH,Ph), 4.68 (d, 1H, *Jgem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.62-4.57 (m, 3H, Gal-3
{4.60}, CH,Ph), 4.55 (d, 1H, “Jym=11.7 Hz, CH,Ph), 4.50 (d, 1H, *Jyem=11.3 Hz,
CH,Ph), 4.44 (d, 1H, “Jyem = 12.1 Hz, CH,Ph), 4.37 (d, 1H, *Jgem = 11.0 Hz, CH,Ph), 4.34
(d, 1H, *Jgem = 10.6 Hz, CH,Ph), 4.27 (dd, 1H, *Jgo, = 2.7 Hz, “Jo0 = 12.1 Hz, Sia-9a),
4.20 (d, 1H, *Jyem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.16-4.13 (m, 2H, L-Gal-5 {4.15}, Glc-3 {4.14}),
4.09-4.01 (m, 3H, L-Gal-2 {4.07}, Sia-5 {4.05}, Glc-4 {4.02}), 3.93 (dd, 1H,
3Jsob = 5.5 Hz, *Joaoo = 12.5 Hz, Sia-9b), 3.87-3.84 (m, 4H, L-Gal-4 {3.87}, Glc-5 {3.85},
Glc-6a, Glc-6b), 3.84 (s, 3H, COOCH3), 3.81-3.76 (m, 2H, L-Gal-3 {3.80}, Gal-5 {3.77}),
3.69 (m., 1H, Glc-2), 3.62 (dd, 1H, *Js¢=11.0 Hz, *Js;=2.7 Hz, Sia-6), 3.59 (dd, 1H,
3Js6a=5.9 Hz, “Jeasp = 8.6 Hz, L-Gal-6a), 3.51 (t, 1H, Jsg = “Jsusp = 8.6 Hz, L-Gal-6b),
3.44 (dd, 1H, °Jsea=5.5Hz, “Jeusp =9.8 Hz, Gal-6a), 3.32 (dd, 1H, *Js¢ =7.8 Hz,
*Joash = 9.8 Hz, Gal-6b), 2.62 (dd, 1H, *J3iq30x = 12.5 Hz, *J35q4 = 4.7 Hz, Sia-34), 2.21,
2.07,2.05,1.99, 1.93, 1.84, 1.78, 1.77 (8 x s, 24H, CH3*°), 1.75 (m., 1H, Sia-34,).
100.6 MHz-"*C-NMR (HMBC, HMQC, DEPT, BB, CDCl3): & [ppm] = 170.9, 170.5, 170.4,
170.3, 170.1, 169.6 (8 x C=0"°), 167.8 (Sia-1), 138.8, 138.7, 138.6, 138.3, 138.2, 137.9
(6 x Phipso), 128.4, 128.3, 128.2, 128.1, 128.0, 127.9, 127.7, 127.6, 127.4, 127.3, 127.1
(30 x Ph,,,,), 99.1 (Gal-1), 96.9 (Sia-2), 95.9 (L-Gal-1), 87.5 (Glc-1), 78.9 (L-Gal-3), 76.4
(L-Gal-2), 75.8 (L-Gal-4), 74.9 (Glc-5), 74.6, 73.6, 73.3, 73.2, 73.0 (5 x CH,Ph), 72.8
(Gle-3, Gle-4), 72.7 (CH,Ph), 72.03 (Gal-5), 71.97 (Sia-6), 71.6 (Gal-3), 70.5 (Gal-2), 69.6
(L-Gal-5), 69.4 (Sia-4), 68.8 (Glc-6), 68.6 (L-Gal-6), 67.7 (Gal-4), 67.5 (Gal-6, Sia-8), 67.1
(Sia-7), 62.3 (Sia-9), 53.2 (COOCH3), 52.5 (Glc-2), 49.1 (Sia-5), 37.6 (Sia-3), 23.1, 23.0,
21.3,21.0 (4 x CH5™), 20.8 (2 x CH;3"°), 20.6, 20.4 (2 x CH3"°).
ESI-MS (Geriit 2), positiv [m/z] = 1691.0 (59 %, [M + Na]", ber.: 1690.7), 556.3 (100 %).
CssHi101N5O29 (1668.7) ber.. C61.90 H6.10 N4.20

gef.: C62.12 H6.23 N4.25
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2-Acetamido-4-O-{6-O-benzyl-3-O-[(1S)-2-cyclohexyl-1-methoxycarbonyl-ethyl]-B-D-
galactopyranosyl}-3-0O-(2,3,4-tri-O-benzyl-a-L-fucopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-B-
D-glucopyranosylazid (73)

(B-Bns-(Fuc)-cycloLe*COOMe-N3)

Eine Mischung von 4.00 g (3.98 mmol) -3-(a-Bns-Fuc)-4-(B-6-Bn-Gal)-6-Bn-GlcNAc-N3
(14) und 1.49 g (5.99 mmol) Dibutylzinnoxid in 350 ml Methanol wird 15 h refluxiert.
AnschlieBend entfernt man das Losungsmittel i. Vak., trocknet den Riickstand 4 h
i. Hochvak. und 16st diesen dann unter einer Argonatmosphédre in 250 ml absol.
1,2-Dimethoxyethan. Nach Zugabe von 1.81 g (11.9 mmol) wasserfreiem Casiumfluorid im
Argongegenstrom werden 3.80 g (11.9 mmol) (R)-2-Trifluormethansulfonyloxy-3-cyclo-
hexylpropansduremethylester (17) in 15 ml absol. 1,2-Dimethoxyethan innerhalb von
30 min zugetropft und die Reaktionslosung wird 15 h unter einer Argonatmosphére geriihrt.
AnschlieBend gibt man 300 ml Wasser und 100 ml Dichlormethan zur Reaktionsmischung,
trennt die Phasen und extrahiert die wissrige Phase dreimal mit je 100 ml Dichlormethan.
Die vereinigten organischen Phasen werden mit Magnesiumsulfat getrocknet, die
Losungsmittel i. Vak. entfernt und der Riickstand wird flashchromatographisch gereinigt
(SaulengroBe: 40 x 5.5 cm, 380 g Kieselgel, CH,Cl,:MeOH: Ry= 0.05). Neben dem Produkt
werden so 673 mg (670 umol, 17 %) von nicht umgesetztem Trisaccharid 14

zuriickgewonnen.

Ausbeute: 2.82 g (2.40 mmol, 60 %, bezogen auf 14); farbloser amorpher Feststoff;
[a]% =-56 (¢ = 1.0, CHCLy); R;= 0.35 (CH,Cl;:MeOH = 30:1).

Zuriickgewonnenes Trisaccharid 14: 673 mg (670 umol, 17 %).

400 MHz-'H-NMR ('H-'H-COSY, CDCls): & [ppm] = 7.33-7.22 (m, 25H, Ph), 5.92 (d, 1H,
)tz = 7.0 Hz, Gle-NH), 5.06 (d, 1H, *Ji2=9.0 Hz, Glc-1), 5.05 (d, 1H, *Ji,=3.5 Hz,
Fuc-1), 4.92 (d, 1H, *Jgem = 11.3 Hz, CH,Ph), 4.91 (d, 1H, *Jyem = 11.4 Hz, CH,Ph), 4.72 (d,
1H, *Jym=11.3Hz, CH,Ph), 4.65 (d, 1H, *Juem=11.7Hz, CH,Ph), 4.64 (d, 1H,
2Jyem = 10.6 Hz, CH,Ph), 4.60 (d, 1H, *Jgem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.57 (d, 1H, *Jgem = 11.3 Hz,
CH,Ph), 4.51 (d, 1H, “Jym=12.1 Hz, CH,Ph), 4.46 (s, 2H, CH,Ph), 4.44 (d, 1H,
3J12=82Hz, Gal-1), 438 (q, 1H, *Jss=6.7 Hz, Fuc-5), 4.25 (dd, 1H, *J,i.=9.8 Hz,
3Jvie =3.1 Hz, CHCOOCH3), 4.16 (t, 1H, *J,3="J54=92Hz, Glc-3), 4.07 (dd, 1H,
3J12=3.5Hz, *J»5=102 Hz, Fuc-2), 4.02 (t, 1H, *J34="J45=9.2 Hz, Glc-4), 3.98-3.93
(m, 2H, Glc-6a {3.95}, Fuc-3 {3.94}), 3.84 (dv, 1H, *Js4=2.7 Hz, Gal-4), 3.78-3.75 (m,
2H, Gle-6b, Gal-6a), 3.73 (s, 3H, COOCHj3), 3.72-3.64 (m, 3H, Fuc-4 {3.71}, Gal-2 {3.67},
Gal-6b {3.65}), 3.61 (m., 1H, Glc-5), 3.45 (ty, 1H, *Js6,="Js6 = 6.5 Hz, Gal-5), 3.20 (m,
1H, Glc-2), 3.12 (dd, 1H, *J,3=9.0 Hz, *J34=3.1 Hz, Gal-2), 1.80 (m., 1H, Cyclo-CH,),
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1.69-1.62 (m, 5H, Cyclo-CH,, CH,,CHCOOCH3), 1.59 (s, 3H, CH;™°), 1.56-1.54 (m, 2H,
CH,,CHCOOCHj3, Cyclo-CH), 1.24-1.15 (m, 3H, Cyclo-CH,), 1.13 (d, 3H, *Js¢ = 6.7 Hz,
Fuc-6), 0.97-0.82 (m, 2H, Cyclo-CH,).
100.6 MHz-">C-NMR (HMQC, BB, CDCl5) und 75.5 MHz->C-NMR (DEPT, CDCl5):
S [ppm] = 175.4, 170.7 (C=0"°, COOCH3), 138.7, 138.5, 138.4, 138.1, 137.9 (5 x Phip),
128.7, 128.4, 1282, 128.1, 127.9, 127.7, 127.5, 127.2 (25 x Ph,,), 101.0 (Gal-1), 98.1
(Fuc-1), 87.5 (Gle-1), 82.7 (Gal-3), 79.8 (Fuc-3), 77.6 (Fuc-4), 76.9 (CHCOOCH3), 76.8
(Glc-5, Fuc-2), 76.0 (Gle-3), 75.1, 74.4 (2 x CH,Ph), 74.1 (Glc-4), 73.5, 73.3 (2 x CH,Ph),
72.8 (Gal-5), 72.1 (CH,Ph), 71.6 (Gal-2), 68.5 (Gal-6), 68.2 (Glc-6), 67.1 (Fuc-5), 66.3
(Gal-4), 57.6 (Glc-2), 52.2 (COOCH3), 41.0 (CH,CHCOOCH3), 33.9 (Cyclo-CH,), 33.6
(Cyclo-CH), 32.1, 26.4, 26.2, 26.0 (4 x Cyclo-CH,), 23.1 (CH3"°), 16.8 (Fuc-6).
ESI-MS (Geriit 2), positiv [m/z] = 1211.5 (26 %, [M +K]", ber.: 1211.5), 1195.5 (100 %,
[M + Na]", ber.: 1195.5).
CesHsoN4O16 (1173.3) ber.. C66.54 H6.87 N4.77

gef: C66.59 H6.61 N4.89

2-Acetamido-4-0-{2,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-3-O-[(1S)-2-cyclohexyl-1-methoxy-
carbonyl-ethyl]-B-D-galactopyranosyl}-3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-a-L-fucopyranosyl)-6-
O-benzyl-2-desoxy-B-D-glucopyranosylazid (10)
(B-Ac,-Bns-(Fuc)-cycloLe*COOMe-N3)

Man 16st 4.17 g (3.55 mmol) B-Bns-(Fuc)-cycloLe*COOMe-Nj; (73) in 80 ml Pyridin, gibt
200 mg 4-Dimethylaminopyridin hinzu, tropft dann 40 ml Essigsdureanhydrid langsam zur
Reaktionslosung und rithrt 5 h. Pyridin und {iberschiissiges Essigsdureanhydrid werden
1. Hochvak. entfernt und der Riickstand wird viermal mit je 40 ml Toluol kodestilliert und
anschlieBend flashchromatographisch gereinigt (Saulengrofe: 35 x 5.5 cm, 325 g Kieselgel,
CH,Cl:MeOH: R,= 0.08).

Ausbeute: 4.22 g (3.36 mmol, 95 %); farbloser amorpher Feststoff; [¢] 12)3 =-59 (c=1.0,
CHCLy); Ry= 0.46 (CH,Cl;:MeOH = 30:1).

400 MHz-"H-NMR ('H-'"H-COSY, CDCl3): & [ppm] = 7.36-7.24 (m, 25H, Ph), 6.13 (d, 1H,
3Jnta = 5.1 Hz, Gle-NH), 5.52 (d, 1H, *J34=2.7 Hz, Gal-4), 5.07 (d, 1H, *J;,=3.1 Hz,
Fuc-1), 5.05 (d, 1H, Ji,=7.4Hz, Gle-1), 501 (m. 1H, Gal-2), 491 (d, 1H,
2Joem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.78 (d, 1H, *Jyem = 11.4 Hz, CH,Ph), 4.71 (d, 1H, *Jyew = 11.7 Hz,
CH,Ph), 4.61 (d, 1H, *Jgem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.50 (d, 1H, “Jgem = 12.1 Hz, CH,Ph), 4.43
(d, 1H, *Jgm=11.7 Hz, CH,Ph), 4.41 (d, 1H, *Jum=11.7 Hz, CH,Ph), 4.37 (d, 1H,
*Jeem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.35 (d, 1H, °J,,=7.8 Hz, Gal-1), 4.07-4.01 (m, 4H, Fuc-2



118 EXPERIMENTELLER TEIL

{4.06}, Glc-3 {4.02}, Fuc-5 {4.01}, CHCOOCH; {4.01}), 3.91 (m,, 1H, Glc-4), 3.83-3.76
(m, 3H, Fuc-3 {3.77}, Glc-6a, Glc-6b), 3.71 (s, 3H, COOCHj3), 3.71-3.66 (m, 2H, Glc-2
{3.69}, Glc-5 {3.67}), 3.55 (m., 1H, Gal-5), 3.50-3.40 (m, 4H, Fuc-4 {3.44}, Gal-3 {3.41},
Gal-6a, Gal-6b), 2.02, 1.97, 1.84 (3xs, 9H, CH;*), 1.72-1.59 (m, 5H, Cyclo-CH,),
1.56-1.41 (m, 2H, CH,CHCOOCH3), 130 (m, 1H, Cyclo-CH), 1.23-1.11 (m, 3H,
Cyclo-CH,), 1.05 (d, 3H, *Js = 5.9 Hz, Fuc-6), 0.89-0.80 (m, 2H, Cyclo-CH,).
100.6 MHz-*C-NMR (HMBC, HMQC, BB, CDCls) und 75.5 MHz-"C-NMR (DEPT,
CDCl3): & [ppm] = 172.7 (COOCH3), 170.3, 169.8, 169.5 (3 x C=0°), 138.7 (2 x Phips),
138.5, 137.8, 137.6 (3 x Phiys,), 128.47, 128.44, 128.38, 128.35, 128.2, 127.9, 127.8, 127.7,
127.6, 127.5, 127.2 (25 x Ph,,,,), 99.5 (Gal-1), 96.6 (Fuc-1), 87.7 (Glc-1), 79.5 (Fuc-3),
77.8 (CHCOOCH3), 77.3, 77.2 (Gal-3, Fuc-4), 76.5 (Fuc-2), 75.7 (Glc-5), 74.5 (CH,Ph),
73.5 (2 x CH,Ph), 73.3 (CH,Ph), 72.94 (Gal-5), 72.86 (Glc-4, CH,Ph), 72.6 (Glc-3), 71.7
(Gal-2), 68.6 (Glc-6), 68.5 (Gal-4), 68.1 (Gal-6), 66.9 (Fuc-5), 52.0 (Glc-2, COOCH3), 40.4
(CH,CHCOOCH3), 33.6 (Cyclo-CHy), 33.5 (Cyclo-CH), 32.9, 263, 26.1, 26.0
(4 x Cyclo-CHy), 23.1, 21.0, 20.8 (3 x CH3"°), 16.6 (Fuc-6).
ESI-MS (Gerit 2), positiv [m/z] = 1279.6 (100 %, [M + Na]", ber.: 1279.6).
CeoHgaN4O15 (1257.4) ber.. C6591 H6.73 N4.46

gef: C6536 H6.88 N4.54

2-Acetamido-3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-B-D-arabinopyranosyl)-4-O-{6-O-benzyl-3-O-
[(1S)-2-cyclohexyl-1-methoxycarbonyl-ethyl]-B-D-galactopyranosyl}-6-O-benzyl-2-
desoxy-B-D-glucopyranosylazid (74)

(B-Bns-(Ara)-cycloLe*COOMe-N3)

Eine Mischung von 2.15 g (2.17 mmol) B-3-(B-Bns-Ara)-4-(B-6-Bn-Gal)-6-Bn-GlcNAc-Nj3
(15) und 809 mg (3.25 mmol) Dibutylzinnoxid in 220 ml Methanol wird 15 h refluxiert.
AnschlieBend entfernt man das Losungsmittel i. Vak., trocknet den Riickstand 5h
i. Hochvak. und 16st diesen dann unter einer Argonatmosphire in 150 ml absol.
1,2-Dimethoxyethan. Nach Zugabe von 988 mg (6.50 mmol) wasserfreiem Casiumfluorid
im Argongegenstrom werden 2.07 g (6.50 mmol) (R)-2-Trifluormethansulfonyloxy-3-cyclo-
hexylpropansduremethylester (17) in 15 ml absol. 1,2-Dimethoxyethan innerhalb von
30 min zugetropft und die Reaktionslosung wird 15 h unter einer Argonatmosphére geriihrt.
AnschlieBend gibt man 200 ml Wasser und 200 ml Dichlormethan zur Reaktionsmischung,
trennt die Phasen und extrahiert die wiassrige Phase zweimal mit je 200 ml Dichlormethan.
Die vereinigten organischen Phasen werden mit Magnesiumsulfat getrocknet, die

Losungsmittel i. Vak. entfernt und der Riickstand wird flashchromatographisch gereinigt
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(SéulengroBe: 38 x 5.5 cm, 360 g Kieselgel, CH,Cl,:MeOH: Ry= 0.10). Neben dem Produkt
werden so 538 mg (543 umol, 25%) von nicht umgesetztem Trisaccharid 15

zuriickgewonnen.

Ausbeute: 1.39 g (1.20 mmol, 55 %, bezogen auf 15); farbloser amorpher Feststoff;
[a]Z =77 (¢ = 1.0, CHCL); R;= 0.34 (CH,Cl,:MeOH = 30:1).
Zuriickgewonnenes Trisaccharid 15: 538 mg (543 umol, 25 %).
400 MHz-"H-NMR ('H-'"H-COSY, CDCl): & [ppm] = 7.37-7.24 (m, 25H, Ph), 6.06 (d, 1H,
3Jxua = 6.7 Hz, Gle-NH), 5.13 (d, 1H, *J;, = 3.1 Hz, Ara-1), 4.94 (d, 1H, *Jyem = 11.3 Hz,
CH,Ph), 4.86 (d, 1H, *J1, = 8.6 Hz, Glc-1), 4.69-4.44 (m, 10H, Gal-1 {4.48}, CH,Ph), 4.24
(dd, 1H, *Jyic =9.8 Hz, *Jiic = 3.5 Hz, CHCOOCH3), 4.12-4.04 (m, 4H, Ara-5a {4.10},
Ara-2 {4.07}, Glc-3 {4.07}, Glc-4 {4.07}), 3.94 (dd, 1H, *Js e, = 3.3 Hz, “Jeasp = 11.6 Hz,
Gle-6a), 3.90 (dd, 1H, *J53=9.8 Hz, *J34 = 2.7 Hz, Ara-3), 3.86-3.85 (m, 2H, Ara-4, Gal-4),
3.75 (s, 3H, COOCH3), 3.75-3.71 (m, 2H, Gal-2 {3.74}, Gal-6a {3.72}), 3.70-3.60 (m, 3H,
Ara-5a {3.69}, Gal-6b {3.64}, Glc-5 {3.61}), 3.49 (to, 1H, *Js6, = Jse» = 6.3 Hz, Gal-5),
3.37 (m., 1H, Glc-2), 3.15 (dd, 1H, *J,3=9.4 Hz, *J54=3.1 Hz, Gal-3), 1.83 (m,, 1H,
Cyclo-CHy), 1.73-1.64 (m, 5H, Cyclo-CH,, CH,,CHCOOCH3;), 1.63 (s, 3H, CH3A°),
1.61-1.55 (m, 2H, CH,,CHCOOCHj3, Cyclo-CH), 1.28-1.13 (m, 3H, Cyclo-CH,), 1.00-0.86
(m, 2H, Cyclo-CHa).
100.6 MHz-">*C-NMR (HMQC, BB, CDCl5) und 75.5 MHz->C-NMR (DEPT, CDCI5):
S[ppm] = 175.4, 170.9 (C=0", COOCH3), 138.4, 138.31, 138.25, 138.1, 137.8 (5 X Phips.),
128.7, 128.4, 128.34, 128.31, 128.1, 128.0, 127.8, 127.7, 127.6, 127.5, 127.4 (25 x Ph,.,,),
101.0 (Gal-1), 98.9 (Ara-1), 88.0 (Glc-1), 82.9 (Gal-3), 77.7 (Ara-3), 77.1, 77.0
(CHCOOCH;, Glc-5, Ara-2, [Gle-3 oder Glc-4]), 74.7 (CH,Ph), 73.5 ([Glc-3 oder Glc-4],
CH,Ph), 73.4 (Ara-4, CH,Ph), 73.0 (Gal-5), 71.5 (Gal-2), 71.4, 71.3 (2 x CH,Ph), 68.6
(Gal-6), 68.3 (Glc-6), 66.4 (Gal-4), 60.8 (Ara-5), 56.7 (Glc-2), 52.2 (COOCH3), 41.0
(CH,CHCOOCHj3), 33.9 (Cyclo-CH,), 33.5 (Cyclo-CH), 32.1, 26.4, 262, 26.0
(4 x Cyclo-CH,), 23.0 (CH;™).
ESI-MS (Gerdt 2), positiv [m/z] =1197.8 (9 %, [M + K], ber.: 1197.5), 1181.8 (100 %,
[M + Na]", ber.: 1181.5).
CesH7sN4O16 (1159.3) ber.. C66.30 H6.78 N4.83

gef: C65.56 H7.03 N4.63
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2-Acetamido-4-0-{2,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-3-O-[(1S)-2-cyclohexyl-1-methoxy-
carbonyl-ethyl]-B-D-galactopyranosyl}-3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-B-D-arabinopyranosyl)-
6-O-benzyl-2-desoxy-B-D-glucopyranosylazid (11)
(B-Acy-Bns-(Ara)-cycloLe*COOMe-Nj3)

Man 16st 2.26 g (1.95 mmol) B-Bns-(Ara)-cycloLe*COOMe-N; (74) in 60 ml Pyridin, gibt
250 mg 4-Dimethylaminopyridin hinzu, tropft dann 30 ml Essigsédureanhydrid langsam zur
Reaktionslosung und rithrt 15 h. Pyridin und iiberschiissiges Essigsdureanhydrid werden
i. Hochvak. entfernt und der Riickstand wird zweimal mit je 50 ml Toluol kodestilliert und
anschlieBend flashchromatographisch gereinigt (Séulengrofle: 35 x 5.5 cm, 325 g Kieselgel,
Cyclohexan:EtOAc: Ry= 0.10).

Ausbeute: 2.29 g (1.84 mmol, 94 %); farbloser amorpher Feststoff; [] 2133 =-93 (c=1.0,
CHCl3); R, = 0.44 (CH,Cl:MeOH = 30:1).

400 MHz-"H-NMR ('H-'"H-COSY, CDCls): & [ppm] = 7.37-7.22 (m, 25H, Ph), 6.40 (d, 1H,
3Jniz = 8.6 Hz, Gle-NH), 5.54 (d, 1H, J54=3.1 Hz, Gal-4), 5.15 (d, 1H, *J,,=3.1 Hz,
Ara-1), 5.07 (dd, 1H, *J1,=82Hz, *Jr3=9.8 Hz, Gal-2), 492 (d, 1H, *J;,=5.1 Hz,
Glec-1), 4.76 (s, 2H, CH,Ph), 4.64-4.53 (m, 4H, CH,Ph), 4.49-4.38 (m, 4H, CH,Ph), 4.36 (d,
1H, *Ji,=7.8Hz, Gal-1), 406 (dd, 1H, *Jyi.=5.1 Hz, *Jii.=7.8 Hz, CHCOOCHj3),
4.02-3.98 (m, 3H, Glc-4 {4.01}, Ara-2 {4.00}, Glc-3 {4.00}), 3.94 (m., 1H, Glc-2),
3.82-3.81 (m, 2H, Glc-6a, Gle-6b), 3.77 (m., 1H, Glc-5), 3.73 (s, 3H, COOCH3), 3.72 (m,
1H, Ara-3), 3.64-3.58 (m, 4H, Gal-5 {3.62}, Ara-4 {3.59}, Ara-5a, Ara-5b), 3.50-3.47 (m,
3H, Gal-3 {3.48}, Gal-6a, Gal-6b), 2.06, 2.02, 1.93 (3 x s, 9H, CH;™°), 1.71-1.60 (m, 5H,
Cyclo-CH,), 1.59-1.46 (m, 2H, CH,CHCOOCH}3), 1.34 (m,, 1H, Cyclo-CH), 1.26-1.11 (m,
3H, Cyclo-CH,), 0.93-0.83 (m, 2H, Cyclo-CH,).

100.6 MHz-"*C-NMR (HMQC, BB, CDCl3) und 75.5 MHz-*C-NMR (DEPT, CDCI;):
S [ppm] = 172.8, 170.4, 169.9 (3 x C=0"°, COOCHj3), 138.6, 138.5, 138.3, 137.9, 137.6
(5 x Phipeo), 128.4, 128.3, 127.8, 127.68, 127.65, 127.6, 127.5, 127.4 (25 x Ph,,), 99.2
(Gal-1), 97.2 (Ara-1), 88.0 (Glc-1), 77.7 (CHCOOCH3), 77.1 (Gal-3), 76.7 (Ara-3), 76.3
(Ara-2), 75.6 (Glc-5), 73.6, 73.52, 73.47 (3 x CH,Ph), 73.47, 73.3, 73.2 (Ara-4, Gal-5,
[Glc-3 oder Glc-4]), 72.5 (Glc-3 oder Glc-4), 72.3 (CH,Ph), 71.8 (Gal-2), 71.4 (CH,Ph),
68.9 (Glc-6), 68.5 (Gal-4), 68.2 (Gal-6), 60.8 (Ara-5), 52.0 (COOCH3), 50.3 (Glc-2), 40.4
(CH,CHCOOCH;3), 33.6 (Cyclo-CHy), 33.5 (Cyclo-CH), 32.9, 263, 26.1, 26.0
(4 x Cyclo-CHy), 23.0, 21.1, 20.7 (3 x CH;™).

ESI-MS (Gerit 2), positiv [m/z] = 1281.8 (58 %, [M +K]", ber.: 1281.5), 1265.8 (100 %,
[M + Na]", ber.: 1265.6).
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CesHgoN4Oyg (1243.4) ber.. C65.69 H6.65 N4.51
gef.: C65.78 H6.70 N4.14

2-Acetamido-4-O-{6-0-benzyl-3-O-[(1S)-2-cyclohexyl-1-methoxycarbonyl-ethyl]-B-D-
galactopyranosyl}-3-0O-(2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-L-galactopyranosyl)-6-O-benzyl-2-
desoxy-B-D-glucopyranosylazid (75)

(B-Bng-(L-Gal)-cycloLe*COOMe-N3)

Eine Mischung von 6.84¢g (6.16 mmol) [-3-(a-Bns-L-Gal)-4-(B-6-Bn-Gal)-6-Bn-
GlcNAc-N3 (16) und 2.30 g (9.24 mmol) Dibutylzinnoxid in 450 ml Methanol wird 15 h
refluxiert. AnschlieBend entfernt man das Losungsmittel i. Vak., trocknet den Riickstand 4 h
i. Hochvak. und 16st diesen dann unter einer Argonatmosphdre in 450 ml absol.
1,2-Dimethoxyethan. Nach Zugabe von 2.81 g (18.5 mmol) wasserfreiem Casiumfluorid im
Argongegenstrom werden 5.88 g (18.5 mmol) (R)-2-Trifluormethansulfonyloxy-3-cyclo-
hexylpropansdauremethylester (17) in 15 ml absol. 1,2-Dimethoxyethan innerhalb von
30 min zugetropft und die Reaktionslosung wird 15 h unter einer Argonatmosphére geriihrt.
Anschlieffend gibt man 300 ml Wasser und 200 ml Dichlormethan zur Reaktionsmischung,
trennt die Phasen und extrahiert die wéssrige Phase zweimal mit je 150 ml Dichlormethan.
Die vereinigten organischen Phasen werden mit Magnesiumsulfat getrocknet, die
Losungsmittel i. Vak. entfernt und der Riickstand wird flashchromatographisch gereinigt
(SaulengroBe: 38 x 5.5 cm, 360 g Kieselgel, Cyclohexan:EtOAc: R;=0.07). Neben dem
Produkt werden so 625 mg (562 pmol, 9 %) von nicht umgesetztem Trisaccharid 16

zuriickgewonnen.

Ausbeute: 4.90 g (3.83 mmol, 62 %, bezogen auf 16); farbloser amorpher Feststoff;
[a]5 =-16 (c = 1.0, CHCl3); R;= 0.54 (PE: EtOAc = 1:1).

Zurilickgewonnenes Trisaccharid 16: 625 mg (562 umol, 9 %).

400 MHz-"H-NMR ('H-'"H-COSY, CDCls): & [ppm]=7.43-7.13 (m, 31H, Ph, Glc-NH
{7.14}), 5.56 (d, 1H, *J,,=9.0 Hz, Glc-1), 5.06 (d, 1H, *Ji, =3.5 Hz, L-Gal-1), 4.99 (t,,
IH, */3="/4=104Hz, Glc-3), 491 (d, 1H, *Jem=11.7 Hz, CH,Ph), 4.87 (d, 1H,
*Jyem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.81 (d, 1H, *Jgem = 12.5 Hz, CH,Ph), 4.71-4.63 (m, 4H, CH,Ph),
4.56 (m., 1H, CHCOOCHj3), 4.52 (d, 1H, °J; > = 7.0 Hz, Gal-1), 4.51-4.47 (m, 4H, CH,Ph),
434 (d, 1H, *Jgm=11.0 Hz, CH,Ph), 4.15-4.07 (m, 3H, Glc-4 {4.12}, L-Gal-5 {4.06},
Glc-6a {4.06}), 4.03 (dd, 1H, *Ji,=3.5Hz, *J,3=10.6 Hz, L-Gal-2), 3.97 (dy, 1H,
3J3.4=2.7 Hz, Gal-4), 3.86 (m., 1H, Glc-6b), 3.81 (m., 1H, Glc-5), 3.75-3.70 (m, 5H, Gal-6a
{3.74}, COOCHj3 {3.74}, Gal-2 {3.71}), 3.68-3.64 (m, 2H, L-Gal-4 {3.66}, Gal-6b {3.66}),
3.60 (m., 1H, Gal-5), 3.56 (m., 1H, L-Gal-6a), 3.33 (dd, 1H, *J,3=9.2 Hz, >J54=2.9 Hz,
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Gal-3), 3.24 (dv, 1H, “Jeusp = 9.4 Hz, L-Gal-6b), 3.00 (m., 1H, Glc-2), 1.88 (m., 1H,
Cyclo-CH,), 1.72-1.46 (m, 10H, 4 x Cyclo-CH,, 2 x CH,CHCOOCH;, Cyclo-CH {1.56},
CH;* {1.56}), 1.17-1.00 (m, 3H, Cyclo-CH,), 0.95-0.76 (m, 2H, Cyclo-CH,).
100.6 MHz->*C-NMR (HMQC, BB, CDCl3) und 75.5 MHz-*C-NMR (DEPT, CDCI5):
S [ppm] = 175.1, 171.6 (C=0"°, COOCH3), 138.5, 138.1, 138.0, 137.3, 136.4 (6 x Phip),
128.5, 128.4, 128.34, 128.28, 128.2, 127.74, 127.68, 127.64, 127.58, 127.4 (30 x Ph,,.,),
98.1 (Gal-1), 92.7 (L-Gal-1), 86.4 (Glc-1), 81.0 (Gal-3), 78.3 (L-Gal-3), 76.9 (CHCOOCH3),
75.8 (Glc-5), 75.6 (L-Gal-4), 75.0 (L-Gal-2), 74.3, 74.2, 73.8, 73.6 (4 x CH,Ph), 73.5
(2 x CH,Ph), 73.4 (Gal-5), 71.9 (Gal-2), 71.4 (Gle-3, L-Gal-6), 71.0 (Glc-4), 70.6 (L-Gal-5),
69.3 (Gal-6), 68.8 (Glc-6), 67.6 (Gal-4), 57.6 (Glc-2), 52.0 (COOCH;), 40.9
(CH,CHCOOCH;3), 33.8 (Cyclo-CHy), 33.5 (Cyclo-CH), 32.0, 26.4, 26.1, 26.0
(4 x Cyclo-CHa), 22.9 (CH;™).
ESI-MS (Geriit 2), positiv [m/z] =1317.8 (43 %, [M+K]", ber.: 1317.6), 1301.8 (100 %,
[M + Na]", ber.: 1301.6).
C7,HgsN4O17 (1279.5) ber.. C67.59 H6.77 N4.38

gef: C67.62 H6.78 N4.21

2-Acetamido-4-0-{2,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-3-O-[(1S)-2-cyclohexyl-1-methoxy-
carbonyl-ethyl]-B-D-galactopyranosyl}-3-0O-(2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-L-galacto-
pyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-B-D-glucopyranosylazid (12)
(B-Acy-Bng-(L-Gal)-cycloLe*COOMe-N3)

Man 16st 5.02 g (3.92 mmol) B-Bns-(L-Gal)-cycloLe*COOMe-Nj (75) in 80 ml Pyridin, gibt
280 mg 4-Dimethylaminopyridin hinzu, tropft dann 40 ml Essigsédureanhydrid langsam zur
Reaktionslosung und rithrt 15 h. Pyridin und iiberschiissiges Essigsdureanhydrid werden
i. Hochvak. entfernt und der Riickstand wird zweimal mit je 100 ml Toluol kodestilliert und
anschliefend flashchromatographisch gereinigt (Sdulengréfe: 35 x 5.5 cm, 325 g Kieselgel,
Cyclohexan:EtOAc: Ry= 0.12).

Ausbeute: 5.19 g (3.81 mmol, 97 %); farbloser amorpher Feststoff; [] 2133 =48 (c=1.0,
CHCl3); R;= 0.45 (CH,Cl:MeOH = 30:1).

400 MHz-'"H-NMR ('H-'"H-COSY, CDCl;): 8 [ppm] = 7.32-7.17 (m, 30H, Ph), 6.51 (s, 1H,
Gle-NH), 5.47 (d, 1H, *J54=3.1 Hz, Gal-4), 5.23 (d, 1H, *J1,=6.3 Hz, Glc-1), 5.14 (dd,
H, *J1,="7.4 Hz, >J,3=9.8 Hz, Gal-2), 5.13 (d, 1H, *J1, =3.9 Hz, L-Gal-1), 4.86 (d, 1H,
*Jyem = 11.4 Hz, CH,Ph), 4.76 (d, 1H, *Jgem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.71 (d, 1H, *Jygem = 12.1 Hz,
CH,Ph), 4.69 (d, 1H, “Jyem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.68 (d, 1H, *J,, = 7.0 Hz, Gal-1), 4.60 (d,
1H, *Jgm=11.7Hz, CH,Ph), 4.59 (d, 1H, *Jgem=11.3 Hz, CH,Ph), 4.56 (d, 1H,
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2Jgem = 11.0 Hz, CH,Ph), 4.50 (d, 1H, *Jgem = 10.2 Hz, CH,Ph), 4.48 (d, 1H, *Jgem = 10.6 Hz,
CH,Ph), 4.45 (d, 1H, *Jeem = 11.3 Hz, CH,Ph), 4.38-4.31 (m, 3H, Glc-3 {4.36}, 2 x CH,Ph),
4.06 (dd, 1H, *J1, = 3.5 Hz, *Jo5 = 10.2 Hz, L-Gal-2), 4.04 (m,, 1H, L-Gal-5), 4.00-3.96 (m,
2H, CHCOOCH; {3.99}, Glc-4 {3.97}), 3.90 (dd, I1H, */,3=102Hz, *J/34=2.4Hz,
L-Gal-3), 3.83-3.82 (m, 2H, Glc-6a, Glc-6b), 3.72-3.70 (m, 5H, COOCHj3 {3.72}, L-Gal-4
{3.72}, Gle-5 {3.71}), 3.61-3.56 (m, 3H, L-Gal-6a {3.60}, Gal-5 {3.59}, Glc-2 {3.57}),
3.51-3.43 (m, 2H, Gal-6a, Gal-6b), 3.39 (dd, 1H, *Js¢, = 6.3 Hz, *Jsa65 = 8.6 Hz, L-Gal-6b),
3.33 (dd, 1H, */5=9.8 Hz, *J54=3.5Hz, Gal-3), 2.04, 1.92, 1.73 (3xs, 9H, CH;*),
1.68-1.58 (m, 5H, Cyclo-CH,), 1.56-1.47 (m, 2H, CH,CHCOOCH;), 1.34 (m., 1H,
Cyclo-CH), 1.21-1.09 (m, 3H, Cyclo-CH>), 0.91-0.80 (m, 2H, Cyclo-CHa).
100.6 MHz-">*C-NMR (HMQC, BB, CDCl5) und 75.5 MHz->C-NMR (DEPT, CDCI5):
8 [ppm] = 172.8, 170.5, 170.1, 169.5 (3 x C=0"¢, COOCHj3), 138.6, 138.5, 138.4, 138.03,
138.00, 137.7 (6 x Phyys,), 128.5, 128.4, 128.3, 128.2, 128.1, 127.9, 127.8, 127.71, 127.65,
127.61, 127.58, 127.5, 127.2 (30 x Ph,,.,,), 99.7 (Gal-1), 95.4 (L-Gal-1), 87.3 (Glc-1), 78.8
(L-Gal-3), 78.0 (CHCOOCHj3), 77.7 (Gal-3), 76.4 (L-Gal-2), 76.0 (Glc-5), 74.8 (L-Gal-4),
74.6 (CH,Ph), 73.7 (Glc-3, 2 x CH,Ph), 73.6, 73.5 (2 x CH,Ph), 73.4 (Glc-4), 73.3 (Gal-5),
72.6 (CH,Ph), 71.9 (Gal-2), 69.9 (L-Gal-5), 69.4 (L-Gal-6), 68.7 (Gal-4, Gal-6), 68.6
(Glc-6), 52.8* (Glc-2), 51.9 (COOCH3), 40.5 (CH,CHCOOCH3), 33.6 (Cyclo-CH,), 33.4
(Cyclo-CH), 32.9, 26.3, 26.0, 25.9 (4 x Cyclo-CH,), 22.9, 21.1, 20.6 (3 x CH3"°).
* Das Signal von Glc-2 war bei dieser Probenkonzentration (20 mg in 0.5 ml CDCl;) so
schwach, dass es nur im HMQC erkannt und zugewiesen werden konnte.
ESI-MS (Gerdt 2), positiv [m/z] =1401.8 (6 %, [M + K], ber.: 1401.6), 1385.8 (100 %,
[M + Na]", ber.: 1385.6).
C76HooN4O1o (1363.5) ber.. C66.94 H6.65 N4.11

gef: C66.58 H6.81 N4.08
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5.3 Die Synthesen der Glycosylaminosauren

N*-(2-Acetamido-4-0-{2,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-3-O-[methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-
tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)onat]--D-
galactopyranosyl}-3-0-{2,3,4-tri-O-benzyl-a-L-fucopyranosyl}-6-O-benzyl-2-desoxy-
a.,B-D-glucopyranosyl)-N2-(fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-L-asparagin-tert-butylester
(86)

(Fmoc-Asn(a,B-Ace-Bns-[Fuc]-sLe*COOMe)-O'Bu)

Zu einer Mischung aus 15 ml Isopropanol und 1.5 ml Wasser werden 282 mg (180 pmol)
B-Ace-Bns-(Fuc)-sLe*COOMe-Nj (7) und 1.1 g feuchtes, mit Wasser neutral gewaschenes
Raney-Nickel (der Firma Acros Organics, Geel (Belgien)) gegeben. Die Reaktionsmischung
wird i. Vak. griindlich entgast und dann 15 h unter einer Wasserstoffatmosphire geriihrt.
AnschlieBend filtriert man den Ansatz iiber Celite” und spiilt mit 350 ml Isopropanol nach,
wobei man darauf achten muss, dass der Katalysator immer mit einer Losungsmittelschicht
bedeckt bleibt, da er sich sonst an der Luft entziindet. Die Losungsmittel werden i. Vak.
(T <28 °C) entfernt und der Riickstand wird zweimal mit je 30 ml Toluol kodestilliert. Man
erhélt als Rohausbeute 260 mg (169 umol, 94 %) a,B-Acs-Bns-(Fuc)-sLe*COOMe-NH,
(76), das sofort weiter umgesetzt wird (Ry= 0.47 (CH>Cl,:MeOH = 10:1)).

Zu einer Losung von 96.3mg (234 umol) Fmoc-Asp-O'Bu (82) in 7 ml absol.
N,N-Dimethylformamid werden im Argongegenstrom 75.1 mg (234 umol) TBTU, 35.8 mg
(234 umol) HOBt-Monohydrat und soviel N-Ethyldiisopropylamin gegeben, bis ein
pH-Wert von 6.5-7.5 erreicht ist (ca. 40 ul, 30mg, 0.23 mmol). Man riihrt die
Reaktionsmischung 10 min, gibt dann bei 0 °C 260 mg (169 umol) o,B-Acs-Bns-(Fuc)-
sLe*COOMe-NH, (76) in 5 ml absol. N,N-Dimethylformamid innerhalb von 10 min hinzu
und riihrt 2 h unter einer Argonatmosphére bei 0 °C. Das Losungsmittel wird i. Hochvak.
entfernt, der Riickstand dreimal mit je 40 ml Toluol kodestilliert und dann in 50 ml
Dichlormethan gelost. Man wéscht die organische Phase mit 25 ml einer ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung, trocknet sie mit Magnesiumsulfat, entfernt das
Losungsmittel 1. Vak. und reinigt das Rohprodukt flashchromatographisch (Sdulengrof3e:
25x3.5cm, 95¢g Kieselgel, CH,Cl,:MeOH: R;=0.12). Dabei wird ein a,B-Gemisch
erhalten, dass sich flashchromatographisch kaum trennen lédsst. Fiir die Analytik werden
203 mg des a,B-Gemischs durch eine praparative RP-HPLC in eine Fraktion
reines  o-Anomer sowie eine  Fraktion reines  [(-Anomer  aufgetrennt

(R, (B-Anomer) = 55.0-61.5 min, R, (a.-Anomer) = 63.8-66.2 min, Sdule B, Gradient C).
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Ausbeute (vor priaparativer RP-HPLC): 287 mg (149 umol, 83 %, bezogen auf 7); farbloser
amorpher Feststoff; R,=0.69 (CH,Cl,:MeOH = 10:1); o:f=6:94 (durch analytische
RP-HPLC bestimmt: R;(B-Anomer)=20.0 min, R, (a-Anomer)=23.7 min, Siule A,
Gradient D).

a-Anomer: [a] 5 =-39 (¢ = 1.0, CHCl;).

400 MHz-"H-NMR ('H-'H-COSY, CDCl;): & [ppm]=7.71 (d, 2H, *J,;c = 7.4 Hz, Fmoc-4,
Fmoc-5), 7.57-7.53 (m, 2H, Fmoc-1, Fmoc-8), 7.35-7.16 (m, 29H, Fmoc-2, Fmoc-3,
Fmoc-6, Fmoc-7, CH,Ph), 6.75 (d, 1H, 3JNH72=9.4 Hz, Glc-2-NH), 6.57 (d, 1H,
*Jnii =8.2Hz, Gle-1-NH), 6.02 (d, 1H, °Jyuo=8.6Hz, Asn-NH), 5.69 (dp, 1H,
Jni = 8.2 Hz, Gle-1), 5.54 (m., 1H, Sia-8), 5.34 (dd, *Js7 = 2.4 Hz, *J;5=9.0 Hz, Sia-7),
5.08 (d, 1H, *Jnus = 10.2 Hz, Sia-NH), 5.03 (ds, 1H, *J54 = 3.1 Hz, Gal-4), 4.95-4.84 (m,
3H, Gal-2 {4.91}, Sia-4 {4.88}, CH,Ph), 4.83 (dy, 1H, *J;,=3.1 Hz, Fuc-1), 4.72 (d, 2H,
®Joem = 12.1 Hz, CH,Ph), 4.64-4.53 (m, 5H, Gal-3 {4.62}, Gal-1 {4.59}, CH,Ph), 4.49-4.42
(m, 3H, Asn-2 {4.47}, CH,Ph), 4.37-4.33 (m, 3H, Sia-9a {4.34}, CH,Ph, Fmoc-CHa,),
4.27-4.14 (m, 5H, CH,Ph {4.25}, Fmoc-CHy, {4.22}, Glc-5 {4.16}, Fmoc-CH {4.15},
Glc-2 {4.14}), 4.06-4.02 (m, 2H, Sia-5 {4.04}, Glc-3 {4.02}), 3.98-3.86 (m, 4H, Fuc-2
{3.93}, Sia-9b {3.90}, Glc-6a, Glc-6b), 3.84 (s, 3H, COOCHj3), 3.79 (t, 1H, *Js 5= 6.7 Hz,
Gal-5), 3.74 (sp, 1H, Glc-4), 3.64-3.56 (m, 3H, Sia-6 {3.62}, Fuc-3 {3.59}, Fuc-5 {3.56}),
3.42 (dd, 1H, °Jsea=5.9 Hz, “Jeusp =9.8 Hz, Gal-6a), 3.35 (dd, 1H, *Js¢ =7.0 Hz,
*Joash=9.6 Hz, Gal-6b), 329 (s, 1H, Fuc-4), 2.89 (dd, 1H, °Jop.=4.7 Hz,
*Jpapo = 16.4 Hz, Asn-Ba), 2.68 (dd, 1H, *Jopp=3.5 Hz, *Jpapp = 16.4 Hz, Asn-pb), 2.57
(dd, 1H, *J3sq30x = 12.5 Hz, *J3304 = 4.7 Hz, Sia-3sy), 2.20, 2.14, 2.11, 2.04, 2.03, 1.99, 1.91,
1.84 (8 x5, 24H, CH3™), 1.71 (t, 1H, *J3iqzax = J3axsa = 12.5 Hz, Sia-3,), 1.42 (s, 9H,
CH;™"), 0.82 (d, 3H, *J5 = 6.7 Hz, Fuc-6).

100.6 MHz-">*C-NMR (HMQC, BB, CDCl5) und 75.5 MHz->C-NMR (DEPT, CDCl5):
S [ppm] = 172.4, 171.2, 170.8, 170.4, 170.0, 169.9, 169.8, 169.7, (8 x C=0"°, COO'Bu,
C=0""Amd) 167.8 (Sia-1), 156.3 (C=0"""") 144.0, 143.9 (Fmoc-1a, Fmoc-8a), 141.2
(Fmoc-4a, Fmoc-5a), 138.7, 138.5, 138.3 (2x), 137.6, (5 x CH,Phiys,), 128.4, 128.3, 128.24,
128.18, 127.9, 127.7, 127.61, 127.56, 127.4, 127.0 (Fmoc-2, Fmoc-3, Fmoc-6, Fmoc-7,
25 x CH,Ph, ), 125.3 (Fmoc-1, Fmoc-8), 119.8 (Fmoc-4, Fmoc-5), 99.5 (Gal-1), 97.1
(Fuc-1), 96.8 (Sia-2), 82.1 (C(CH3)3), 78.9 (Fuc-3), 77.2 (Fuc-4), 76.2 (Glc-5), 75.7 (Fuc-2),
74.7 (CH,Ph), 73.4 (2 x CH,Ph), 73.2 (Glc-3), 73.0 (2 x CH,Ph), 72.6 (Glc-4), 72.1 (Sia-6),
72.0 (Gal-5), 70.7 (Gal-3), 70.4 (Glc-1), 70.0 (Gal-2), 69.2 (Sia-4), 68.0 (Sia-8), 67.8
(Gal-4), 67.6 (Gal-6, Glc-6), 67.3, 67.2 (Fmoc-CH,, Fuc-5, Sia-7), 62.3 (Sia-9), 53.2
(COOCH3), 51.0 (Asn-a), 49.1 (Sia-5), 47.2, 47.1 (Fmoc-CH, Glc-2), 37.9 (Asn-B), 37.5
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(Sia-3), 27.8 (3 x CH5™"), 23.2 (2 x CH3*°), 21.4, 20.9 (2 x CH;™°), 20.7 (3 x CH;™), 20.5
(CH3"°), 16.4 (Fuc-6).

B-Anomer: [a] 5 =43 (c = 1.0, CHCl;).

400 MHz-'"H-NMR ('H-'"H-COSY, CDCl3): & [ppm]=7.72 (d, 2H, *Juic = 7.4 Hz, Fmoc-4,
Fmoc-5), 7.62 (d, 1H, *Jau, = 7.4 Hz, Glc-1-NH), 7.55 (d, 2H, *Jii. = 7.4 Hz, Fmoc-1,
Fmoc-8), 7.39-7.11 (m, 29H, Fmoc-2, Fmoc-3, Fmoc-6, Fmoc-7, CH,Ph), 6.85 (d, 1H,
3Jniz = 8.6 Hz, Gle-2-NH), 5.95 (d, 1H, *Jxuq = 8.6 Hz, Asn-NH), 5.51 (m., 1H, Sia-8),
5.35 (dd, *Js7=2.3 Hz, *J75 = 8.6 Hz, Sia-7), 5.09 (d, 1H, *Jxus = 10.2 Hz, Sia-NH), 5.06
(me, 1H, Glc-1), 5.04 (dv, 1H, *J54=3.1 Hz, Gal-4), 4.98 (dy, 1H, *J;, = 3.5 Hz, Fuc-1),
4.94 (dd, 1H, *Ji2=82Hz, */,3=10.2 Hz, Gal-2), 490 (m., 1H, Sia-4), 4.88 (d, 1H,
*Jeem = 11.4 Hz, CH,Ph), 4.82 (d, 1H, “Jyem = 11.4 Hz, CH,Ph), 4.74 (d, 1H, *Jyem = 11.4 Hz,
CH,Ph), 4.72 (d, 1H, *Jgem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.66 (d, 1H, *Jgem = 12.1 Hz, CH,Ph), 4.67
(d, 1H, *J1, = 8.6 Hz, Gal-1), 4.62 (dd, 1H, *J»5=10.2 Hz, *J54= 3.5 Hz, Gal-3), 4.57 (d,
1H, *Jgem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.48 (d, 1H, *Jgm = 12.1 Hz, CH,Ph), 4.44-4.34 (m, 4H,
Fmoc-CHa, {4.43}, CH,Ph {4.41}, Sia-9a {437}, Asn-o. {4.36}), 431 (d, IH,
*Jyem = 12.1 Hz, CH,Ph), 4.20-4.09 (m, 4H, CH,Ph {4.19}, Fmoc-CH {4.17}, Glc-2 {4.11},
Fmoc-CHyy), 4.07-3.99 (m, 3H, Fuc-2 {4.03}, Sia-5 {4.02}, Glc-4 {4.00}), 3.96-3.85 (m,
4H, Sia-9b {3.93}, Glc-3 {3.90}, Glc-5, Glc-6a {3.86}), 3.83 (s, 3H, COOCHj3), 3.75 (t,
1H, *Js = 6.5 Hz, Gal-5), 3.70 (m,, 1H, Fuc-5), 3.66-3.62 (m, 2H, Glc-6b {3.65}, Fuc-3
{3.63}), 3.61 (dd, 1H, °Js5=10.6 Hz, *Js;=2.4 Hz, Sia-6), 3.42-3.32 (m, 3H, Fuc-4
{3.37}, Gal-6a, Gal-6b), 2.55 (dd, 1H, “J3sq3ax = 12.5 Hz, *J3sq4 = 4.7 Hz, Sia-33,), 2.49-2.42
(m, 2H, Asn-Ba, Asn-pb), 2.21, 2.07, 2.05, 2.00, 1.99, 1.94, 1.88, 1.83 (8 x s, 24H, CH;*°),
1.70 (t, 1H, *Jaaqaax = Jaaxa = 12.5 Hz, Sia-3,), 1.41 (s, 9H, CH;™"), 0.88 (d, 3H,
3J5,(, = 6.3 Hz, Fuc-6).

100.6 MHz->C-NMR (HMBC, HMQC, BB, CDCl;) und 75.5 MHz->C-NMR (DEPT,
CDCl3): 8 [ppm] =171.0, 170.9, 170.8, 170.4 (2x), 170.33, 170.25, 170.1, 169.8, 169.7
(8 x C=0"°, COOBu, C=0™""m% " 1678 (Sia-1), 156.2 (C=0""M) 1440, 143.7
(Fmoc-la, Fmoc-8a), 141.2 (Fmoc-4a, Fmoc-5a), 138.4, 138.3, 138.2, 137.7, 137.2
(5 x CHyPhyso), 128.8, 128.7, 128.5, 128.4, 128.3, 128.2, 127.73, 127.67, 127.6, 127.4,
127.3, 127.1, 126.9 (Fmoc-2, Fmoc-3, Fmoc-6, Fmoc-7, 25 x CH,Ph, ), 125.3, 125.2
(Fmoc-1, Fmoc-8), 119.9 (Fmoc-4, Fmoc-5), 98.8 (Gal-1), 98.0 (Fuc-1), 96.9 (Sia-2), 82.0
(C(CHs)3), 79.5 (Fuc-3), 77.8 (Glc-1), 76.9 (Fuc-4), 76.3 (Fuc-2), 74.7, 74.5 (2 x CH,Ph),
74.4, 73.9 (Gle-3, Gle-5), 73.3, 72.8, 72.6 (3 x CH,Ph), 72.2 (Sia-6), 71.8 (Gal-5, Glc-4),
71.1 (Gal-3), 70.3 (Gal-2), 69.7 (Glc-6), 69.3 (Sia-4), 68.1 (Sia-8), 67.8 (Gal-4), 67.5
(Gal-6), 67.4 (Fuc-5), 67.3 (Sia-7), 67.1 (Fmoc-CH,), 62.2 (Sia-9), 53.2 (COOCH3), 51.0
(Asn-a), 49.1 (Sia-5), 48.5 (Gle-2), 47.1 (Fmoc-CH), 37.6 (Sia-3), 37.4 (Asn-B), 27.9
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(3 x CH5™®"), 23.2, 22.8, 21.3, 21.0 (4 x CH3*), 20.8 (3 x CH3"), 20.6 (CH3"), 16.4
(Fuc-6).
ESI-MS (Gerit 2), positiv [m/z] = 1968.8 (8 %, [M + 1+ K]", ber.: 1968.8), 1952.8 (100 %,
[M + 1+ Na]", ber.: 1952.8).
C102H120N4033 (1930.1) ber.. C63.47 H627 N2.90

gef: C63.51 H632 N3.13

N*-(2-Acetamido-4-0-{2,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-3-O-[methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-
tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)onat]-p-D-
galactopyranosyl}-3-0-{2,3,4-tri-O-benzyl-a-L-fucopyranosyl}-6-O-benzyl-2-desoxy-
a,B-D-glucopyranosyl)-N*-tert-butoxycarbonyl-L-asparagin-tert-butylester (89)
(Boc-Asn(a.,B-Acg-Bns-[Fuc]-sLe*COOMe)-O'Bu)

Zu einer Mischung aus 54 ml Isopropanol und 6 ml Wasser werden 1.49 g (954 umol)
B-Acg-Bns-(Fuc)-sLe*COOMe-N; (7) und 8.4 g feuchtes, mit Wasser neutral gewaschenes
Raney-Nickel (der Firma Acros Organics, Geel (Belgien)) gegeben. Die Reaktionsmischung
wird 1. Vak. griindlich entgast und dann 3 h unter einer Wasserstoffatmosphédre bei 0 °C
geriihrt. AnschlieBend filtriert man den Ansatz iiber Celite® und spiilt mit 350 ml
Isopropanol nach, wobei man darauf achten muss, dass der Katalysator immer mit einer
Losungsmittelschicht bedeckt bleibt, da er sich sonst an der Luft entziindet. Die
Losungsmittel werden i. Vak. (T <28 °C) entfernt und der Riickstand wird dreimal mit je
40 ml Toluol kodestilliert. Man erhilt als Rohprodukt o,-Ace-Bns-(Fuc)-sLe*COOMe-NH,
(76), das sofort weiter umgesetzt wird (R~ 0.47 (CH,CL,:MeOH = 10:1)).

Zu einer Losung von 303 mg (1.05 mmol) Boc-Asp-O'Bu (88), 337 mg (1.05 mmol) TBTU
und 161 mg (1.05 mmol) HOBt-Monohydrat in 30 ml absol. N,N-Dimethylformamid wird
unter einer Argonatmosphére soviel N-Ethyldiisopropylamin gegeben, bis ein pH-Wert von
6.5-7.5 erreicht ist (ca. 180 ul, 136 mg, 1.05 mmol). Man riihrt die Reaktionsmischung
10 min, gibt dann bei 0°C o,B-Acs-Bns-(Fuc)-sLe*COOMe-NH, (76) in 20 ml absol.
N,N-Dimethylformamid innerhalb von 20 min hinzu und riihrt 3 h unter einer
Argonatmosphére bei 0 °C. Das Losungsmittel wird i. Hochvak. entfernt, der Riickstand
dreimal mit je 40 ml Toluol kodestilliert und dann in 120 ml Dichlormethan geldst. Man
wiéscht die organische Phase mit 60 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung,
trocknet sie mit Magnesiumsulfat, entfernt das Losungsmittel i. Vak. und reinigt das
Rohprodukt flashchromatographisch  (Sdulengréfe: 36x3.5cm, 140g Kieselgel,
CH,Cl:MeOH: R;=0.09). Dabei wird ein o,3-Gemisch erhalten, dass sich

flashchromatographisch kaum trennen ldsst. Fiir die Analytik werden 452 mg des
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a,B-Gemischs durch eine priparative RP-HPLC in eine Fraktion reines a-Anomer sowie
eine  Fraktion reines [(-Anomer aufgetrennt (R, (B-Anomer) =45.8-52.2 min,

R, (a-Anomer) = 56.5-59.4 min, Siule B, Gradient C).

Ausbeute (vor préiparativer RP-HPLC): 1.42 g (785 umol, 82 %); farbloser amorpher
Feststoff; Ry=0.64 (CH,Cl,:MeOH = 10:1); o:f=7:93 (durch analytische RP-HPLC
bestimmt: R, (B-Anomer) = 30.2 min, R, (a-Anomer) = 32.2 min, Sdule A, Gradient E).
a-Anomer: [a] 5 =-34 (c= 1.0, CHCL;).

400 MHz-"H-NMR ('H-'"H-COSY, CDCl3): 8 [ppm] = 7.35-7.13 (m, 26H, CH,Ph, Asn-NH),
6.73 (d, 1H, *Jxuz = 9.4 Hz, Gle-2-NH), 6.50 (d, 1H, *Ja; = 7.8 Hz, Glc-1-NH), 5.66 (db,
1H, *Jxui = 7.8 Hz, Gle-1), 5.54 (m,, 1H, Sia-8), 5.35 (dd, *Js7=2.0 Hz, *J;5=8.6 Hz,
Sia-7), 5.12 (d, 1H, *Jxus = 10.2 Hz, Sia-NH), 5.03 (dy, 1H, *J54 = 3.5 Hz, Gal-4), 4.92 (dd,
1H, *J;, = 8.4 Hz, *J,3 = 10.4 Hz, Gal-2), 4.88 (d, 1H, “Jyem = 12.1 Hz, CH,Ph), 4.87 (m,,
1H, Sia-4), 4.83 (dy, 1H, *Ji, =3.5 Hz, Fuc-1), 4.72 (d, 1H, *Jyem = 12.1 Hz, CH,Ph), 4.71
(d, 1H, *Jgem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.64-4.53 (m, 5H, Gal-3 {4.62}, Gal-1 {4.57}, CH,Ph),
4.46 (d, 1H, *Jyem = 12.1 Hz, CH,Ph), 4.44 (d, 1H, *Jgem = 11.4 Hz, CH,Ph), 4.37-4.33 (m,
3H, Asn-a. {4.36}, Sia-9a {4.35}, CH,Ph {4.34}), 4.24 (d, 1H, *Jym = 12.5 Hz, CH,Ph),
4.16-4.09 (m, 2H, Glc-5 {4.14}, Glc-2 {4.11}), 4.04 (m, 1H, Sia-5), 4.01 (m,, 1H, Glc-3),
3.97-3.85 (m, 4H, Glc-6a {3.95}, Fuc-2 {3.94}, Sia-9b {3.91}, Glc-6b {3.86}), 3.84 (s, 3H,
COOCH3), 3.79 (t, 1H, *Js¢=6.5Hz, Gal-5), 3.73 (m., 1H, Glc-4), 3.62 (dd, 1H,
3Js6=10.6 Hz, *Js7 = 2.0 Hz, Sia-6), 3.60-3.55 (m, 2H, Fuc-3 {3.58}, Fuc-5 {3.56}), 3.42
(dd, 1H, °Jsqu=5.7Hz, “Jeasy=9.6Hz, Gal-6a), 3.35 (dd, 1H, °Js¢=7.2Hz,
*Joash =9.6 Hz, Gal-6b), 328 (s, 1H, Fuc-4), 2.82 (dd, 1H, °*J,p.=3.5Hz,
*Jpapo = 17.2 Hz, Asn-Ba), 2.61 (dd, 1H, *Jup» = 3.5 Hz, *Jpapp = 17.2 Hz, Asn-Bb), 2.57
(dd, 1H, *Jyzq3ax = 12.5 Hz, *J33q4 = 4.3 Hz, Sia-34), 2.19, 2.13, 2.11, 2.05, 2.03, 1.99, 1.90,
1.83 (8 xs, 24H, CH3"), 1.71 (t, 1H, *J3iq3ax = J3axa = 12.5 Hz, Sia-3,,), 1.40 (s, 18H,
CH;™"), 0.82 (d, 3H, *J56 = 6.7 Hz, Fuc-6).

100.6 MHz-"*C-NMR (HMBC, HMQC, BB, CDCl3): & [ppm] =172.1, 171.2, 170.8, 170.4,
170.3, 170.04 (2x), 169.99, 169.9, 169.7, (8 x C=0"°, COO'Bu, C=0"""™4) 167.8 (Sia-1),
155.8 (C=0“""™" 138.7, 138.4, 138.3, 138.2, 137.6, (5 x CH,Phj,), 128.44, 128.39,
128.3, 128.21, 128.16, 127.9, 127.7, 127.6, 127.5, 127.44, 127.36, 127.0 (25 x CH,Ph, .,),
99.5 (Gal-1), 97.2 (Fuc-1), 96.8 (Sia-2), 81.8, 79.6 (2 x C(CHs);), 78.8 (Fuc-3), 77.2
(Fuc-4), 76.0 (Glc-5), 75.6 (Fuc-2), 74.6, 73.4 (2 x CH,Ph), 73.3 (Glc-3, CH,Ph), 73.04,
72.98 (2 x CH,Ph), 72.6 (Glc-4), 72.1 (Sia-6), 72.0 (Gal-5), 70.7 (Gal-3), 70.2 (Glc-1), 70.0
(Gal-2), 69.3 (Sia-4), 68.0 (Sia-8), 67.8 (Gal-4), 67.61 (Glc-6), 67.58 (Gal-6), 67.2 (Fuc-5,
Sia-7), 62.3 (Sia-9), 53.2 (COOCH;), 50.6 (Asn-a), 49.1 (Sia-5), 47.2 (Glc-2), 38.0
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(Asn-B), 37.5 (Sia-3), 28.3 (3 x CH5™"), 27.8 (3 x CH;™"), 23.1 (2 x CH5™), 21.4, 20.9
(2 x CH3™), 20.7 (3 x CH3"°), 20.5 (CH5™), 16.3 (Fuc-6).

B-Anomer: [a]5 =44 (c = 1.0, CHCI).

400 MHz-'H-NMR ('H-'H-COSY, CDCl3): & [ppm]=7.54 (d, 1H, °*Jyyi=7.4Hz,
Glc-1-NH), 7.40-7.13 (m, 25H, CH,Ph), 6.83 (d, 1H, *Jxu. = 8.6 Hz, Glc-2-NH), 5.59 (d,
1H, *Jxpe = 9.0 Hz, Asn-NH), 5.51 (m,, 1H, Sia-8), 5.35 (dd, *Js7=2.7 Hz, *J;5 = 8.6 Hz,
Sia-7), 5.11 (d, 1H, *Jnus = 10.2 Hz, Sia-NH), 5.04 (dy, 1H, *J34 = 3.5 Hz, Gal-4), 5.02 (m,,
1H, Gle-1), 4.97 (dv, 1H, *J12 = 3.5 Hz, Fuc-1), 4.93 (dd, 1H, *J1,=7.8 Hz, *J,3=10.2 Hz,
Gal-2), 4.89 (d, 1H, *Jum=11.7Hz, CH,Ph), 4.88 (m., 1H, Sia-4), 481 (d, 1H,
*Joem = 11.4 Hz, CH,Ph), 4.73 (d, 1H, *Jgem = 11.3 Hz, CH,Ph), 4.72 (d, 1H, *Jyew = 11.7 Hz,
CH,Ph), 4.68-4.65 (m, 2H, CH,Ph {4.66}, Gal-1 {4.66}), 4.62 (dd, 1H, *J,3=10.2 Hz,
>J34=13.5 Hz, Gal-3), 4.58 (d, 1H, *Jgem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.56 (d, 1H, *Jgem = 11.7 Hz,
CH,Ph), 440 (d, 1H, *Jem=11.7Hz, CH,Ph), 4.36 (dd, 1H, °Js0,=2.9 Hz,
2Joagp = 12.7 Hz, Sia-9a), 4.31 (d, 1H, *Jyem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.26 (m,, 1H, Asn-a.), 4.25
(pseudo-d, 1H, *Jyem = 12.1 Hz, CH,Ph), 4.09 (m,, 1H, Glc-2), 4.05-3.99 (m, 3H, Fuc-2
{4.03}, Sia-5 {4.03}, Glc-4 {4.01}), 3.94 (dd, 1H, *Jso, = 5.9 Hz, *Jo,0» = 12.5 Hz, Sia-9b),
3.89 (m,, 1H, Glc-3), 3.86-3.83 (m, 2H, Glc-5, Glc-6a), 3.82 (s, 3H, COOCH3), 3.75 (ty, 1H,
3J5,6=6.5 Hz, Gal-5), 3.69 (m., 1H, Fuc-5), 3.66-3.64 (m, 2H, Glc-6b {3.65}, Fuc-3
{3.64}), 3.60 (dd, 1H, *Jss=10.8 Hz, *Js7=2.5 Hz, Sia-6), 3.41-3.38 (m, 2H, Fuc-4
{3.41}, Gal-6a {3.40}), 3.34 (dd, 1H, *J5 ¢ = 7.2 Hz, “Jeasp = 9.6 Hz, Gal-6b), 2.55 (dd, 1H,
2 Jsiqaax = 12.5 Hz, *J3sq4 = 4.7 Hz, Sia-34,), 2.46 (dd, 1H, *Jop. = 4.3 Hz, *Jpapo = 16.4 Hz,
Asn-a), 2.37 (dd, 1H, *J, g» = 4.3 Hz, “Jppp = 16.4 Hz, Asn-Bb), 2.20, 2.064, 2.056, 1.994,
1.986, 1.94, 1.91, 1.83 (8 x s, 24H, CH5™%), 1.70 (t, 1H, “Jasq.30x = J3axa = 12.3 Hz, Sia-3,,),
1.393 (s, 9H, CH;™"), 1.391 (s, 9H, CH5™"), 0.88 (d, 3H, *Js5 = 6.3 Hz, Fuc-6).

100.6 MHz-">C-NMR (HMBC, HMQC, BB, CDCl;) und 75.5 MHz->C-NMR (DEPT,
CDCl3): & [ppm] = 171.0, 170.9, 170.5, 170.4, 170.24, 170.21, 170.1, 169.7 (8 x C=0",
COO'Bu, C=0""4"4) " 167.8 (Sia-1), 155.8 (C=0“""*"™ 138.4, 138.33, 138.30, 137.7,
137.2 (5 x CH,Phiyso), 128.8, 128.7, 128.5, 128.4, 128.3, 128.2, 127.7, 127.6, 127.4, 127.3,
127.0 (25 x CH,Ph,,)), 98.7 (Gal-1), 97.9 (Fuc-1), 96.9 (Sia-2), 81.6 (C(CHs)3), 79.44
(Fuc-3), 79.38 (C(CHs)3), 77.7 (Gle-1), 77.0 (Fuc-4), 76.3 (Fuc-2), 74.7 (CH,Ph), 74.4
(CH,Ph, Glc-3), 74.0 (Gle-5), 73.3, 72.8, 72.7 (3 x CH,Ph), 72.1 (Sia-6), 71.8 (Gal-5,
Glc-4), 71.0 (Gal-3), 70.3 (Gal-2), 69.7 (Glc-6), 69.3 (Sia-4), 68.0 (Sia-8), 67.8 (Gal-4),
67.5 (Gal-6), 67.4 (Fuc-5), 67.2 (Sia-7), 62.3 (Sia-9), 53.2 (COOCH3), 50.5 (Asn-a), 49.1
(Sia-5), 48.5 (Glc-2), 37.5 (Asn-B, Sia-3), 28.3 (3 x CHs™"), 27.9 (3 x CH;™"), 23.2, 22.8,
21.3,21.0 (4 x CH;™), 20.8 (3 x CH3"°), 20.6 (CH3"°), 16.4 (Fuc-6).
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ESI-MS (Geridt 2), positiv [m/z] =1846.8 (57 %, [M+1+K]", ber.: 1846.7), 1830.8
(100 %, [M + 1 + Na]", ber.: 1830.8).
CooH115N4033 (1807.9) ber: C61.12 H6.58 N3.10

gef: C6126 H6.79 N3.13

N*-(2-Acetamido-3-0-{2,3,4-tri-O-acetyl-a-L-fucopyranosyl}-4-0-{2,4,6-tri-O-acetyl-3-
O-[methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-
non-2-ulopyranosyl)onat]-B-D-galactopyranosyl}-6-O-acetyl-2-desoxy-a.,3-D-gluco-
pyranosyl)-N*-tert-butoxycarbonyl-L-asparagin-tert-butylester (95)
(Boc-Asn(a,B-Acii-[Fuc]-sLe*COOMe)-O'Bu)

Man 16st 1.90 g (1.05 mmol), Boc-Asn(a.,B-Ace-Bns-[Fuc]-sLe*COOMe)-O'Bu (89) in
einem Gemisch aus 76 ml Methanol und 4 ml Eisessig, entgast die Losung, gibt dann im
Argongegenstrom 300 mg Palladium auf Aktivkohle (10 %) hinzu und entgast die
Reaktionsmischung nochmals. AnschlieBend wird diese 15h unter einer Wasserstoft-
atmosphire geriihrt. Man filtriert den Ansatz iiber Celite®, spiilt mit 400 ml Methanol nach
und gibt zum Filtrat 50 ml Toluol. Die Losungsmittel werden i. Vak. entfernt und der
Riickstand wird dreimal mit je 40ml Toluol kodestilliert. Das debenzylierte
Zwischenprodukt (Ry=0.27 (CH,Cl,:MeOH = 5:1)) wird in 50 ml Pyridin gelost und mit
70 mg  4-Dimethylaminopyridin ~ versetzt.  AnschlieBend  tropft man 25 ml
Essigsdureanhydrid hinzu und riihrt die Reaktionslosung 15 h. Pyridin und iiberschiissiges
Essigsdureanhydrid werden i. Hochvak. entfernt und der Riickstand wird dreimal mit je
40 ml Toluol kodestilliert. Das Rohprodukt wird in 100 ml Dichlormethan aufgenommen
und diese Losung mit 50 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen. Man
trocknet die organische Phase mit Magnesiumsulfat, entfernt das Losungsmittel i. Vak. und
reinigt das Rohprodukt flashchromatographisch (SdulengroBie: 37 x 3.5 cm, 145 g Kieselgel,
CH,Cl:MeOH: Ry=0.11). Von einem Massenspektrum abgesehen wird das peracetylierte

Produkt 95 ohne weitere Charakterisierung zum Glycosylasparagin-Baustein 101 umgesetzt.

Ausbeute: 1.58 g (1.0l mmol, 96 %); farbloser amorpher Feststoff; Ry=0.55
(CH,Cl3:MeOH = 8:1).

ESI-MS (Geriit 2), positiv [m/z] =1605.6 (5%, [M+K]", ber.: 1605.5), 1589.6 (100 %,
[M + Na]", ber.: 1589.6).

Ce7HogN4O35 (1567.5).
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N*-(2-Acetamido-3-0-{2,3,4-tri-O-acetyl-a-L-fucopyranosyl}-4-0O-{2,4,6-tri-O-acetyl-3-
O-[methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-
non-2-ulopyranosyl)onat]-p-D-galactopyranosyl}-6-O-acetyl-2-desoxy-B-D-gluco-
pyranosyl)-N2-(fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-L-asparagin (101)
(Fmoc-Asn(B-Acii-[Fuc]-sLe*COOMe)-OH)

Man 16st 419 mg (267 pmol) Boc-Asn(a.,B-Acyi-[Fuc]-sLe*COOMe)-O'Bu (95) in einem
Gemisch aus 20 ml Dichlormethan, 10 ml Trifluoressigsdure und 78 pl (56 mg, 0.48 mmol)
Triethylsilan und riihrt 15 h. AnschlieBend werden 40 ml Toluol zur Reaktionsmischung
gegeben, die Losungsmittel werden i. Vak. entfernt und der Riickstand wird viermal mit je
40 ml Toluol kodestilliert. Man 16st das Zwischenprodukt und 104 mg (308 umol)
N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyloxy)succinimid in 25 ml Dichlormethan und gibt so lange
N-Ethyldiisopropylamin hinzu, bis ein konstanter pH-Wert von 9.0-9.5 erreicht ist. Nach 4 h
Rithren wird das Losungsmittel 1. Vak. entfernt wund das Rohprodukt
flashchromatographisch ~ gereinigt  (Sdulengrofe: 24x3.5cm, 95g Kieselgel,
CH,CLr:MeOH:AcOH: R,=0.06). Dabei wird das unerwiinschte o-Anomer weitgehend
vom B-Anomer getrennt und verworfen. Um Reste des a-Anomers und andere evtl. noch
vorhandene Verunreinigungen zu entfernen, wird der Glycosylasparagin-Baustein 101
zusétzlich durch eine priaparative RP-HPLC gereinigt, wodurch das reine 3-Anomer erhalten
wird (R, (B-Anomer) = 89.8-97.5 min, R, (a-Anomer) = 85.7-88.0 min, Sdule B, Gradient G,
mit 0.1 % TFA).

a-Anomer (nicht isoliert, nur analytische RP-HPLC wund ESI-MS): R,=0.32
(CH,Cl,:MeOH:AcOH = 10:1:0.1); R, = 25.1 min (Saule A, Gradient H, mit 0.1 % TFA).
B-Anomer: Ausbeute (nach priaparativer RP-HPLC): 305 mg (187 umol, 70 %); farbloses
Lyophilisat; [a]; =-27 (¢c=1.0, CHCL;); R;=0.43 (CH,Cl,:MeOH:AcOH = 10:1:0.1);
R;=25.6 min (Sdule A, Gradient H, mit 0.1 % TFA), R,=75.6 min (Sdule A, Gradient I,
mit 0.1 % TFA).

400 MHz-"H-NMR ('H-'"H-COSY, CDCl3): & [ppm] =7.71 (d, 2H, *Jyic = 7.4 Hz, Fmoc-4,
Fmoc-5), 7.56-7.53 (m, 2H, Fmoc-1, Fmoc-8), 7.35 (t, 2H, e =172 Hz, Fmoc-3, Fmoc-6),
7.26 (t, 2H, *Jiic = 7.4 Hz, Fmoc-2, Fmoc-7), 6.95 (dv, 1H, *Jxi; = 7.8 Hz, Glc-1-NH), 6.87
(sb, 1H, Glc-2-NH), 6.20 (dp, 1H, *Jnuo = 7.4 Hz, Asn-NH), 5.49-5.39 (m, 3H, Fuc-1
{5.48}, 5.45 {Sia-8}, 5.40 {Sia-7}), 5.31 (d, 1H, *J54=2.7 Hz, Fuc-4), 5.25 (dv, 1H,
3Jnis = 10.2 Hz, Sia-NH), 5.20 (dd, 1H, /5 = 11.0 Hz, *J34 = 3.1 Hz, Fuc-3), 5.05 (dy, 1H,
3Js6= 6.3 Hz, Fuc-5), 4.98 (m., 1H, Glc-1), 4.95 (dv, 1H, *J54=2.7 Hz, Gal-4), 491 (dd,
1H, *Ji12=3.5Hz, *J,3=11.0 Hz, Fuc-2), 4.90-4.83 (m, 2H, Sia-4 {4.89}, Gal-2 {4.84}),
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4.69 (d, 1H, *Ji2=8.2 Hz, Gal-1), 4.61-4.56 (m, 2H, Glc-6a {4.59}, Asn-a. {4.57}), 4.54
(dd, 1H, *Jo3=10.2 Hz, *J34 = 3.1 Hz, Gal-3), 4.41-4.34 (m, 2H, Fmoc-CH,, {4.39}, Gal-6a
{4.35}), 4.29-4.13 (m, 5H, Fmoc-CHy, {4.28}, Sia-9a {4.26}, Gal-6b {4.20}, Fmoc-CH
{4.15}, Glc-2 {4.14}), 4.07 (m., 1H, Sia-9b), 4.01-3.90 (m, 3H, Glc-6b {4.00}, Sia-5
(3.97}, Gle-4 {3.92}), 3.87-3.84 (m, 2H, Gal-5 {3.85}, Glc-3 {3.85}), 3.83 (s, 3H,
COOCH3), 3.63-3.59 (m, 2H, Sia-6 {3.62}, Glc-5 {3.60}), 2.83 (m., 1H, Asn-Ba), 2.71 (m,,
1H, Asn-Bb), 2.55 (dd, 1H, *J3iqzax = 12.3 Hz, *J3sq4 = 3.7 Hz, Sia-3,), 2.15, 2.12, 2.09,
2.08,2.05, 2.03, 2.024, 2.017, 2.00, 1.97 (10 x s, 30H, CH3*), 1.93 (2 x s, 6H, CH;™"), 1.86
(s, 3H, CH5™), 1.63 (t, 1H, *Jaaq3ax = J3axa = 12.3 Hz, Sia-34,), 1.18 (d, 3H, *Js 5= 5.9 Hz,
Fuc-6).

100.6 MHz-">C-NMR (HMBC, HMQC, CDCl;) und 75.5 MHz-“C-NMR (DEPT, BB,
CDCl3): §[ppm] =173.8,173.0, 171.5, 171.4, 171.3, 170.9, 170.8, 170.7, 170.5 (3x), 170.4,
169.8, 169.7, 169.5 (13 x C=0"°, COOH, C=0*"""% 167.8 (Sia-1), 156.3 (C=0“""*am),
143.8, 143.6 (Fmoc-la, Fmoc-8a), 141.3, 141.2 (Fmoc-4a, Fmoc-5a), 127.7 (Fmoc-3,
Fmoc-6), 127.1 (Fmoc-2, Fmoc-7), 125.2, 125.1 (Fmoc-1, Fmoc-8), 120.0 (Fmoc-4,
Fmoc-5), 100.0 (Gal-1), 96.8 (Sia-2), 95.0 (Fuc-1), 79.4 (Gle-1), 74.6 (Glc-5), 74.3 (Glc-3),
74.0 (Glc-4), 71.7 (Sia-6), 71.3 (Fuc-4), 71.2 (Gal-3), 71.0 (Gal-5), 69.9 (Gal-2), 69.3
(Sia-4), 68.3 (Fuc-2), 67.6 (Fuc-3, Sia-8), 67.3 (Gal-4), 67.2 (Fmoc-CH,), 66.4 (Sia-7), 64.7
(Fuc-5), 61.8 (Glc-6), 61.7 (Sia-9), 61.4 (Gal-6), 55.0 (Glc-2), 53.2 (COOCH3), 50.4
(Asn-o), 49.3 (Sia-5), 47.0 (Fmoc-CH), 37.7 (Asn-P), 37.4 (Sia-3), 23.0, 22.9, 21.5, 20.7,
20.5 (13 x CH3™), 15.7 (Fuc-6).

ESI-MS (Gerit 2), positiv [m/z] = 1677.6 (3%, [M+2Na—H ", ber.: 1677.5), 1671.6
(3%, [M+K]", ber.: 1671.5), 1655.6 (100 %, [M+ Na]", ber.: 1655.5), 1633.6 (7 %,
[M + H]", ber.: 1633.5).

HR-ESI-MS, positiv [m/z] = 1655.5310 (100 %, [M + Na]", ber.: 1655.5287).

C73HoyN4Os5 (1633.5).

N*-(2-Acetamido-4-0-{2,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-3-O-[methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-
tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)onat]-f-D-
galactopyranosyl}-3-0-{2,3,4-tri-O-benzyl-B-D-arabinopyranosyl}-6-O-benzyl-2-
desoxy-a.,B-D-glucopyranosyl)-N*-tert-butoxycarbonyl-L-asparagin-tert-butylester (90)
(Boc-Asn(a.,B-Acs-Bns-[Ara]-sLe*COOMe)-O'Bu)

Zu einer Mischung aus 180 ml Isopropanol und 20 ml Wasser werden 4.69 g (3.03 mmol)
B-Ace-Bns-(Ara)-sLe*COOMe-N3 (8) und 20 g feuchtes, mit Wasser neutral gewaschenes
Raney-Nickel (der Firma Acros Organics, Geel (Belgien)) gegeben. Die Reaktionsmischung
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wird 1. Vak. griindlich entgast und dann 3 h unter einer Wasserstoffatmosphére bei 0 °C
gerithrt. Anschliefend filtriert man den Ansatz iiber Celite® und spiilt mit 400 ml
Isopropanol nach, wobei man darauf achten muss, dass der Katalysator immer mit einer
Losungsmittelschicht bedeckt bleibt, da er sich sonst an der Luft entziindet. Die
Losungsmittel werden i. Vak. (T <28 °C) entfernt und der Riickstand wird viermal mit je
60 ml Toluol kodestilliert. Man erhélt als Rohprodukt o.,3-Acs-Bns-(Ara)-sLe*COOMe-NH,
(77), das sofort weiter umgesetzt wird (Rr~ 0.48 (CH,Cl,:MeOH = 10:1)).

Zu einer Losung von 1.14 g (3.94 mmol) Boc-Asp-O'Bu (88), 1.26 g (3.92 mmol) TBTU,
und 603 mg (3.94 mmol) HOBt-Monohydrat in 120 ml absol. N,N-Dimethylformamid wird
unter einer Argonatmosphére soviel N-Ethyldiisopropylamin gegeben, bis ein pH-Wert von
6.5-7.5 erreicht ist (ca. 675 ul, 510 mg, 3.94 mmol). Man riihrt die Reaktionsmischung
10 min, gibt dann bei 0°C a,B-Acs-Bns-(Ara)-sLe*COOMe-NH, (77) in 15 ml absol.
N,N-Dimethylformamid innerhalb von 10min hinzu und rihrt 5h unter einer
Argonatmosphidre bei 0 °C. Das Losungsmittel wird i. Hochvak. entfernt, der Riickstand
dreimal mit je 50 ml Toluol kodestilliert und dann in 150 ml Dichlormethan gelost. Man
wiascht die organische Phase mit 60 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung,
trocknet sie mit Magnesiumsulfat, entfernt das Losungsmittel i. Vak. und reinigt das
Rohprodukt flashchromatographisch (SaulengroBe: 38x3.5cm, 150g Kieselgel,
CH,Cl;:MeOH: R;=0.10). Dabei wird ein o,B-Gemisch erhalten, dass sich
flashchromatographisch kaum trennen ldsst. Fiir die Analytik werden 192 mg des
o,3-Gemischs durch eine préparative RP-HPLC in eine Fraktion reines a-Anomer sowie
eine  Fraktion reines [(-Anomer aufgetrennt (R, (B-Anomer)=46.3-51.2 min,

R; (a-Anomer) = 53.0-55.4 min, Saule B, Gradient C).

Ausbeute (vor priparativer RP-HPLC): 4.32 g (2.41 mmol, 80 %); farbloser amorpher
Feststoff; R,=0.75 (CH,Cl,:MeOH =10:1); o:B =14:86 (durch analytische RP-HPLC
bestimmt: R, (B-Anomer) = 29.8 min, R, (a.-Anomer) = 31.6 min, Sdule A, Gradient E);
a-Anomer: [a] 5 =-45 (c= 1.0, CHCl;).

400 MHz-"H-NMR ('H-'"H-COSY, CDCl3): & [ppm] = 7.31-7.10 (m, 25H, CH,Ph), 6.74 (d,
1H, *Jaua = 8.2 Hz, Gle-2-NH), 6.41 (d, 1H, *Jxi1 = 7.4 Hz, Gle-1-NH), 5.66-5.64 (m, 2H,
Glc-1, Asn-NH), 5.54 (m., 1H, Sia-8), 5.34 (dd, *Js;=2.4 Hz, *J;3 = 8.6 Hz, Sia-7), 5.10
(d, 1H, *Jxus = 10.2 Hz, Sia-NH), 5.01 (dv, 1H, *J54=3.1 Hz, Gal-4), 4.94-4.84 (m, 3H,
Gal-2 {4.92}, Ara-1 {4.88}, Sia-4 {4.87}), 4.70 (d, 1H, *Jyem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.64-4.55
(m, 6H, Gal-3 {4.62}, Gal-1 {4.58}, CH,Ph), 4.49 (d, 1H, *Jym = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.47 (d,
1H, *Jgem = 11.3 Hz, CH,Ph), 4.41-4.34 (m, 4H, Asn-o. {4.36}, Sia-9a {4.35}, CH,Ph), 4.20
(d, 1H, *Jgem = 12.1 Hz, CH,Ph), 4.17-4.11 (m, 2H, Glc-2 {4.15}, Glc-5 {4.13}), 4.08-4.00
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(m, 2H, Sia-5 {4.05}, Glc-3 {4.03}), 3.93-3.84 (m, 4H, Sia-9b {3.91}, Ara-2 {3.89},
Glc-6a, Gle-6b), 3.83 (s, 3H, COOCH3), 3.82-3.77 (m, 2H, Gal-5 {3.81}, Glc-4 {3.78}),
3.62 (dd, 1H, °Js4=10.8Hz, °Js;=22Hz, Sia-6), 3.55 (dd, 1H, >/,3=9.0 Hz
3J34=2.4Hz, Ara-3), 3.48-3.38 (m, 4H, Gal-6a {3.46}, Ara-4 {3.44}, Ara-5a {3.43},
Gal-6b {3.40}), 3.32 (dv, 1H, “Jsusp = 12.1 Hz, Ara-5b), 2.83 (m, 1H, Asn-pa), 2.62-2.55
(m, 2H, Asn-Bb {2.61}, Sia-3s, {2.57}), 2.19, 2.14, 2.11, 2.05, 2.03, 1.99, 1.90, 1.83 (8 x s,
24H, CH;™), 1.71 (t, 1H, *J3iq3ax = Jsaxa = 12.5 Hz, Sia-3,), 1.40 (s, 18H, CH;™").

100.6 MHz-"*C-NMR (HMBC, HMQC, BB, CDCls) und 75.5 MHz-"C-NMR (DEPT,
CDCl3): & [ppm]=171.3, 170.8, 170.4 (3x), 170.31, 170.28, 170.0, 169.9, 169.6
(8 x C=0"°, COO'Bu, C=0*"""%) 167.8 (Sia-1), 155.7 (C=0"*"™") 1385, 138.31,
138.27, 138.2, 137.7 (5 x CHyPhiys,), 128.4, 128.3, 128.2, 127.9, 127.8, 127.7, 127.6, 127.5,
127.3, 127.2 (25x CHyPh,,.,), 99.4 (Gal-1), 97.5 (Ara-1), 96.8 (Sia-2), 81.8, 79.6
(2 x C(CH3)3), 76.6 (Ara-3), 76.3 (Glc-5), 75.7 (Ara-2), 73.7 (CH,Ph), 73.5 (Glc-3), 73.4
(Ara-4, CH,Ph), 73.0 (CH,Ph), 72.7 (Glc-4), 72.5 (CH,Ph), 72.3 (Gal-5), 72.1 (Sia-6), 71.6
(CH,Ph), 70.6 (Gal-3), 70.0 (Gal-2), 69.9 (Glc-1), 69.2 (Sia-4), 68.0 (Sia-8), 67.94 (Gal-6),
67.90 (Gal-4), 67.6 (Glc-6), 67.2 (Sia-7), 62.3 (Sia-9), 61.0 (Ara-5), 53.2 (COOCH3), 50.6
(Asn-a), 49.1 (Sia-5), 47.0 (Glc-2), 38.0 (Asn-B), 37.5 (Sia-3), 28.3 (3 x CH;5™"), 27.8
(3 x CH5™®"), 23.1 (2 x CH3*9), 21.4, 20.9 (2 x CH3™°), 20.7 (3 x CH3*°), 20.5 (CH5").
B-Anomer: [a] 5 =-57 (¢ = 1.0, CHCl;).

400 MHz-'"H-NMR ('H-'"H-COSY, CDCl3): & [ppm]=7.52 (d, 1H, *Jxui=7.0Hz,
Gle-1-NH), 7.33-7.12 (m, 25H, CH,Ph), 6.99 (d, 1H, *Jyu, = 7.8 Hz, Glc-2-NH), 5.61 (d,
1H, *Jxie = 9.0 Hz, Asn-NH), 5.53 (m., 1H, Sia-8), 5.35 (dd, *Js7=2.7 Hz, *J;5=9.0 Hz,
Sia-7), 5.08 (d, 1H, *Jxus = 10.2 Hz, Sia-NH), 5.06 (dy, 1H, *J1, = 3.1 Hz, Ara-1), 4.99 (d,,
1H, *Js4 = 3.5 Hz, Gal-4), 4.97 (dd, 1H, *J;, = 7.8 Hz, *J»5 = 9.8 Hz, Gal-2), 4.92-4.86 (m,
2H, Sia-4 {4.89}, Glc-1 {4.88}), 4.83 (d, 1H, “Juem=11.0 Hz, CH,Ph), 4.73 (d, 1H,
*Jeem = 11.3 Hz, CH,Ph), 4.70 (d, 1H, *J,, = 7.8 Hz Gal-1), 4.61-4.51 (m, 6H, Gal-3 {4.58},
CH,Ph), 4.42 (d, 1H, *Jym = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.35-4.27 (m, 4H, Sia-9a {4.32}, Asn-o.
{4.29}, CH,Ph), 4.07-4.02 (m, 3H, Glc-4 {4.05}, Ara-2 {4.03}, Sia-5 {4.02}), 3.99-3.93
(m, 2H, Glc-2 {3.98}, Sia-9b {3.95}), 3.82 (s, 3H, COOCHj3), 3.81-3.72 (m, 4H, Glc-6a
{3.79}, Gle-3 {3.77}, 3.75 {Gal-5}, 3.72 {Glc-5}), 3.64-3.59 (m, 3H, Glc-6b {3.63}, Ara-3
{3.62}, Sia-6 {3.59}), 3.54 (s, 1H, Ara-4), 3.48-3.34 (m, 4H, Ara-5a, Ara-5b, Gal-6a,
Gal-6b), 2.57-2.51 (m, 2H, Asn-a, Sia-34), 2.39 (dd, 1H, *Jopo = 4.1 Hz, *Jpapp = 16.2 Hz,
Asn-Bb), 2.20, 2.07, 2.05 (3 x s, 9H, CH5"), 1.99 (2 x s, 6H, CH3*°), 1.92, 1.83, 1.78 (3 x s,
9H, CH3*%), 1.70 (t, 1H, %J35q30x = J3axs = 12.3 Hz, Sia-3,,), 1.394 (s, 9H, CH;™"), 1.386 (s,
9H, CH;™).
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100.6 MHz-*C-NMR (HMBC, HMQC, BB, CDCls) und 75.5 MHz-"C-NMR (DEPT,
CDCl3): & [ppm]=171.9, 170.9, 170.7, 170.6, 170.41, 170.37, 170.3, 170.1, 169.7,
(8 x C=0"¢, COO'Bu, C=0"""™%) 167.8 (Sia-1), 155.7 (C=0""*"""), 138.3, 138.2, 138.1,
137.9, 137.3 (5 x CH,Phyy), 128.8, 128.7, 128.4, 128.33, 128.27, 128.2, 127.74, 127.66,
127.6, 127.4, 127.3, 127.1 (25 x CH,Ph,,,.,,), 99.2 (Ara-1), 98.5 (Gal-1), 96.8 (Sia-2), 81.5,
79.4 (2 x C(CH3)3), 78.8 (Glc-1), 77.6 (Ara-3), 77.2 (Ara-2), 77.0 (Glc-3), 74.89 (CH,Ph),
74.85 (Gle-5), 73.3 (Ara-4), 73.1, 72.7 (2 x CH,Ph), 72.1 (Glc-4), 72.0 (Sia-6), 71.93
(Gal-5), 71.85, 71.5 (2 x CH,Ph), 71.2 (Gal-3), 70.5 (Gal-2), 69.3 (Sia-4), 69.2 (Glc-6), 68.0
(Gal-4), 67.82 (Gal-6), 67.76 (Sia-8), 67.2 (Sia-7), 62.3 (Sia-9), 60.9 (Ara-5), 53.2
(COOCHj3), 50.4 (Asn-a), 50.2 (Glc-2), 49.1 (Sia-5), 37.5 (Asn-B, Sia-3), 28.3 (3 x CH;™"),
27.9 (3 x CH5™"), 23.2, 22.6, 21.3, 21.0 (4 x CH;3™°), 20.8 (3 x CH3*°), 20.6 (CH5").
ESI-MS (Gerit 2), positiv [m/z] = 1832.9 (3 %, [M + 1 + K], ber.: 1832.7), 1816.9 (100 %,
[M+ 1+ Na], ber.: 1816.7).
CoH116N4O33 (1793.9) ber.. C60.93 H6.52 N3.12

gef.: C60.60 H6.77 N2.87

N*-(2-Acetamido-3-0-{2,3,4-tri-O-acetyl-B-D-arabinopyranosyl}-4-0-{2,4,6-tri-O-
acetyl-3-O-[methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-
galacto-non-2-ulopyranosyl)onat]-p-D-galactopyranosyl}-6-O-acetyl-2-desoxy-a.,-D-
glucopyranosyl)-N-tert-butoxycarbonyl-L-asparagin-tert-butylester (96)
(Boc-Asn(a,B-Acii-[Ara]-sLe*COOMe)-O'Bu)

Man 16st 4.32 g (2.41 mmol), Boc-Asn(a,B-Acs-Bns-[Ara]-sLe*COOMe)-O'Bu (90) in
einem Gemisch aus 190 ml Methanol und 10 ml Eisessig, entgast die Losung, gibt dann im
Argongegenstrom 300 mg Palladium auf Aktivkohle (10 %) hinzu und entgast die
Reaktionsmischung nochmals. AnschlieBend wird diese 15h unter einer Wasserstoff-
atmosphire geriihrt. Man filtriert den Ansatz iiber Celite®, spiilt mit 500 ml Methanol nach
und gibt zum Filtrat 50 ml Toluol. Die Losungsmittel werden i. Vak. entfernt und der
Riickstand wird dreimal mit je 50ml Toluol kodestilliert. Das debenzylierte
Zwischenprodukt (Ry= 0.29 (CH,Cl,:MeOH = 5:1)) wird in 200 ml Pyridin geldst und mit
70 mg  4-Dimethylaminopyridin ~ versetzt.  AnschlieBend  tropft man 100 ml
Essigsdaureanhydrid hinzu und riihrt die Reaktionslosung 15 h. Pyridin und tiberschiissiges
Essigsdureanhydrid werden i. Hochvak. entfernt und der Riickstand wird dreimal mit je
70 ml Toluol kodestilliert. Das Rohprodukt wird in 200 ml Dichlormethan aufgenommen
und diese Losung zweimal mit je 100 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung

gewaschen. Man trocknet die organische Phase mit Magnesiumsulfat, entfernt das
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Losungsmittel 1. Vak. und reinigt das Rohprodukt flashchromatographisch (Sdulengrof3e:
35x5.5cm, 335 g Kieselgel, CH,Cl,:MeOH: R;=0.10). Von einem Massenspektrum
abgesehen wird das peracetylierte Produkt 96 ohne weitere Charakterisierung zum
Glycosylasparagin-Baustein 102 umgesetzt.

Ausbeute: 3.01g (1.94mmol, 80 %); farbloser amorpher Feststoff; R,=0.58
(CH2Cly:MeOH = 10:1).

ESI-MS (Geridt 2), positiv [m/z] =1591.6 (3 %, [M+K]", ber.: 1591.5), 1575.6 (100 %,
[M + Na]’, ber.: 1575.6), 1553.7 (4 %, [M + H]", ber.: 1553.6).

Cs6HosN4Osg (1553.5).

N*-(2-Acetamido-3-0-{2,3,4-tri-O-acetyl-B-D-arabinopyranosyl}-4-0-{2,4,6-tri-O-
acetyl-3-O-[methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-o-D-
galacto-non-2-ulopyranosyl)onat]-B-D-galactopyranosyl}-3-O-{2,3,4-tri-O-acetyl-B-D-
arabinopyranosyl}-6-O-acetyl-2-desoxy-B-D-glucopyranosyl)-N?-(fluoren-9-
ylmethoxycarbonyl)-L-asparagin (102)

(Fmoc-Asn(B-Ac-[Ara]-sLe*COOMe)-OH)

Man 16st 1.18 g (760 umol) Boc-Asn(a.,B-Acii-[Ara]-sLe*COOMe)-O'Bu (96) in einem
Gemisch aus 40 ml Dichlormethan, 20 ml Trifluoressigsdure und 300 ul (216 mg,
1.89 mmol) Triethylsilan und riithrt 15h. AnschlieBend werden 75 ml Toluol zur
Reaktionsmischung gegeben, die Losungsmittel werden i. Vak. entfernt und der Riickstand
wird dreimal mit je 50 ml Toluol kodestilliert. Man 16st das Zwischenprodukt und 283 mg
(839 umol) N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyloxy)succinimid in 60 ml Dichlormethan und
gibt so lange N-Ethyldiisopropylamin hinzu, bis ein konstanter pH-Wert von 9.0-9.5 erreicht
ist. Nach 15h Rithren wird das Losungsmittel i. Vak. entfernt und das Rohprodukt
flashchromatographisch ~ gereinigt  (Sdulengrofe: 37x3.5cm, 145g Kieselgel,
CH,Cl,:MeOH:AcOH = 100:5:0.8). Dabei wird eine Fraktion reines -Anomer sowie eine

Fraktion eines o,3-Gemischs erhalten.

Gesamtausbeute: 1.03 g (636 umol, 84 %).

o,B-Gemisch: 381 mg (235 umol, 31 %);  farbloser = amorpher  Feststoff;
Ry (B-Anomer) = 0.45 (CH,Cl;:MeOH:AcOH = 10:1:0.1), Ry (a-Anomer) = 0.35
(CH,Cl;:MeOH:AcOH = 10:1:0.1); R, (B-Anomer) =24.4 min (Séule A, Gradient H, mit
0.1 % TFA), R,(B-Anomer)=72.0min (Sdule A, Gradientl, mit 0.1 % TFA),
R, (a-Anomer) = 70.6 min (Sdule A, Gradient I, mit 0.1 % TFA).
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B-Anomer:: 649 mg (401 umol, 53 %); farbloser amorpher Feststoff; [a]3 =35 (¢ = 1.0,

CHCls).

400 MHz-'"H-NMR ('H-'H-COSY, CDCl;3): & [ppm] = 7.70 (d, 2H, *J.;c = 7.4 Hz, Fmoc-4,
Fmoc-5), 7.55-7.53 (m, 2H, Fmoc-1, Fmoc-8), 7.35-7.32 (m, 2H, Fmoc-3, Fmoc-6),
7.27-7.22 (m, 2H, Fmoc-2, Fmoc-7), 7.10 (sy, 1H, Glc-2-NH), 7.02 (sy, 1H, Glc-1-NH), 6.27
(dv, 1H, *Jnpe = 7.0 Hz, Asn-NH), 5.53 (d, 1H, *J;, =2.7 Hz, Ara-1), 5.46 (m., 1H, Sia-8),
5.41 (dd, 1H, *Js7=2.0 Hz, *J75 = 9.4 Hz, Sia-7), 5.36 (dv, 1H, *J54 = 2.7 Hz, Ara-4), 5.25
(dv, 1H, *Jas = 9.8 Hz, Sia-NH), 5.20 (dd, 1H, /5 =11.0 Hz, *J54 = 3.1 Hz, Ara-3), 5.00
(to, 1H, *J15="Jxu1 = 9.2 Hz, Gle-1), 4.96-4.83 (m, 5H, Ara-2 {4.93}, Gal-4 {4.93}, Sia-4
{4.88}, Gal-2 {4.86}, Ara-5a {4.83}), 4.70 (d, 1H, *J,, = 7.8 Hz, Gal-1), 4.59-4.56 (m, 2H,
N-2 {4.58}, Glc-6a {4.57}), 4.55 (dd, 1H, *Jo5=10.2 Hz, *J34 = 3.5 Hz, Gal-3), 4.39-4.33
(m, 2H, Fmoc-CHy, {4.37}, Gal-6a {4.34}), 4.28-4.25 (m, 2H, Fmoc-CH,,, Sia-9a),
4.20-4.12 (m, 3H, Gal-6b {4.17}, Glc-2 {4.16}, Fmoc-CH {4.13}), 4.06 (m, 1H, Sia-9b),
4.04-3.94 (m, 3H, Glc-6b {4.01}, Sia-5 {3.98}, Glc-4 {3.95}), 3.88-3.83 (m, 5H, Gal-5
{3.85}, Glc-3 {3.85}, 3.83 {COOCH;}), 3.66-3.56 (m, 3H, Glc-5 {3.64}, Sia-6 {3.62},
Ara-5b {3.56}), 2.84 (dd, 1H, *J,p.=3.7 Hz, “Jpapo = 16.6 Hz, Asn-Pa), 2.70 (dd, 1H,
oy = 4.1 Hz, *Jpapp = 16.6 Hz, Asn-b), 2.55 (dd, 1H, *Jasq3ax = 12.1 Hz, *J34q4 = 3.9 Hz,
Sia-3,), 2.16, 2.12, 2.08 (3 x s, 9H, CH;"°), 2.05 (s, 6H, CH;"°), 2.03 (s, 3H, CH;"%), 2.02
(s, 6H, CHs"), 2.01, 1.98, 1.95, 194, 1.86 (5xs, 15H, CH;"™), 1.64 (t, 1H,
2 J3iqzax = Jaaxa = 12.1 Hz, Sia-3,).

100.6 MHz-">*C-NMR (HMBC, HMQC, CDCls) und 75.5 MHz-“C-NMR (DEPT, BB,
CDCl3): & [ppm] =173.9, 173.0, 171.6, 171.4, 171.3, 170.9, 170.8, 170.53, 170.45 (2x),
170.3, 170.2, 169.8, 169.5 (13 x C=0*°, COOH, C=0""""4) 167.8 (Sia-1), 156.4
(C=0"""mat 143 8 143.5 (Fmoc-1la, Fmoc-8a), 141.23, 141.15 (Fmoc-4a, Fmoc-5a), 127.7
(Fmoc-3, Fmoc-6), 127.1 (Fmoc-2, Fmoc-7), 125.2, 125.1 (Fmoc-1, Fmoc-8), 119.9
(Fmoc-4, Fmoc-5), 99.8 (Gal-1), 96.7 (Sia-2), 95.4 (Ara-1), 79.3 (Glc-1), 74.6 (Glc-5), 74.4
(Gle-3), 73.6 (Glc-4), 71.7 (Sia-6), 71.1 (Gal-3), 71.0 (Gal-5), 70.1 (Gal-2), 69.3 (Ara-4),
69.2 (Sia-4), 68.5 (Ara-2), 67.6 (Sia-8), 67.3 (Fmoc-CH,), 67.1 (Gal-4), 66.8 (Ara-3), 66.4
(Sia-7), 61.8 (Glc-6), 61.7 (Sia-9), 61.3 (Gal-6), 60.7 (Ara-5), 55.0 (Glc-2), 53.3
(COOCH3), 50.3 (Asn-a), 49.3 (Sia-5), 47.0 (Fmoc-CH), 37.7 (Asn-B), 37.2 (Sia-3), 23.0,
22.9,21.5,20.8,20.72, 20.69, 20.6 (13 x CH5™).

ESI-MS (Gerdt 2), positiv [m/z] = 1663.6 (11 %, [M+2Na—H 7], ber.: 1663.5), 1657.6
(9 %, [M+KJ", ber.: 1657.5), 1641.6 (100 %, [M + Na]", ber.: 1641.5), 1619.6 (33 %,
[M + H]", ber.: 1619.5).

HR-ESI-MS, positiv [m/z] = 1641.5093 (100 %, [M + Na]", ber.: 1641.5131).

C72HooN4Os5 (1619.5).
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N*-(2-Acetamido-4-0-{2,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-3-O-[methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-
tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)onat]-B-D-
galactopyranosyl}-3-0-{2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-L-galactopyranosyl}-6-O-benzyl-2-
desoxy-a.,B-D-glucopyranosyl)-N*-tert-butoxycarbonyl-L-asparagin-tert-butylester (91)
(Boc-Asn(a.,-Acg-Bng-[L-Gal]-sLe*COOMe)-O'Bu)

Zu einer Mischung aus 54 ml Isopropanol und 6 ml Wasser werden 812 mg (487 pumol)
B-Ace-Bng-(L-Gal)-sLe*COOMe-Nj; (9) und 5.0 g feuchtes, mit Wasser neutral gewaschenes
Raney-Nickel (der Firma Acros Organics, Geel (Belgien)) gegeben. Die Reaktionsmischung
wird i. Vak. griindlich entgast und dann 3 h unter einer Wasserstoffatmosphédre bei 0 °C
gerithrt. AnschlieBend filtriert man den Ansatz iiber Celite® und spiilt mit 350 ml
Isopropanol nach, wobei man darauf achten muss, dass der Katalysator immer mit einer
Losungsmittelschicht bedeckt bleibt, da er sich sonst an der Luft entziindet. Die
Losungsmittel werden i. Vak. (T <28 °C) entfernt und der Riickstand wird dreimal mit je
50 ml  Toluol kodestilliert. Man erhdlt als Rohprodukt o,B-Ace-Bne-(L-Gal)-
sLe*COOMe-NH,  (78), das  sofort  weiter umgesetzt wird (R;=0.42
(CH2Cl:MeOH = 10:1)).

Zu einer Lésung von 183 mg (633 pumol) Boc-Asp-O'Bu (88), 203 mg (632 pmol) TBTU
und 97.0 mg (634 umol) HOBt-Monohydrat in 20 ml absol. N,N-Dimethylformamid wird
unter einer Argonatmosphire soviel N-Ethyldiisopropylamin gegeben, bis ein pH-Wert von
6.5-7.5 erreicht ist (ca. 105 ul, 81.4 mg, 630 umol). Man riihrt die Reaktionsmischung
10 min, gibt dann bei 0 °C «,B-Ace-Bng-(L-Gal)-sLe*COOMe-NH, (78) in 10 ml absol.
N,N-Dimethylformamid innerhalb von 10min hinzu und rihrt 3 h unter -einer
Argonatmosphidre bei 0 °C. Das Losungsmittel wird i. Hochvak. entfernt, der Riickstand
dreimal mit je 50 ml Toluol kodestilliert und dann in 80 ml Dichlormethan geldst. Man
wiascht die organische Phase mit 40 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung,
trocknet sie mit Magnesiumsulfat und entfernt das Losungsmittel i. Vakuum. Das
Rohprodukt weist ein o,B-Verhéltnis von o:3 =3:97 auf (durch analytische RP-HPLC
bestimmt: R;(B-Anomer)=33.1 min, R, (c-Anomer)=34.0 min, Siule A, Gradient E).
Durch eine flashchromatographische Reinigung (Sdulengrofe: 24 x 3.5 cm, 95 g Kieselgel,
CH,Clr:MeOH: Ry= 0.05) konnen die Anomere getrennt werden.

Gesamtausbeute: 755 mg (394 umol, 81 %).
a-Anomer: 15.0 mg (7.84 umol, 2 %); farbloser amorpher Feststoff; [a]5 =-31 (c= 1.0,
CHCL); Rr=0.72 (CH2Cl:MeOH = 10:1); R, = 34.0 min (Séule A, Gradient E).
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400 MHz-'"H-NMR ('H-'"H-COSY, CDCl3): & [ppm] = 7.32-7.17 (m, 30H, CH,Ph), 6.75 (d,
1H, *Jnp2=9.4 Hz, Gle-2-NH), 6.41 (d, 1H, *Jyu1 = 8.2 Hz, Glc-1-NH), 5.69 (dy, 1H,
3Jni1 = 8.2 Hz, Gle-1), 5.64 (sb, 1H, Asn-NH), 5.54 (m,, 1H, Sia-8), 5.35 (dd, *Js7 = 2.6 Hz,
3J73=8.8 Hz, Sia-7), 5.09 (d, 1H, *Jnus = 10.6 Hz, Sia-NH), 5.05 (dy, 1H, *J54=3.1 Hz,
Gal-4), 4.95-4.86 (m, 3H, Gal-2 {4.93}, L-Gal-1 {4.92}, Sia-4 {4.87}), 4.86 (d, 1H,
*Joem = 11.4 Hz, CHyPh), 4.72 (d, 1H, *Jgem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.68-4.62 (m, 3H, Gal-3
{4.62}, CH,Ph), 4.61 (d, 1H, °J,, = 7.4 Hz, Gal-1), 4.55 (d, 1H, *Jyem = 12.1 Hz, CH,Ph),
4.47 (d, 1H, *Jgm = 11.0 Hz, CH,Ph), 4.44 (d, 1H, *Jyem = 11.0 Hz, CH,Ph), 4.39 (d, 1H,
2Jgem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.37-4.31 (m, 4H, Asn-o. {4.36}, Sia-9a {4.34}, CH,Ph), 4.30 (d,
1H, *Jgem = 12.1 Hz, CH,Ph), 4.22 (d, 1H, *Jgem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.18-4.15 (m, 2H, Glc-2
{4.17}, Gle-5 {4.16}), 4.09-4.01 (m, 2H, Glc-3 {4.05}, Sia-5 {4.04}), 3.97 (dd, 1H,
Ji2=3.5Hz, *Jo5=10.2 Hz, L-Gal-2), 3.94-3.89 (m, 3H, Glc-6a, Glc-6b, Sia-9b {3.91}),
3.83 (s, 3H, COOCHj3), 3.80-3.75 (m, 4H, Glc-4 {3.79}, Gal-5 {3.77}, L-Gal-4 {3.76},
L-Gal-5), 3.64-3.60 (m, 2H, L-Gal-3 {3.63}, Sia-6 {3.61}), 3.43-3.31 (m, 4H, Gal-6a,
Gal-6b, L-Gal-6a, L-Gal-6b), 2.83 (d», 1H, 2Jﬁa,ﬁb215.3 Hz, Asn-Ba), 2.61 (dd, 1H,
*Jopp = 3.5 Hz, *Jpapp = 15.3 Hz, Asn-Bb), 2.57 (dd, 1H, *Jssqzax = 12.1 Hz, *Ja3q4 = 4.3 Hz,
Sia-3;), 2.21, 2.12, 2.08, 2.05, 2.00, 1.99, 1.90, 1.84 (8 x's, 24H, CH;*), 1.71 (t, 1H,
2 J3iqax = Jaaxa = 12.1 Hz, Sia-34), 1.39 (s, 18H, CH5™").

100.6 MHz-">C-NMR (HMBC, HMQC, BB, CDCl;) und 75.5 MHz-*C-NMR (DEPT,
CDCl3): & [ppm]=172.1, 171.4, 170.8, 170.3, 169.9, 169.7, (8 x C=0"¢, COO'Bu,
C=0*"Amd) 1678 (Sia-1), 159.1 (C=0""""™") 138.6, 138.5, 138.3, 138.2, 138.0, 137.7
(6 x CH,Phips,), 128.4, 128.34, 128.25, 128.2, 128.1, 128.0, 127.64, 127.55, 127.4, 127.32,
127.29 (30 x CHyPh, ), 99.5 (Gal-1), 97.0 (L-Gal-1), 96.8 (Sia-2), 81.8, 79.6
(2 x C(CH3)3), 78.7 (L-Gal-3), 76.4 (Glc-5), 75.6 (L-Gal-2), 74.7 (2 x CH,Ph, [Gal-5 oder
L-Gal-4 oder L-Gal-5]), 73.5 (CH,Ph), 73.4 (Glc-3), 73.2 (2 x CH,Ph), 72.9 (Glc-4), 72.8
(CH,Ph), 72.1 (Sia-6), 71.8 (Gal-5 oder L-Gal-4 oder L-Gal-5), 70.7 (Gal-3), 70.3 (Gal-5
oder L-Gal-4 oder L-Gal-5), 70.0 (Gal-2), 69.9 (Glc-1), 69.3 (Sia-4), 68.5 (Gal-6 oder
L-Gal-6), 68.0 (Sia-8), 67.6 (Gal-4), 67.5 (Glc-6), 67.3 (Gal-6 oder L-Gal-6), 67.2 (Sia-7),
62.2 (Sia-9), 53.2 (COOCH3), 50.6 (Asn-ar), 49.1 (Sia-5), 46.8 (Glc-2), 38.0 (Asn-p), 37.5
(Sia-3), 28.3 (3 x CH5™"), 27.8 (3 x CH5™"), 23.2 (2 x CH3"*°), 21.4, 21.0 (2 x CH5"), 20.74,
20.71 (3 x CH5™), 20.5 (CH;™).

B-Anomer (91B): 740 mg (387 umol, 79 %); farbloser amorpher Feststoff; [a]} =38

(c=1.0, CHCL); Rr=0.76 (CH2Cl,:MeOH = 10:1); R, = 33.1 min (Sdule A, Gradient E).

400 MHz-'H-NMR ('H-'H-COSY, CDCI3): & [ppm]=7.39 (d, 1H, °*Jyyi=7.4Hz,
Glc-1-NH), 7.33-7.14 (m, 30H, CH,Ph), 6.79 (d, 1H, *Jxu. = 7.8 Hz, Glc-2-NH), 5.61 (d,
1H, *Jxpo = 8.6 Hz, Asn-NH), 5.53 (m,, 1H, Sia-8), 5.36 (dd, *Js7=2.3 Hz, *J;5=9.0 Hz,



140 EXPERIMENTELLER TEIL

Sia-7), 5.12 (dy, 1H, *J12=2.4 Hz, L-Gal-1), 5.07 (d, 1H, *Jxus = 10.2 Hz, Sia-NH), 5.04
(dv, 1H, *J34 = 3.1 Hz, Gal-4), 4.96 (dd, 1H, *J1, = 8.2 Hz, *J»5 = 9.8 Hz, Gal-2), 4.94-4.88
(m, 2H, Glc-1 {4.93}, Sia-4 {4.90}), 4.85 (d, 1H, “Jyem = 11.3 Hz, CH,Ph), 4.80 (d, 1H,
*Jeem = 11.4 Hz, CH,Ph), 4.74 (d, 1H, *Jyem = 11.3 Hz, CH,Ph), 4.70 (d, 1H, *J;, = 7.8 Hz,
Gal-1), 4.66-4.63 (m, 2H, CH,Ph), 4.61-4.57 (m, 2H, Gal-3 {4.60}, CH,Ph), 4.59 (d, 1H,
*Jeem = 11.4 Hz, CH,Ph), 4.42 (d, 1H, *Jgem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.38-4.28 (m, 5H, Sia-9a
{433}, Asn-2 {4.30}, CH,Ph), 4.17 (d, 1H, *Jyem = 12.1 Hz, CH,Ph), 4.10-3.94 (m, 7H,
Glc-4 {4.09}, L-Gal-2 {4.07}, Glc-2 {4.06}, Sia-5 {4.04}, L-Gal-5 {4.01}, Sia-9b {3.96},
L-Gal-4 {3.94}), 3.89 (m,, 1H, Glc-3), 3.85-3.81 (m, 4H, Glc-6a {3.83}, COOCHj; {3.82}),
3.77 (m., 1H, Glc-5), 3.72-3.67 (m, 3H, Gal-5 {3.70}, L-Gal-3 {3.69}, Glc-6b {3.68}), 3.60
(dd, 1H, *Js = 10.6 Hz, *Js7 = 2.4 Hz, Sia-6), 3.53-3.46 (m, 2H, L-Gal-6a, L-Gal-6b), 3.37
(dd, 1H, *Js6 = 5.1 Hz, “Jsasp = 9.4 Hz, Gal-6a), 3.30 (m,, 1H, Gal-6b), 2.59-2.52 (m, 2H,
Sia-3;, {2-57}, Asn-Pa {2.54}), 2.39 (dd, 1H, *Jop = 4.3 Hz, *Jp.po = 16.4 Hz, Asn-Bb),
221, 2.07, 2.04, 1.99, 1.93, 1.902, 1.897, 1.84 (8xs, 24H, CH;"), 1.71 (t, 1H,
2 Jsiqzax = Jaaxa = 12.5 Hz, Sia-3,y), 1.39 (s, 18H, CH;™").
100.6 MHz-"*C-NMR (HMBC, HMQC, BB, CDCls) und 75.5 MHz-"C-NMR (DEPT,
CDClI3): & [ppm] = 170.9, 170.6, 170.4, 170.33, 170.25, 170.2, 170.1, 169.7 (8 x C=0",
COO'Bu, C=0*"*") '167.8 (Sia-1), 155.8 (C=0""""™") 138.6, 138.3, 138.2, 138.0, 137.8,
137.3 (6 x CHaPhipso), 128.7, 128.6, 128.4, 128.3, 128.23, 128.19, 127.9, 127.73, 127.67,
127.6, 127.5, 127.44, 127.40, 127.3, 127.2 (30 x CH,Ph,,, ), 98.8 (Gal-1), 97.9 (L-Gal-1),
96.9 (Sia-2), 81.5, 79.4 (2 x C(CHs)3), 79.1 (L-Gal-3), 78.4 (Glc-1), 76.6 (L-Gal-2), 75.4
(Glc-3), 74.8 (Gle-5, CH,Ph), 74.4 (CH,Ph), 74.3 (L-Gal-4), 73.3, 73.1, 72.9, 72.43
(4 x CH,Ph), 72.36 (Glc-4), 72.0 (Sia-6), 71.6 (Gal-5), 71.3 (Gal-3), 70.5 (Gal-2), 69.9
(L-Gal-5), 69.4 (Glc-6), 69.3 (Sia-4), 68.1 (L-Gal-6), 67.8 (Sia-8), 67.6 (Gal-4), 67.22
(Sia-7), 67.16 (Gal-6), 62.3 (Sia-9), 53.2 (COOCHj3), 50.5 (Asn-a), 49.14, 49.08 (Glc-2,
Sia-5), 37.6 (Asn-B, Sia-3), 28.3 (3 x CH5™"), 27.9 (3 x CH;™"), 23.2, 22.8, 21.3, 21.0
(4 x CH5™), 20.8 (2 x CH;"°), 20.7, 20.6 (2 x CH3™).
ESI-MS (Geriit 2), positiv [m/z] = 1952.9 (4 %, [M + 1 + K]", ber.: 1952.8), 1936.9 (100 %,
[M + 1+ Na]", ber.: 1936.8), 1914.9 (3 %, [M + 1 + H]", ber.: 1914.8).
CooH124N4034 (1914.1) ber.. C62.12 H6.53 N2.93

gef: C61.66 H6.89 N2.96



EXPERIMENTELLER TEIL 141

N*-(2-Acetamido-3-0-{2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-L-galactopyranosyl}-4-0-{2,4,6-tri-O-
acetyl-3-O-[methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-
galacto-non-2-ulopyranosyl)onat]-p-D-galactopyranosyl}-6-O-acetyl-2-desoxy-B-D-
glucopyranosyl)-N-tert-butoxycarbonyl-L-asparagin-tert-butylester (97)
(Boc-Asn(B-Aci,-[L-Gal]-sLe*COOMe)-O'Bu)

Man 16st 1.19 g (622 umol), Boc-Asn(B-Acs-Bng-[L-Gal]-sLe*COOMe)-O'Bu (91B) in
einem Gemisch aus 47.5 ml Methanol und 2.5 ml Eisessig, entgast die Losung, gibt dann im
Argongegenstrom 200 mg Palladium auf Aktivkohle (10 %) hinzu und entgast die
Reaktionsmischung nochmals. AnschlieBend wird diese 15h unter einer Wasserstoff-
atmosphire geriihrt. Man filtriert den Ansatz iiber Celite®, spiilt mit 400 ml Methanol nach
und gibt zum Filtrat 50 ml Toluol. Die Losungsmittel werden i. Vak. entfernt und der
Riickstand wird dreimal mit je 50ml Toluol kodestilliert. Das debenzylierte
Zwischenprodukt (Rr=0.15 (CH>CL,:MeOH = 5:1)) wird in 40 ml Pyridin gelost und mit
80 mg  4-Dimethylaminopyridin ~ versetzt.  AnschlieBend  tropft man 20 ml
Essigsdureanhydrid hinzu und riihrt die Reaktionslosung 15 h. Pyridin und iiberschiissiges
Essigsdureanhydrid werden i. Hochvak. entfernt und der Riickstand wird dreimal mit je
50 ml Toluol kodestilliert. Das Rohprodukt wird in 100 ml Dichlormethan aufgenommen
und diese Losung mit 60 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen. Man
trocknet die organische Phase mit Magnesiumsulfat, entfernt das Losungsmittel i. Vak. und
reinigt das Rohprodukt flashchromatographisch (SdulengrofBBe: 32 x 3.5 cm, 125 g Kieselgel,
CH,CLr:MeOH: R,= 0.08). Von einem Massenspektrum abgesehen wird das peracetylierte

Produkt 97 ohne weitere Charakterisierung zum Glycosylasparagin-Baustein 103 umgesetzt.

Ausbeute: 928 mg (571 pmol, 92 %); farbloser amorpher Feststoff; R,=0.70
(CH,Cl,:MeOH = 10:1).

ESI-MS (Gerit 2), positiv [m/z] = 1647.6 (100 %, [M + Na]", ber.: 1647.6).

CeoH100N4O4 (1625.5).

N*-(2-Acetamido-3-0-{2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-L-galactopyranosyl}-4-O-{2,4,6-tri-O-
acetyl-3-O-[methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-o-D-
galacto-non-2-ulopyranosyl)onat]-p-D-galactopyranosyl}-6-O-acetyl-2-desoxy-p-D-
glucopyranosyl)-N2-(fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-L-asparagin (103)
(Fmoc-Asn(B-Ac»-[L-Gal]-sLe*COOMe)-OH)

Man 16st 928 mg (571 pmol) Boc-Asn(B-Acy,-[L-Gal]-sLe*COOMe)-O'Bu (97) in einem
Gemisch aus 40 ml Dichlormethan, 20 ml Trifluoressigsdure und 230 pul (166 mg,
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1.43 mmol) Triethylsilan und rithrt 15h. AnschlieBend werden 80 ml Toluol zur
Reaktionsmischung gegeben, die Losungsmittel werden i. Vak. entfernt und der Riickstand
wird dreimal mit je 50 ml Toluol kodestilliert. Man 16st das Zwischenprodukt und 212 mg
(629 umol) N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyloxy)succinimid in 50 ml Dichlormethan und
gibt so lange N-Ethyldiisopropylamin hinzu, bis ein konstanter pH-Wert von 9.0-9.5 erreicht
ist. Nach 15h Riithren wird das Losungsmittel i. Vak. entfernt und das Rohprodukt
flashchromatographisch ~ gereinigt  (Sdulengrofe: 35x3.5cm, 135g Kieselgel,
CH,Cl,:MeOH:AcOH = 100:5:1).

Ausbeute: 777 mg (459 pmol, 80 %); farbloser amorpher Feststoff; [] 2D3 =-32 (c=1.0,
CHCl3), Ry=0.34 (CH,Cl,:MeOH:AcOH = 10:1:0.1); R,=23.4 min (Sdule A, Gradient H,
mit 0.1 % TFA), R, = 116.2 min (Sdule A, Gradient K, mit 0.1 % TFA).

400 MHz-"H-NMR ('H-'"H-COSY, CDCl5): & [ppm]=7.71 (d, 2H, *Jiic = 7.4 Hz, Fmoc-4,
Fmoc-5), 7.55-7.52 (m, 2H, Fmoc-1, Fmoc-8), 7.34 (t,, 2H, 3Jvic=7.2 Hz, Fmoc-3,
Fmoc-6), 7.26 (t, 2H, 3 vic = 7.4 Hz, Fmoc-2, Fmoc-7), 6.77 (sp, 1H, Glc-1-NH), 5.93 (s,
1H, Asn-NH), 5.67-5.63 (m, 2H, L-Gal-4 {5.66}, L-Gal-1 {5.64}), 5.50 (m., 1H, Sia-8),
5.40 (dd, 1H, Js7=2.0 Hz, *J;5=11.3 Hz, Sia-7), 5.23 (m., 1H, Sia-NH), 5.17 (m,, 1H,
Gle-1), 5.12 (dd, 1H, *J3=113 Hz, *J34=2.0 Hz, L-Gal-3), 5.08 (m., 1H, L-Gal-5),
5.03-4.99 (m, 2H, L-Gal-2 {5.02}, Gal-2 {5.00}), 4.95 (d, 1H, *J54=3.5 Hz, Gal-4), 4.84
(m., 1H, Sia-4), 4.63 (sp, 1H, Asn-a), 4.58 (d, 1H, 3J1,2=7.8 Hz, Gal-1), 4.55 (m., 1H,
Gal-3), 4.50-4.45 (m, 2H, Glc-6a {4.49}, Gal-6a {4.47}), 4.36-4.26 (m, 4H, Gal-6b {4.28},
Fmoc-CH,, Sia-9a {4.29}), 4.17-4.12 (m, 2H, Fmoc-CH {4.15}, Glc-2 {4.13}), 4.04 (dd,
1H, *Jsop=2.7 Hz, *Josoo=12.9 Hz, Sia-9b), 3.99-3.91 (m, 4H, Sia-5 {3.94}, Glc-6b
{3.93}, L-Gal-6a, L-Gal-6b), 3.87-3.78 (m, 6H, Gal-5 {3.86}, Glc-3 {3.84}, COOCH;
{3.83}, Glc-4 {3.79}), 3.68 (dv, 1H, Js = 10.6 Hz, Sia-6), 3.51 (m, 1H, Glc-5), 2.77 (ds,
1H, *Jpapo = 12.1 Hz, Asn-Ba), 2.65 (dy, 1H, *Jpapo = 11.7 Hz, Asn-Bb), 2.47 (dd, 1H,
*Jziqaax = 12.1 Hz, J3s04 = 3.9 Hz, Sia-33), 2.19, 2.13 (2xs, 6H, CH;*), 2.12 (s, 6H,
CH;™), 2.08 (s, 3H, CH5"), 2.02 (s, 6H, CH;*°), 2.01 (s, 6H, CH;™), 2.00 (s, 6H, CH5"),
1.944,1.936, 1.87 (3 x s, 9H, CH3™%), 1.65 (t, 1H, *J3iq30x = Jaaxa = 12.1 Hz, Sia-3,,).

Das Signal von Glc-2-NH konnte nicht detektiert werden.

100.6 MHz-"*C-NMR (HMBC, HMQC, BB, CDCls) und 75.5 MHz-"C-NMR (DEPT,
CDCl3): & [ppm] =171.9, 171.0, 170.9, 170.6, 170.5, 170.4, 169.8, 169.5 (14 x C=0",
COOH, C=0*"Amd) 1678 (Sia-1), 155.9 (C=0"*"™*) 143.7 (Fmoc-1a, Fmoc-8a), 141.2
(Fmoc-4a, Fmoc-5a), 127.7 (Fmoc-3, Fmoc-6), 127.1 (Fmoc-2, Fmoc-7), 125.1 (Fmoc-1,
Fmoc-8), 120.0 (Fmoc-4, Fmoc-5), 100.8 (Gal-1%*), 96.8 (Sia-2), 94.8 (L-Gal-1), 79.5
(Gle-1), 74.9 (Glc-4), 74.1 (Glc-5), 73.2 (Gle-3), 71.8 (Sia-6), 71.5 (Gal-3), 71.2 (Gal-5),
69.8 (Gal-2), 69.1 (Sia-4), 68.1 (L-Gal-2, L-Gal-3), 67.8 (L-Gal-4), 67.6 (Sia-8), 67.1
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(Fmoc-CH,), 67.0 (Gal-4), 66.2 (Sia-7), 65.0 (L-Gal-5%), 62.0, 61.8, 61.7, 61.3 (Gal-6,
L-Gal-6, Glc-6, Sia-9), 54.8 (Glc-2), 53.3 (COOCHj3), 50.0 (Asn-a), 49.4 (Sia-5), 47.0
(Fmoc-CH), 38.1 (Asn-B*), 37.1 (Sia-3), 23.3, 21.5, 21.0, 20.8, 20.7, 20.6 (14 x CH;"°).
* Bei der verwendeten Probenkonzentration (25 mg in 0.55 ml CDCls) nur im HMQC-
Spektrum erkennbar, im BB-Spektrum gehen diese Signale im Rauschen unter.
ESI-MS (Geriit 2), positiv [m/z] = 1729.6 (4 %, [M + K], ber.: 1729.5), 1713.6 (100 %,
[M + Na]", ber.: 1713.5), 1691.6 (25 %, [M + H]", ber.: 1691.6).
HR-ESI-MS, positiv [m/z] = 1713.5386 (100 %, [M + Na]", ber.: 1713.5342).
C75H04N4O40 (1691.6) ber.. C53.25 HS5.60 N3.31

gef.: C53.16 H5.56 N3.20

N*-(2-Acetamido-4-0-{2,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-3-O-[(1S)-2-cyclohexyl-1-methoxy-
carbonyl-ethyl]-B-D-galactopyranosyl}-3-0-{2,3,4-tri-O-benzyl-a-L-fucopyranosyl}-6-
O-benzyl-2-desoxy-a.,B-D-glucopyranosyl)-N>-tert-butoxycarbonyl-L-asparagin-tert-
butylester (92)

(Boc-Asn(a.,B-Ac,-Bns-[Fuc]-cycloLe*COOMe)-O'Bu)

Zu einer Mischung aus 135 ml Isopropanol und 15 ml Wasser werden 2.67 g (2.12 mmol)
B-Ac,-Bns-(Fuc)-cycloLe*COOMe-N;  (10) und 15 g feuchtes, mit Wasser neutral
gewaschenes Raney-Nickel (der Firma Acros Organics, Geel (Belgien)) gegeben. Die
Reaktionsmischung wird i. Vak. griindlich entgast und dann 3 h unter einer
Wasserstoffatmosphire bei 0 °C geriihrt. AnschlieBend filtriert man den Ansatz iiber Celite®™
und spiilt mit 250 ml Isopropanol nach, wobei man darauf achten muss, dass der Katalysator
immer mit einer Losungsmittelschicht bedeckt bleibt, da er sich sonst an der Luft entziindet.
Die Losungsmittel werden i. Vak. (T <28 °C) entfernt und der Riickstand wird dreimal mit
je 50ml Toluol kodestilliert. Man erhédlt als Rohprodukt o,p-Ac;-Bns-(Fuc)-
cycloLe*COOMe-NH,  (79), das sofort weiter umgesetzt wird (Ry=0.52
(CH2Clp:MeOH = 10:1)).

Zu einer Lsung von 798 mg (2.76 mmol) Boc-Asp-O'Bu (88), 886 mg (2.76 mmol) TBTU
und 423 mg (2.76 mmol) HOBt-Monohydrat in 60 ml absol. N,N-Dimethylformamid wird
unter einer Argonatmosphére soviel N-Ethyldiisopropylamin gegeben, bis ein pH-Wert von
6.5-7.5 erreicht ist (ca. 460 ul, 347 mg, 2.68 mmol). Man riihrt die Reaktionsmischung
20 min, gibt dann bei 0 °C a,B-Acy-Bns-(Fuc)-cycloLe*COOMe-NH; (79) in 15 ml absol.
N,N-Dimethylformamid innerhalb von 15min hinzu und rithrt 3 h unter einer
Argonatmosphidre bei 0 °C. Das Losungsmittel wird i. Hochvak. entfernt, der Riickstand

dreimal mit je 50 ml Toluol kodestilliert und dann in 100 ml Dichlormethan geldst. Man
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wiéscht die organische Phase mit 60 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung,
trocknet sie mit Magnesiumsulfat und entfernt das Losungsmittel i. Vakuum. Das
Rohprodukt weist ein o,B-Verhiltnis von o:f3 =3:97 auf (durch analytische RP-HPLC
bestimmt: R, (B-Anomer) = 36.8 min, R, (a-Anomer)=37.8 min, Siule A, Gradient E).
Durch eine flashchromatographische Reinigung (Sdulengrofe: 35 x 3.5 cm, 135 g Kieselgel,
CH,Cl,:MeOH: R;= 0.05) wird eine Fraktion reines -Anomer sowie eine Fraktion eines

a,B-Gemischs erhalten.

Gesamtausbeute: 2.96 g (1.97 mmol, 93 %).

o,p-Gemisch: 293¢  (1.95mmol, 92 %); farbloser = amorpher  Feststoff;
Ry (B-Anomer) = 0.28 (CH,Cl,:MeOH =40:1), Ry(o-Anomer) =0.26 (CH,Cl,:MeOH =
40:1); R, (B-Anomer)=36.8 min (Sdule A, GradientE), R, (0a-Anomer)=37.8 min
(Sdule A, Gradient E).

B-Anomer:: 30.0 mg (20.0 umol, 1 %); farbloser amorpher Feststoff; [a]3 =56 (¢ = 1.0,
CHCI).

400 MHz-'"H-NMR ('H-'"H-COSY, CDCl3): & [ppm]=7.53 (d, 1H, *Jaui=7.4Hz,
Glc-1-NH), 7.40-7.16 (m, 25H, CH,Ph), 6.81 (d, 1H, *Jxua = 9.0 Hz, Glc-2-NH), 5.57 (d,
1H, *Jxpe = 9.0 Hz, Asn-NH), 5.53 (d, 1H, J34 = 3.5 Hz, Gal-4), 5.05-4.99 (m, 2H, Gal-2
{5.03}, Glc-1 {5.02}), 4.93 (dy, 1H, *J12=3.5 Hz, Fuc-1), 4.88 (d, 1H, “Jyem=11.7 Hz,
CH,Ph), 4.80 (d, 1H, *Jgem = 11.4 Hz, CH,Ph), 4.73 (d, 1H, “Jgem = 11.4 Hz, CH,Ph), 4.72
(d, 1H, *Jgem=12.1 Hz, CH,Ph), 4.65 (d, 1H, *Jem=12.1 Hz, CH,Ph), 4.57 (d, 1H,
*Joem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.42 (d, 2H, “Jyem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.38 (d, 1H, *Jyem = 11.7 Hz,
CH,Ph), 4.33 (d, 1H, *Jgm=12.1 Hz, CH,Ph), 426 (m., 1H, Asn-a), 4.20 (d, 1H,
3J12=7.8Hz, Gal-1), 410 (m., 1H, Glc-2), 4.07-4.01 (m, 2H, CHCOOCH; {4.04},
Fuc-2 {4.02}), 3.93-3.86 (m, 2H, Glc-4 {3.90}, Glc-3 {3.87}), 3.79 (t,, IH,
3Js.6a = Jeasp = 8.6 Hz, Glc-6a), 3.70 (s, 3H, COOCHj3), 3.69-3.52 (m, 5H, Glc-5 {3.68},
Fuc-5 {3.62}, Glc-6b {3.59}, Fuc-3 {3.57}, Gal-5 {3.53}), 3.47-3.41 (m, 3H, Gal-3 {3.44},
Gal-6a, Gal-6b), 3.39 (m., 1H, Fuc-4), 2.43 (dd, 1H, *J,p,=4.3 Hz, *Jp.po = 16.4 Hz,
Asn-Ba), 2.36 (dd, 1H, *Jop = 4.3 Hz, *Jp.po = 16.4 Hz, Asn-Bb), 2.06, 2.04, 1.98 (3 xs,
9H, CH;™), 1.67-1.57 (m, 5H, Cyclo-CH,), 1.56-1.43 (m, 2H, CH,CHCOOCH:), 1.40 (s,
9H, CH;™"), 1.39 (s, 9H, CH;®™"), 1.31 (m., 1H, Cyclo-CH), 1.21-1.08 (m, 3H, Cyclo-CH)),
0.88 (d, 3H, *Js6 = 6.3 Hz, Fuc-6), 0.85-0.79 (m, 2H, Cyclo-CH,).

100.6 MHz->C-NMR (HMQC, BB, CDCl3) und 75.5 MHz-*C-NMR (DEPT, CDCI;):
S [ppm]=172.8, 171.0, 170.6, 170.4, 170.2, 170.0 (3 x C=0*¢, COOCH;, COO'Bu,
C=0""AMY) 1155 7 (C=0“™™") 138.4, 138.3, 137.9, 137.6, 137.2 (5 x CH,Phiys,), 128.8,
128.7, 128.5, 128.4, 128.2, 127.9, 127.73, 127.70, 127.4, 127.3 (25 x CH,Ph, ), 99.1
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(Gal-1), 97.9 (Fuc-1), 81.6 (C(CHs);), 79.4 (C(CHs);, Fuc-3), 77.7 (Glc-1), 77.6
(CHCOOCH3), 77.0 (Gal-3), 76.9 Fuc-4), 76.1 (Fuc-2), 74.7, 74.4 (2 x CH,Ph), 74.2 (Glc-3,
Gle-5), 73.5, 72.3 (2 x CH,Ph), 73.0 (Gal-5), 72.8 (CH,Ph), 71.8 (Glc-4), 71.7 (Gal-2), 69.8
(Glc-6), 68.4 (Gal-4), 68.1 (Gal-6), 67.4 (Fuc-5), 52.0 (COOCHj3), 50.5 (Asn-a), 48.0
(Glc-2), 40.4 (CH,CHCOOCH3), 37.5 (Asn-P), 33.6 (Cyclo-CH,), 33.5 (Cyclo-CH), 32.8
(Cyclo-CH>), 28.3 (3 x CH;™"), 27.9 (3 x CH:™"), 26.3, 26.0, 25.9 (3 x Cyclo-CH,), 22.8,
21.2,20.8 (3 x CH;"°), 16.4 (Fuc-6).
ESI-MS (Gerdt 2), positiv [m/z] = 1540.8 (42 %, [M + K], ber.: 1540.7), 1524.8 (100 %,
[M + Na]’, ber.: 1524.7).
Cg2H107N30,3 (1502.7) ber: C6554 H7.18 N2.80

gef: C65.56 H725 N3.06

N*-(2-Acetamido-4-0-{2,4,6-tri-O-acetyl-3-O-[(1S)-2-cyclohexyl-1-methoxycarbonyl-
ethyl]-B-D-galactopyranosyl}-3-0O-{2,3,4-tri-O-acetyl-a-L-fucopyranosyl}-6-O-acetyl-2-
desoxy-a., B-D-glucopyranosyl)-N?-tert-butoxycarbonyl-L-asparagin-tert-butylester (98)
(Boc-Asn(a.,B-Acs-[Fuc]-cycloLe*COOMe)-O'Bu)

Man 16st 2.80 g (1.86 mmol) Boc-Asn(a.,B-Acy-Bns-[Fuc]-cycloLe*COOMe)-O'Bu (92) in
einem Gemisch aus 143 ml Methanol und 7 ml Eisessig, entgast die Losung, gibt dann im
Argongegenstrom 350 mg Palladium auf Aktivkohle (10 %) hinzu und entgast die
Reaktionsmischung nochmals. AnschlieBend wird diese 15h unter einer Wasserstoff-
atmosphire geriihrt. Man filtriert den Ansatz iiber Celite®, spiilt mit 300 ml Methanol nach
und gibt zum Filtrat 50 ml Toluol. Die Losungsmittel werden i. Vak. entfernt und der
Riickstand wird dreimal mit je 50ml Toluol kodestilliert. Das debenzylierte
Zwischenprodukt (Ry=0.24 (CH,CL,:MeOH = 5:1)) wird in 80 ml Pyridin gelost und mit
80mg  4-Dimethylaminopyridin = versetzt.  AnschlieBend  tropft man 40 ml
Essigsdureanhydrid hinzu und riihrt die Reaktionslosung 15 h. Pyridin und iiberschiissiges
Essigsdureanhydrid werden i. Hochvak. entfernt und der Riickstand wird dreimal mit je
50 ml Toluol kodestilliert. Das Rohprodukt wird in 150 ml Dichlormethan aufgenommen
und diese Losung mit 80 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen. Man
trocknet die organische Phase mit Magnesiumsulfat, entfernt das Losungsmittel i. Vak. und
reinigt das Rohprodukt flashchromatographisch (SdulengrofBBe: 37 x 3.5 cm, 145 g Kieselgel,
CH,CLr:MeOH: R,= 0.08). Von einem Massenspektrum abgesehen wird das peracetylierte

Produkt 98 ohne weitere Charakterisierung zum Glycosylasparagin-Baustein 104 umgesetzt.

Ausbeute: 1.87g (1.48 mmol, 80 %); farbloser amorpher Feststoff; R,=0.38
(CH,Cl1,:MeOH = 20:1).
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ESI-MS (Gerit 2), positiv [m/z] = 1300.6 (34 %, [M +K]", ber.: 1300.5), 1284.6 (100 %,
[M + Na]", ber.: 1284.5), 1262.6 (6 %, [M + H]", ber.: 1262.6).
Cs7Hg7N3O005 (1262.3).

N*-(2-Acetamido-4-0-{2,4,6-tri-O-acetyl-3-O-[(1S)-2-cyclohexyl-1-methoxycarbonyl-
ethyl]-B-D-galactopyranosyl}-3-0O-{2,3,4-tri-O-acetyl-a-L-fucopyranosyl}-6-O-acetyl-2-
desoxy-B-D-glucopyranosyl)-N*-(fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-L-asparagin (104)
(Fmoc-Asn(B-Acs-[Fuc]-cycloLe*COOMe)-OH)

Man 16st 1.87 g (1.48 mmol) Boc-Asn(a,B-Acs-[Fuc]-cycloLe*COOMe)-O'Bu (98) in
einem Gemisch aus 80 ml Dichlormethan, 40 ml Trifluoressigsdure und 600 ul (432 mg,
3.71 mmol) Triethylsilan und rithrt 15h. AnschlieBend werden 120 ml Toluol zur
Reaktionsmischung gegeben, die Losungsmittel werden i. Vak. entfernt und der Riickstand
wird dreimal mit je 50 ml Toluol kodestilliert. Man 16st das Zwischenprodukt und 550 mg
(1.63 mmol) N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyloxy)succinimid in 80 ml Dichlormethan und
gibt so lange N-Ethyldiisopropylamin hinzu, bis ein konstanter pH-Wert von 9.0-9.5 erreicht
ist. Nach 15h Rithren wird das Losungsmittel i. Vak. entfernt und das Rohprodukt
flashchromatographisch  gereinigt  (SdulengroBe: 30x3.5cm, 115g Kieselgel,
CH,Cl:MeOH:AcOH: R,=0.04). Dabei wird das unerwiinschte o-Anomer weitgehend
vom B-Anomer getrennt und verworfen. Um Reste des a-Anomers und andere evtl. noch
vorhandene Verunreinigungen zu entfernen, wird der Glycosylasparagin-Baustein 104
zusétzlich durch eine priparative RP-HPLC gereinigt (es wurden jeweils ca. 600 mg
aufgetragen), wodurch das reine B-Anomer erhalten wird (R, (a-Anomer) = 77.2-79.4 min,
R, (B-Anomer) = 81.0-86.5 min, Sdule B, Gradient J, mit 0.1 % TFA).

a-Anomer (nicht isoliert, nur analytische RP-HPLC wund ESI-MS): R,=0.47
(CH2Cl2:MeOH:AcOH = 10:1:0.1); R, = 36.5 min (Sdule A, Gradient H, mit 0.1 % TFA).
B-Anomer: Ausbeute (nach préaparativer RP-HPLC): 1.48 g (1.11 mmol, 75 %); farbloses
Lyophilisat; [a]; =-32 (c=1.0, MeOH), R;=0.55 (CH,Cl,:MeOH:AcOH = 10:1:0.1);
R,=37.2 min (Saule A, Gradient H, mit 0.1 % TFA).

400 MHz-"H-NMR ('H-'H-COSY, CDCl3): & [ppm]=7.71 (d, 2H, *J.;c = 7.4 Hz, Fmoc-4,
Fmoc-5), 7.55 (t, 2H, 3 Jic = 7.0 Hz, Fmoc-1, Fmoc-8), 7.36-7.32 (m, 2H, Fmoc-3,
Fmoc-6), 7.27-7.21 (m, 2H, Fmoc-2, Fmoc-7), 7.02 (sp, 1H, Glc-2-NH), 6.92 (sp, 1H,
Glc-1-NH), 6.39 (sb, 1H, Asn-NH), 5.58-5.57 (m, 2H, Fuc-1, Gal-4), 5.32 (sp, 1H, Fuc-4),
5.23 (dd, 1H, *Jo5=11.0 Hz, *J54= 3.1 Hz, Fuc-3), 5.05-5.00 (m, 2H, Fuc-5 {5.03}, Gal-2
{5.02}), 4.93 (m,, 1H, Glc-1), 4.91 (dd, 1H, *J1, = 3.5 Hz, *Jo3 = 11.0 Hz, Fuc-2), 4.60 (s,
1H, Asn-a), 4.44-4.35 (m, 3H, Fmoc-CHy, {4.43}, Glc-6a {4.41}, Gal-6a {4.36}), 4.26
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(pseudo-d, 1H, *J1, = 7.4 Hz, Gal-1), 4.25-4.22 (m, 2H, Gal-6b {4.24}, Fmoc-CHy, {4.23}),
4.16-4.09 (m, 3H, Fmoc-CH {4.14}, Glc-2 {4.10}, Glc-6b {4.10}), 4.05 (dd, 1H,
3Jvie = 5.1 Hz, *Jiie = 7.4 Hz, CHCOOCH3), 3.90-3.81 (m, 2H, Glc-3 {3.87}, Glc-4 {3.82}),
3.75-3.71 (m, 2H, Gal-5 {3.73}, Glc-5 {3.72}), 3.70 (s, 3H, COOCHj3), 3.54 (dd, 1H,
*J23=10.0 Hz, °J34 = 3.3 Hz, Gal-3), 2.89 (dy, 1H, *Jpapo = 12.9 Hz, Asn-Ba), 2.71 (dy, 1H,
2Jpapo = 13.3 Hz, Asn-Bb), 2.13 (s, 3H, CH5"), 2.08 (s, 9H, CH;"°), 2.03, 2.00, 1.95, 1.92
(4 xs, 12H, CH;*), 1.59-1.52 (m, 5H, Cyclo-CH,), 1.50-1.42 (m, 2H, CH,CHCOOCH;),
1.25 (d, 3H, *Js 6 = 6.3 Hz, Fuc-6), 1.24 (m., 1H, Cyclo-CH), 1.12-1.04 (m, 3H, Cyclo-CH,),
0.84-0.75 (m, 2H, Cyclo-CHa).

100.6 MHz-">*C-NMR (HMQC, CDCl3) und 75.5 MHz-*C-NMR (DEPT, BB, CDCl5):
S [ppm] =173.4, 172.7, 171.5, 171.44, 171.36, 171.3, 170.8, 170.6, 170.1, 169.6, 169.5
(8 x C=0"¢, COOCH3;, COOH, C=0%"4md) 1563 (C=0" ") 143.9, 143.5 (Fmoc-1a,
Fmoc-8a), 141.2, 141.1 (Fmoc-4a, Fmoc-5a), 127.7 (Fmoc-3, Fmoc-6), 127.0 (Fmoc-2,
Fmoc-7), 125.2, 125.1 (Fmoc-1, Fmoc-8), 119.9 (Fmoc-4, Fmoc-5), 100.4 (Gal-1), 94.8
(Fuc-1), 79.5 (Glc-1), 77.9 (CHCOOCHs;), 77.0 (Gal-3), 74.2 (Glc-5), 74.0 (Glc-3), 73.5
(Glc-4), 71.9 (Gal-2), 71.7 (Gal-5), 71.1 (Fuc-4), 68.2 (Fuc-2), 67.7 (Gal-4), 67.4 (Fuc-3),
67.2 (Fmoc-CH,), 65.0 (Fuc-5), 62.0 (Glc-6), 61.5 (Gal-6), 54.8 (Glc-2), 52.0 (COOCH3),
50.4 (Asn-a), 47.1 (Fmoc-CH), 40.3 (CH,CHCOOCHj3), 37.7 (Asn-B), 33.54 (Cyclo-CH),
33.47, 32.9, 26.2 (3 x Cyclo-CH,), 25.9 (2 x Cyclo-CH,), 22.8 (CH;3*°), 20.8 (3 x CH;™"),
20.7 (3 x CH3™), 20.5 (CH3*°), 15.4 (Fuc-6).

ESI-MS (Gerdt 2), positiv [m/z] = 1372.5 (6%, [M+2Na—H 1", ber.: 1372.5), 1366.5
(11 %, [M+K]", ber.: 1366.5), 1350.5 (100 %, [M + Na]", ber.: 1350.5), 1328.5 (18 %,
[M + H]", ber.: 1328.5).

HR-ESI-MS, positiv [m/z] = 1350.4924 (100 %, [M + Na]", ber.: 1350.4904).

Ce3Hg1N3O055 (1328.3).

N*-(2-Acetamido-4-0-{2,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-3-O-[(1S)-2-cyclohexyl-1-methoxy-
carbonyl-ethyl]-B-D-galactopyranosyl}-3-0-{2,3,4-tri-O-benzyl-B-D-arabinopyranosyl}-
6-0-benzyl-2-desoxy-a., B-D-glucopyranosyl)-N*-tert-butoxycarbonyl-L-asparagin-tert-
butylester (93)

(Boc-Asn(a.,B-Acy-Bns-[Ara]-cycloLe*COOMe)-O'Bu)

Zu einer Mischung aus 108 ml Isopropanol und 12 ml Wasser werden 2.21 g (1.78 mmol)
B-Ac,-Bns-(Ara)-cycloLe*COOMe-N; (11) und 11.5g feuchtes, mit Wasser neutral
gewaschenes Raney-Nickel (der Firma Acros Organics, Geel (Belgien)) gegeben. Die

Reaktionsmischung wird i. Vak. griindlich entgast und dann 3 h unter einer
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Wasserstoffatmosphire bei 0 °C geriihrt. Anschliefend filtriert man den Ansatz iiber Celite®
und spiilt mit 250 ml Isopropanol nach, wobei man darauf achten muss, dass der Katalysator
immer mit einer Losungsmittelschicht bedeckt bleibt, da er sich sonst an der Luft entzilindet.
Die Losungsmittel werden i. Vak. (T <28 °C) entfernt und der Riickstand wird dreimal mit
je 50ml Toluol kodestilliert. Man erhédlt als Rohprodukt o,B-Ac,-Bns-(Ara)-
cycloLe*COOMe-NH,  (80), das sofort weiter umgesetzt wird (Ry~0.62
(CH2Cl:MeOH = 10:1)).

Zu einer Lsung von 669 mg (2.31 mmol) Boc-Asp-O'Bu (88), 742 mg (2.31 mmol) TBTU
und 354 mg (2.31 mmol) HOBt-Monohydrat in 50 ml absol. N,N-Dimethylformamid wird
unter einer Argonatmosphére soviel N-Ethyldiisopropylamin gegeben, bis ein pH-Wert von
6.5-7.5 erreicht ist (ca. 390 ul, 294 mg, 2.27 mmol). Man riihrt die Reaktionsmischung
20 min, gibt dann bei 0 °C a,B-Ac,-Bns-(Ara)-cycloLe*COOMe-NH,; (80) in 15 ml absol.
N,N-Dimethylformamid innerhalb von 15min hinzu und rihrt 2h wunter -einer
Argonatmosphidre bei 0 °C. Das Losungsmittel wird i. Hochvak. entfernt, der Riickstand
dreimal mit je 50 ml Toluol kodestilliert und dann in 100 ml Dichlormethan geldst. Man
wiascht die organische Phase mit 60 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung,
trocknet sie mit Magnesiumsulfat und entfernt das Losungsmittel i. Vakuum. Das
Rohprodukt weist ein o,B-Verhiltnis von a:f3 =3:97 auf (durch analytische RP-HPLC
bestimmt: R, (B-Anomer) =36.4 min, R;(a-Anomer)=37.1 min, Siule A, Gradient E).
Durch eine flashchromatographische Reinigung (Sdulengrof3e: 35 x 3.5 cm, 135 g Kieselgel,
CH,Cl:MeOH: Ry=0.05) wird eine Fraktion reines 3-Anomer sowie eine Fraktion eines

o,3-Gemischs erhalten.

Gesamtausbeute: 2.26 g (1.52 mmol, 85 %).

o,B-Gemisch:  221g (1.48 mmol, 83 %); farbloser = amorpher  Feststoff;
Ry (B-Anomer) =0.21 (CH,Cl,:MeOH =40:1), Rs(a-Anomer)=0.19 (CH,Cl,:MeOH =
40:1); R, (B-Anomer)=36.4 min (Sdule A, GradientE), R, (o-Anomer)=37.1 min
(Sdule A, Gradient E).

B-Anomer: 50.0 mg (33.6 umol, 2 %); farbloser amorpher Feststoff; [, =64 (c = 1.0,
CHCIy).

400 MHz-'"H-NMR ('H-'H-COSY, CDCl;): & [ppm]=7.45 (dy, 1H, *Jaui=7.4Hz,
Glc-1-NH), 7.34-7.14 (m, 25H, CH,Ph), 6.94 (dy, 1H, *Jnp = 7.8 Hz, Glc-2-NH), 5.59 (d,
1H, *Jxie=9.0Hz, Asn-NH), 549 (d, 1H, *J;4=3.1Hz, Gal-4), 5.05 (dd, 1H,
312,=82Hz, *h3=9.8Hz Gal-2), 501 (dy, 1H, *Ji,=3.5Hz, Ara-1), 4.88 (t, 1H,
Jia="Ju1=63Hz, Glc-1), 483 (d, 1H, *Jem=11.4Hz, CH,Ph), 4.74 (d, 1H,
*Jyem = 11.4 Hz, CH,Ph), 4.59 (d, 1H, *Jgem = 12.5 Hz, CH,Ph), 4.54 (s, 2H, CH,Ph), 4.53
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(d, 1H, *Jyem=12.9 Hz, CH,Ph), 4.47 (d, 1H, *Jgem=12.1 Hz, CH,Ph), 4.43 (d, 1H,
Joem=12.1 Hz, CH,Ph), 4.38 (s, 2H, CH,Ph), 428 (m., 1H, Asn-a), 422 (d, 1H,
3J12 = 8.2 Hz, Gal-1), 4.05-3.99 (m, 3H, CHCOOCH;3 {4.03}, Ara-2 {4.02}, Glc-2 {4.00}),
3.95 (m., 1H, Glc-4), 3.77 (m., 1H, Glc-3), 3.71 (s, 3H, COOCH3), 3.68 (m., 1H, Glc-6a),
3.62-3.51 (m, 4H, Glc-5 {3.60}, Glc-6b {3.57}, Ara-3 {3.56}, Gal-5 {3.53}), 3.50-3.38 (m,
5H, Ara-4 {3.48}, Gal-3 {3.40}, Ara-5a {3.39}, Gal-6a, Gal-6b), 3.29 (dp, 1H,
2Jsash = 12.5 Hz, Ara-5b), 2.48 (dd, 1H, *Jo.p. = 4.3 Hz, “Jpapp = 16.8 Hz, Asn-Ba), 2.36 (dd,
1H, *Jopo = 4.3 Hz, *Jpapp = 16.8 Hz, Asn-Bb), 2.04 (s, 6H, CH;"), 1.86 (s, 3H, CH;"),
1.68-1.56 (m, 5H, Cyclo-CH,), 1.55-1.43 (m, 2H, CH,CHCOOCHj3), 1.41 (s, 9H, CH;™"),
1.39 (s, 9H, CH;™"), 1.32 (m, 1H, Cyclo-CH), 1.25-1.08 (m, 3H, Cyclo-CH,), 0.90-0.79
(m, 2H, Cyclo-CH,).
100.6 MHz-*C-NMR (HMQC, BB, CDCl;) und 75.5 MHz->*C-NMR (DEPT, CDCI;):
S [ppm] = 172.9, 171.7, 170.7, 170.2, 170.1 (3 x C=0"¢, COOCH3, COO'Bu, C=0""Amd),
155.7 (C=0"™m) 138 3, 138.1, 137.9, 137.8, 137.4 (5 x CH,Phjy,), 128.8, 128.7, 128.5,
128.44, 128.40, 128.35, 127.9, 127.8, 127.72, 127.69, 127.65, 127.4 (25 x CHPh,.,), 99.0
(Ara-1), 98.9 (Gal-1), 81.5 (C(CHs)s), 79.4 (C(CHs)3), 78.4 (Gle-1), 77.8 (CHCOOCH;),
77.4 (Ara-3), 77.2 (Ara-2), 76.9 (Gal-3), 76.3 (Glc-3), 74.9 (Glc-5), 74.8 (CH,Ph), 73.4
(2 x CH,Ph), 73.3 (Gal-5), 73.2 (Ara-4), 72.1 (Glc-4), 71.9 (CH,Ph, Gal-2), 71.5 (CH,Ph),
69.1 (Glc-6), 68.7 (Gal-4), 68.5 (Gal-6), 60.8 (Ara-5), 52.0 (COOCH3), 50.4 (Asn-a), 49.5
(Glc-2), 40.5 (CH,CHCOOCH;), 37.6 (Asn-B), 33.6 (Cyclo-CHy), 33.5 (Cyclo-CH), 32.8
(Cyclo-CH,), 28.3 (3 x CH5™®Y), 27.9 (3 x CH5™"), 26.3, 26.1, 26.0 (3 x Cyclo-CH,), 22.6,
21.2,20.8 (3 x CH5™).
ESI-MS (Gerit 2), positiv [m/z] = 1526.8 (14 %, [M +K]", ber.: 1526.7), 1510.8 (100 %,
[M + Na]’, ber.: 1510.7).
Cs1HiosN3 023 (1488.7) ber.. C6535 H7.11 N2.82

gef: C64.71 H691 N3.03

N*-(2-Acetamido-3-0-{2,3,4-tri-O-acetyl-B-D-arabinopyranosyl}-4-O-{2,4,6-tri-O-
acetyl-3-O-[(1S)-2-cyclohexyl-1-methoxycarbonyl-ethyl]-B-D-galactopyranosyl}-6-O-
acetyl-2-desoxy-o.,B-D-glucopyranosyl)-N-tert-butoxycarbonyl-L-asparagin-tert-
butylester (99)

(Boc-Asn(a.,B-Acs-[Ara]-cycloLe*COOMe)-O'Bu)

Man 16st 2.17 g (1.46 mmol) Boc-Asn(a.,B-Acy-Bns-[Ara]-cycloLe*COOMe)-O'Bu (93) in
einem Gemisch aus 123 ml Methanol und 7 ml Eisessig, entgast die Losung, gibt dann im

Argongegenstrom 350 mg Palladium auf Aktivkohle (10 %) hinzu und entgast die
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Reaktionsmischung nochmals. AnschlieBend wird diese 15h unter einer Wasserstoff-
atmosphire geriihrt. Man filtriert den Ansatz iiber Celite™, spiilt mit 300 ml Methanol nach
und gibt zum Filtrat 50 ml Toluol. Die Losungsmittel werden i. Vak. entfernt und der
Riickstand wird dreimal mit je 50ml Toluol kodestilliert. Das debenzylierte
Zwischenprodukt (Ry=0.34 (CH>Cl,:MeOH = 5:1)) wird in 70 ml Pyridin gelost und mit
70 mg  4-Dimethylaminopyridin ~ versetzt.  AnschlieBend  tropft man 35 ml
Essigsdaureanhydrid hinzu und riihrt die Reaktionslésung 15 h. Pyridin und tiberschiissiges
Essigsdureanhydrid werden i. Hochvak. entfernt und der Riickstand wird dreimal mit je
50 ml Toluol kodestilliert. Das Rohprodukt wird in 150 ml Dichlormethan aufgenommen
und diese Losung mit 80 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen. Man
trocknet die organische Phase mit Magnesiumsulfat, entfernt das Losungsmittel i. Vak. und
reinigt das Rohprodukt flashchromatographisch (Sdulengrofle: 37 x 3.5 cm, 145 g Kieselgel,
CH,Cl,:MeOH: Ry=0.09). Von einem Massenspektrum abgesehen wird das peracetylierte

Produkt 99 ohne weitere Charakterisierung zum Glycosylasparagin-Baustein 105 umgesetzt.

Ausbeute: 1.52g (1.22mmol, 84 %); farbloser amorpher Feststoff; R=0.36
(CH2Cl2:MeOH = 20:1).

ESI-MS (Gerit 2), positiv [m/z] = 2535.1 (4 %, [2M + 1 + K], ber.: 2535.0), 2519.1 (24 %,
[2M + 1+ Na]", ber.: 2519.1), 1286.5 (12 %, [M+K]", ber.: 1286.5), 1270.6 (100 %,
[M + Na]’, ber.: 1270.5), 1248.6 (3 %, [M + H]", ber.: 1248.5).

CseHgsN3Oqg (1248.3).

N*-(2-Acetamido-3-0-{2,3,4-tri-O-acetyl-B-D-arabinopyranosyl}4-0-{2,4,6-tri-O-acetyl-
3-O-[(1S)-2-cyclohexyl-1-methoxycarbonyl-ethyl]-B-D-galactopyranosyl}--6-O-acetyl-2-
desoxy-B-D-glucopyranosyl)-N*-(fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-L-asparagin (105)
(Fmoc-Asn(B-Acs-[Ara]-cycloLe*COOMe)-OH)

Man 16st 1.52 g (1.22 mmol) Boc-Asn(a,B-Acs-[Ara]-cycloLe*COOMe)-O'Bu (99) in
einem Gemisch aus 80 ml Dichlormethan, 40 ml Trifluoressigsdure und 490 ul (353 mg,
3.04 mmol) Triethylsilan und rithrt 15h. AnschlieBend werden 200 ml Toluol zur
Reaktionsmischung gegeben, die Losungsmittel werden i. Vak. entfernt und der Riickstand
wird dreimal mit je 50 ml Toluol kodestilliert. Man 16st das Zwischenprodukt und 453 mg
(1.34 mmol) N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyloxy)succinimid in 80 ml Dichlormethan und
gibt so lange N-Ethyldiisopropylamin hinzu, bis ein konstanter pH-Wert von 9.0-9.5 erreicht
ist. Nach 15h Rithren wird das Losungsmittel i. Vak. entfernt und das Rohprodukt
flashchromatographisch  gereinigt  (SdulengroBe: 30x3.5cm, 115g Kieselgel,
CH,Cl,:MeOH:AcOH = 100:5:0.48). Dabei wird das unerwiinschte a-Anomer weitgehend



EXPERIMENTELLER TEIL 151

vom [-Anomer getrennt und verworfen. Um Reste des a-Anomers und andere evtl. noch
vorhandene Verunreinigungen zu entfernen, wird der Glycosylasparagin-Baustein 105
zusétzlich durch eine priparative RP-HPLC gereinigt (jeweils ca. 600 mg aufgetragen),
wodurch das reine P-Anomer erhalten wird (R, (a-Anomer)=76.1-79.8 min,

R, (B-Anomer) = 80.2-84.8 min, Sdule B, Gradient J, mit 0.1 % TFA).

a-Anomer (nicht isoliert, nur analytische RP-HPLC wund ESI-MS): R,=0.45
(CH,Cl2:MeOH:AcOH = 10:1:0.1); R, = 36.2 min (Sdule A, Gradient H, mit 0.1 % TFA).
B-Anomer: Ausbeute (nach préaparativer RP-HPLC): 1.29 g (982 umol, 80 %); farbloses
Lyophilisat; [a]Z =-43 (c=1.0, CHCl;), R;=0.50 (CH,Cl;:MeOH:AcOH = 10:1:0.1);
R,=36.5 min (Sédule A, Gradient H, mit 0.1 % TFA).

400 MHz-"H-NMR ('H-'"H-COSY, CDCl3): & [ppm] =7.69 (d, 2H, *Jyic = 7.0 Hz, Fmoc-4,
Fmoc-5), 7.55-7.52 (m, 2H, Fmoc-1, Fmoc-8), 7.32 (m, 2H, ic =172 Hz, Fmoc-3,
Fmoc-6), 7.26-7.18 (m, 3H, Fmoc-2, Fmoc-7, Glc-2-NH {7.19}), 7.02 (sp, 1H, Glc-1-NH),
6.39 (sp, 1H, Asn-NH), 5.56 (sb, 2H, Ara-1, Gal-4), 5.37 (sp, 1H, Ara-4), 5.22 (dd, 1H,
3Jo3=11.0 Hz, *J34 = 3.1 Hz, Ara-3), 5.04-4.97 (m, 2H, Gal-2 {5.02}, Glc-1 {4.98}), 4.93
(dd, 1H, °J1, =3.1 Hz, *Jo5=11.0 Hz, Ara-2), 4.78 (dy, 1H, “Jsa5 = 12.5 Hz, Ara-5a), 4.59
(s, 1H, Asn-a), 4.43-4.33 (m, 3H, Glc-6a {4.41}, Gal-6a {4.36}, Fmoc-CH,, {4.34}),
4.29-4.21 (m, 3H, Gal-1 {4.27}, Fmoc-CHy, {4.25}, Gal-6b {4.23}), 4.16-4.09 (m, 3H,
Fmoc-CH {4.13}, Glc-2 {4.10}, Glc-6b {4.09}), 4.05 (dd, 1H, *Jyic = 5.5 Hz, *Jyic = 7.0 Hz,
CHCOOCHj3), 3.90-3.83 (m, 2H, Glc-3 {3.87}, Glc-4 {3.85}), 3.73-3.68 (m, 5H, Gal-5
{3.71}, COOCH; {3.70}, Glec-5 {3.70}), 3.63 (dv, 1H, *Jsu.5p = 12.1 Hz, Ara-5b), 3.53 (dd,
1H, *J,5=9.8 Hz, >J54= 3.1 Hz, Gal-3), 2.87 (dv, 1H, *Jpapo = 13.9 Hz, Asn-Ba), 2.71 (ds,
1H, *Jpapo = 14.1 Hz, Asn-Bb), 2.11 (s, 3H, CH5"), 2.08 (s, 6H, CHs"), 2.05 (s, 3H,
CH;™), 2.02 (s, 6H, CH3*°), 1.96, 1.91 (2 x s, 6H, CH5"%), 1.64-1.54 (m, 5H, Cyclo-CH,),
1.52-1.42 (m, 2H, CH,CHCOOCH3), 1.28 (m,, 1H, Cyclo-CH), 1.18-1.04 (m, 3H,
Cyclo-CH,), 0.87-0.76 (m, 2H, Cyclo-CH,).

100.6 MHz-*C-NMR (HMOQC, CDCls3) und 75.5 MHz-C-NMR (DEPT, BB, CDCI;):
S [ppm] =173.7, 173.0, 172.7, 171.3, 170.8, 170.7, 170.31, 170.25, 169.7 (8 x C=0"",
COOCH;, COOH, C=0*"Amd) 1564 (C=0“"""m" 143.9, 143.6 (Fmoc-la, Fmoc-8a),
141.2 (Fmoc-4a, Fmoc-5a), 127.7 (Fmoc-3, Fmoc-6), 127.0 (Fmoc-2, Fmoc-7), 125.2, 125.1
(Fmoc-1, Fmoc-8), 119.9 (Fmoc-4, Fmoc-5), 100.2 (Gal-1), 95.3 (Ara-1), 79.3 (Glc-1), 77.9
(CHCOOCH3), 77.0 (Gal-3), 74.3 (Glc-5), 74.2 (Glc-3), 73.1 (Gle-4), 71.8 (Gal-2, Gal-5),
69.1 (Ara-4), 68.5 (Ara-2), 67.7 (Gal-4), 67.2 (Fmoc-CH,), 66.7 (Ara-3), 62.2 (Glc-6), 61.5
(Gal-6), 60.7 (Ara-5), 54.7 (Glc-2), 52.1 (COOCH3), 50.3 (Asn-a), 47.0 (Fmoc-CH), 40.4
(CH,CHCOOCH3), 37.6 (Asn-B), 33.5 (Cyclo-CH,), 33.4 (Cyclo-CH), 32.9, 26.2, 26.0,
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25.9 (4 x Cyclo-CH,), 22.8, 20.8, 20.7, 20.6 (8 x CH3"°).

ESI-MS (Gerit 2), positiv [m/z] = 2651.0 (4 %, [2M + 1 + Na]", ber.: 2651.0), 1358.5 (4 %,
[M+2Na—H7]", ber.: 1358.5), 1352.5 (8%, [M+K]", ber.: 1352.4), 1336.5 (100 %,
[M + Na]", ber.: 1336.5), 1314.5 (70 %, [M + H]", ber.: 1314.5).

HR-ESI-MS, positiv [m/z] = 1336.4713 (100 %, [M + Na]", ber.: 1336.4748).

Ce2H79N3025 (1314.3).

N*-(2-Acetamido-4-0-{2,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-3-O-[(1S)-2-cyclohexyl-1-methoxy-
carbonyl-ethyl]-B-D-galactopyranosyl}-3-O-{2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-L-galacto-
pyranosyl}-6-O-benzyl-2-desoxy-a.,B-D-glucopyranosyl)-Ntert-butoxycarbonyl-L-
asparagin-tert-butylester (94)

(Boc-Asn(a.,B-Ac,-Bng-[L-Gal]-cycloLe*COOMe)-O'Bu)

Zu einer Mischung aus 162 ml Isopropanol und 18 ml Wasser werden 3.34 g (2.45 mmol)
B-Acy-Bng-(L-Gal)-cycloLe*COOMe-N3; (12) und 19 g feuchtes, mit Wasser neutral
gewaschenes Raney-Nickel (der Firma Acros Organics, Geel (Belgien)) gegeben. Die
Reaktionsmischung wird 1. Vak. griindlich entgast und dann 2h unter einer
Wasserstoffatmosphire bei 0 °C geriihrt. Anschliefend filtriert man den Ansatz iiber Celite®
und spiilt mit 350 ml Isopropanol nach, wobei man darauf achten muss, dass der Katalysator
immer mit einer Losungsmittelschicht bedeckt bleibt, da er sich sonst an der Luft entzilindet.
Die Losungsmittel werden i. Vak. (T <28 °C) entfernt und der Riickstand wird dreimal mit
je 50ml Toluol kodestilliert. Man erhdlt als Rohprodukt o,B-Ac,-Bne-(L-Gal)-
cycloLe"COOMe-NH, (81), das sofort weiter umgesetzt wird (R;=0.56
(CH2Cl:MeOH = 10:1)).

Zu einer Ldsung von 922 mg (3.19 mmol) Boc-Asp-O'Bu (88), 1.02 g (3.18 mmol) TBTU
und 488 mg (3.19 mmol) HOBt-Monohydrat in 60 ml absol. N,N-Dimethylformamid wird
unter einer Argonatmosphire soviel N-Ethyldiisopropylamin gegeben, bis ein pH-Wert von
6.5-7.5 erreicht ist (ca. 530 ul, 400 mg, 3.09 mmol). Man riihrt die Reaktionsmischung
30 min, gibt dann bei 0 °C o,3-Ac;-Bng-(L-Gal)-cycloLe*COOMe-NH, (81) in 15 ml absol.
N,N-Dimethylformamid innerhalb von 20 min hinzu und rithrt 2h wunter -einer
Argonatmosphidre bei 0 °C. Das Ldosungsmittel wird i. Hochvak. entfernt, der Riickstand
dreimal mit je 50 ml Toluol kodestilliert und dann in 125 ml Dichlormethan geldst. Man
wiascht die organische Phase mit 70 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung,
trocknet sie mit Magnesiumsulfat und entfernt das Losungsmittel i. Vakuum. Das
Rohprodukt weist ein a,B-Verhéltnis von a:3 =0.1:99.9 auf (durch analytische RP-HPLC
bestimmt: R, (a-Anomer) =37.7 min, R,;(B-Anomer)=39.0 min, Siule A, Gradient E).
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Durch eine flashchromatographische Reinigung (Saulengrofie: 35 x 3.5 cm, 135 g Kieselgel,
CH,CLr:MeOH: R;=0.10) wird eine Fraktion reines -Anomer sowie eine Fraktion eines

o,3-Gemischs erhalten.

Gesamtausbeute: 3.54 g (2.20 mmol, 90 %).

o,B-Gemisch: 3.43¢g  (2.13mmol, 87 %); farbloser = amorpher  Feststoff;
Rs(a-Anomer) = 0.56 (CH,Cl,:MeOH =20:1), Rs(B-Anomer)=0.58 (CH,Cl,:MeOH =
20:1); R;(a-Anomer)=37.7min (Sdule A, GradientE), R;(B-Anomer)=39.0 min
(Sdule A, Gradient E).

B-Anomer:: 106 mg (65.9 umol, 3 %); farbloser amorpher Feststoff; [a]5 =44 (¢ = 1.0,
CHCl).

400 MHz-"H-NMR ('H-'"H-COSY, CDCl3): & [ppm]=7.41 (d, 1H, *Jxui=7.4Hz,
Glc-1-NH), 7.35-7.14 (m, 30H, CH,Ph), 6.80 (d, 1H, *Jxu. = 8.6 Hz, Glc-2-NH), 5.59 (d,
1H, °Jnio=9.0Hz, Asn-NH), 549 (d, 1H, */4=3.9Hz, Gal-4), 507 (dy, 1H,
3J12=3.5Hz, L-Gal-1), 5.03 (dd, 1H, *J,,=8.2 Hz, *J,5=9.8 Hz, Gal-2), 4.94 (m,, 1H,
Glc-1), 4.86 (d, 1H, *Jgem = 11.4 Hz, CH,Ph), 4.80 (d, 1H, *Jgem = 11.4 Hz, CH,Ph), 4.73 (d,
1H, *Jgem = 11.4 Hz, CH,Ph), 4.65 (s, 2H, CH,Ph), 4.50 (d, 1H, *Jyem = 11.3 Hz, CH,Ph),
4.46 (d, 1H, *Jgem = 12.1 Hz, CH,Ph), 4.40 (d, 1H, *Jgem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.38 (d, 1H,
*Joem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.36 (d, 1H, *Jyem = 11.7 Hz, CH,Ph), 4.31-4.27 (m, 3H, CH,Ph,
Asn-a. {4.29}), 421 (d, 1H, *J;,=8.2 Hz, Gal-1), 4.08 (m., 1H, Glc-2), 4.06 (dd, 1H,
SNh2=3.5Hz, *J3=102Hz, L-Gal-2), 401 (dd, 1H, *Ju.=5.1Hz, *J;=7.8Hz,
CHCOOCHj3), 3.98-3.93 (m, 2H, Glc-4 {3.96}, L-Gal-5 {3.94}), 3.92-3.87 (m, 2H, L-Gal-4
{3.90}, Glc-3 {3.88}), 3.78 (m., 1H, Glc-6a), 3.71 (s, 3H, COOCHj3), 3.70-3.60 (m, 3H,
L-Gal-3 {3.67}, Glc-5 {3.63}, Glc-6a {3.63}), 3.49-3.47 (m, 2H, L-Gal-6a, L-Gal-6b),
3.44-337 (m, 3H, Gal-5 {3.39}, Gal-6a, Gal-6b), 3.34 (dd, 1H, °J,3=10.2 Hz,
*J34=3.5 Hz, Gal-3), 2.50 (dd, 1H, *Jopa = 4.3 Hz, *Jpapp = 16.4 Hz, Asn-Ba), 2.37 (dd, 1H,
3 Jopo = 4.3 Hz, “Jgapp = 16.4 Hz, Asn-Bb), 2.04, 1.97, 1.92 (3 x s, 9H, CH3*°), 1.68-1.57 (m,
5H, Cyclo-CH,), 1.53-1.46 (m, 2H, CH,CHCOOCH;), 1.41 (s, 9H, CH;™"), 1.40 (s, 9H,
CH;™"), 1.31 (m., 1H, Cyclo-CH), 1.20-1.08 (m, 3H, Cyclo-CH,), 0.90-0.79 (m, 2H,
Cyclo-CH,).

100.6 MHz-"*C-NMR (HMQC, BB, CDCl;) und 75.5 MHz->*C-NMR (DEPT, CDCI;):
S [ppm] =172.7, 171.1, 170.7, 170.2, 170.1, 169.9 (3 x C=0*°, COOCH;, COO'Bu,
C=0™"AMd) 11557 (C=0“"*™" 138.4, 138.3, 138.0, 137.8, 137.7, 137.3 (6 x CH,Phip),
129.0, 128.7, 128.6, 128.5, 128.43, 128.38, 128.35, 128.2, 128.0, 127.90, 127.87, 127.71,
127.65, 127.6, 127.2 (30 x CH,Ph,,,.,), 99.4 (Gal-1), 97.9 (L-Gal-1), 81.6 (C(CHs)3), 79.4
(C(CHs)3), 79.0 (L-Gal-3), 78.2 (Glc-1), 77.7 (CHCOOCH3), 77.1 (Gal-3), 76.4 (L-Gal-2),
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75.1 (Gle-3), 74.9 (Glc-5), 74.8, 74.32 (2 x CH,Ph), 74.26 (L-Gal-4), 73.6, 73.4, 73.3
(3 x CH,Ph), 72.7, 72.6 (Glc-4, Gal-5), 72.5 (CH,Ph), 71.8 (Gal-2), 70.1 (L-Gal-5), 69.4
(Glc-6), 68.4 (L-Gal-6), 68.1 (Gal-4), 67.7 (Gal-6), 51.9 (COOCH3), 50.5 (Asn-a), 49.3
(Glc-2), 40.4 (CH,CHCOOCH3), 37.6 (Asn-B), 33.6 (Cyclo-CH,), 33.4 (Cyclo-CH), 32.9
(Cyclo-CHy), 28.3 (3 x CH;™"), 27.8 (3 x CH;™"), 26.3, 26.04, 25.97 (3 x Cyclo-CH,), 22.8,
21.1,20.7 (3 x CH5™).
ESI-MS (Gerit 2), positiv [m/z] =1646.8 (10 %, [M + K], ber.: 1646.7), 1630.8 (100 %,
[M + Na]", ber.: 1630.8).
CgoH113N30,4 (1608.9) ber.: C66.44 H7.08 N2.6l

gef: C65.99 H6.79 N3.05

N*-(2-Acetamido-4-0-{2,4,6-tri-O-acetyl-3-O-[(1S)-2-cyclohexyl-1-methoxycarbonyl-
ethyl]}-3-0-{2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-L-galactopyranosyl}-6-O-acetyl-2-desoxy-a.,3-D-
glucopyranosyl)-N>-tert-butoxycarbonyl-L-asparagin-tert-butylester (100)
(Boc-Asn(a.,B-Acs-[L-Gal]-cycloLe*COOMe)-O'Bu)

Man 16st 3.34 g (2.08 mmol) Boc-Asn(a.,B-Ac,-Bng-[L-Gal]-cycloLe*COOMe)-O'Bu (94) in
einem Gemisch aus 143 ml Methanol und 7 ml Eisessig, entgast die Losung, gibt dann im
Argongegenstrom 350 mg Palladium auf Aktivkohle (10 %) hinzu und entgast die
Reaktionsmischung nochmals. AnschlieBend wird diese 15h unter einer Wasserstoft-
atmosphire geriihrt. Man filtriert den Ansatz iiber Celite®, spiilt mit 300 ml Methanol nach
und gibt zum Filtrat 50 ml Toluol. Die Losungsmittel werden i. Vak. entfernt und der
Riickstand wird dreimal mit je 50ml Toluol kodestilliert. Das debenzylierte
Zwischenprodukt (Ry= 0.25 (CH2Cl,:MeOH = 5:1)) wird in 100 ml Pyridin geldst und mit
80 mg  4-Dimethylaminopyridin ~ versetzt.  AnschlieBend  tropft man 50 ml
Essigsdureanhydrid hinzu und riihrt die Reaktionslosung 15 h. Pyridin und iiberschiissiges
Essigsdureanhydrid werden 1. Hochvak. entfernt und der Riickstand wird dreimal mit je
50 ml Toluol kodestilliert. Das Rohprodukt wird in 150 ml Dichlormethan aufgenommen
und diese Losung mit 80 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen. Man
trocknet die organische Phase mit Magnesiumsulfat, entfernt das Losungsmittel i. Vak. und
reinigt das Rohprodukt flashchromatographisch (Saulengrofe: 37 x 3.5 cm, 145 g Kieselgel,
CH,Cl:MeOH: Ry=0.05). Von einem Massenspektrum abgesehen wird das peracetylierte

Produkt 100 ohne weitere Charakterisierung zum Festphasen-Baustein 106 umgesetzt.

Ausbeute: 236g (1.79 mmol, 86 %); farbloser amorpher Feststoff; R,=0.25
(CH,Cl,:MeOH = 20:1).
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ESI-MS (Gerit 2), positiv [m/z] = 1358.7 (23 %, [M +K]', ber.: 1358.5), 1342.7 (100 %,
[M + Na]’, ber.: 1342.5).
CsoHgoN:O30 (1320.3).

N*-(2-Acetamido-4-0-{2,4,6-tri-O-acetyl-3-O-[(1S)-2-cyclohexyl-1-methoxycarbonyl-
ethyl]-B-D-galactopyranosyl}-3-O-{2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-L-galactopyranosyl}-6-O-
acetyl-2-desoxy-B-D-glucopyranosyl)-N-(fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-L-asparagin
(106)

(Fmoc-Asn(B-Acs-[L-Gal]-cycloLe*COOMe)-OH)

Man 16st 2.36 g (1.79 mmol) Boc-Asn(a.,B-Acg-[L-Gal]-cycloLe*COOMe)-O'Bu (100) in
einem Gemisch aus 100 ml Dichlormethan, 50 ml Trifluoressigsdure und 720 pl (518 mg,
4.45 mmol) Triethylsilan und riihrt 15 h. AnschlieBend werden 150 ml Toluol zur
Reaktionsmischung gegeben, die Losungsmittel werden i. Vak. entfernt und der Riickstand
wird dreimal mit je 50 ml Toluol kodestilliert. Man 16st das Zwischenprodukt und 663 mg
(1.97 mmol) N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyloxy)succinimid in 100 ml Dichlormethan und
gibt so lange N-Ethyldiisopropylamin hinzu, bis ein konstanter pH-Wert von 9.0-9.5 erreicht
ist. Nach 15h Riithren wird das Losungsmittel i. Vak. entfernt und das Rohprodukt
flashchromatographisch ~ gereinigt  (Sdulengréfe: 30x3.5cm, 115g Kieselgel,
CH,C:MeOH:AcOH: R;=0.04). Um Reste des o-Anomers und andere evtl. noch
vorhandene Verunreinigungen zu entfernen, wird der Glycosylasparagin-Baustein 106
zusdtzlich durch eine préaparative RP-HPLC gereinigt (jeweils ca. 600 mg aufgetragen,
R, = 81.4-86.3 min, Siule B, Gradient J, mit 0.1 % TFA). Die Mengen an a-Anomer sind so
gering, dass sie bei der préiparativen RP-HPLC nicht detektiert werden.

Ausbeute (nach préaparativer RP-HPLC): 1.79 g (1.29 mmol, 72 %); farbloses Lyophilisat;
[@]Z =-32 (c=1.0, CHCL); R;=0.53 (CH,Cl;:MeOH:AcOH = 10:1:0.1); R,=35.4 min
(Sdule A, Gradient H, mit 0.1 % TFA).

400 MHz-"H-NMR ('H-'H-COSY, CDCl;): & [ppm]=7.71 (d, 2H, *J.;c = 7.8 Hz, Fmoc-4,
Fmoc-5), 7.62 (sv, 1H, Glc-2-NH), 7.52 (dy, 2H, 3 Jic = 6.7 Hz, Fmoc-1, Fmoc-8), 7.34 (t,
2H, e = 7.4 Hz, Fmoc-3, Fmoc-6), 7.26-7.24 (m, 2H, Fmoc-2, Fmoc-7), 6.99 (dy, 1H,
*Jnii =74 Hz, Gle-1-NH), 6.15 (d», 1H, *Jnpo=7.0Hz, Asn-NH), 5.65 (dy, 1H,
3J3.4=2.7Hz, L-Gal-4), 5.56 (dy, 1H, *J1,=3.1 Hz, L-Gal-1), 5.48 (dy, 1H, *J34=2.7 Hz,
Gal-4), 5.15 (m., 1H, Gal-2), 5.13 (pseudo-dd, 1H, *Jo5 = 10.6 Hz, *J54 = 2.7 Hz, L-Gal-3),
5.07 (m., 1H, Glc-1), 4.98 (m,, 1H, L-Gal-5), 4.92 (dd, 1H, *Ji>=3.5 Hz, *J,53=10.6 Hz,
L-Gal-2), 4.55-4.48 (m, 3H, Asn-a. {4.54}, Gal-6a {4.50}, Glc-6a {4.49}), 4.37-4.27 (m,
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3H, Fmoc-CH,, Gal-6b {4.31}), 4.25 (d, 1H, *Ji,=8.2 Hz, Gal-1), 4.15-4.08 (m, 2H,
Fmoc-CH {4.13}, Glc-2 {4.11}), 4.05-3.88 (m, 5H, CHCOOCH; {4.03}, Glc-6b {4.03},
Gle-3 {3.90}, L-Gal-6a, L-Gal-6b), 3.78-3.71 (m, 2H, Gal-5 {3.76}, Glc-4 {3.72}), 3.67 (s,
3H, COOCH3), 3.58 (m., 1H, Glc-5), 3.49 (dd, 1H, *J»3=9.4 Hz, *J;4=3.1 Hz, Gal-3),
2.85 (m,, 1H, Asn-Pa), 2.72 (m., 1H, Asn-Bb), 2.20, 2.10, 2.09 (3 x s, 9H, CH5"), 2.06 (s,
6H, CH;™), 2.01 (s, 3H, CH3"), 1.99 (s, 6H, CH;"°), 1.95 (s, 3H, CH5™°), 1.65-1.57 (m, 5H,
Cyclo-CH>), 1.50-1.47 (m, 2H, CH,CHCOOCH3), 1.24 (m,, 1H, Cyclo-CH), 1.18-1.05 (m,
3H, Cyclo-CH,), 0.88-0.79 (m, 2H, Cyclo-CHy).

100.6 MHz-"*C-NMR (HMQC, CDCls) und 75.5 MHz-"C-NMR (DEPT, BB, CDCI;):
8 [ppm] = 175.0, 173.0, 172.7, 172.3, 171.9, 171.30, 171.26, 171.2, 170.8, 170.7, 169.9,
169.4 (9 x C=0*¢, COOCH;, COOH, C=0%"Am4) " 1564 (C=0%*™™") 1437, 143.4
(Fmoc-1a, Fmoc-8a), 141.21, 141.18 (Fmoc-4a, Fmoc-5a), 127.8 (Fmoc-3, Fmoc-6), 127.1
(Fmoc-2, Fmoc-7), 125.1, 125.0 (Fmoc-1, Fmoc-8), 120.0 (Fmoc-4, Fmoc-5), 101.1
(Gal-1), 94.7 (L-Gal-1), 78.8 (Glc-1), 78.0 (Gal-3), 77.5 (CHCOOCH3), 74.5 (Glc-5), 74.1
(Gle-4), 73.1 (Gle-3), 71.8 (Gal-5), 71.1 (Gal-2), 68.3 (L-Gal-2), 67.7 (L-Gal-3), 67.6
(L-Gal-4), 67.5 (Fmoc-CH,), 66.9 (Gal-4), 65.4 (L-Gal-5), 61.8 (Glc-6), 61.5 (Gal-6), 61.1
(L-Gal-6), 54.9 (Glc-2), 52.1 (COOCH;3), 503 (Asn-a), 46.9 (Fmoc-CH), 40.3
(CH,CHCOOCH3), 37.6 (Asn-p), 33.2 (Cyclo-CH, Cyclo-CH,), 33.1, 26.2, 26.0, 25.9
(4 x Cyclo-CH,), 22.5, 20.84, 20.77, 20.7, 20.6, 20.5 (9 x CH;™°).

ESI-MS (Gerit 2), positiv [m/z] =1430.5 (15 %, [M+2Na—H ], ber.: 1430.5), 1424.5
(7%, [M+K]", ber.: 1424.5), 1408.5 (100 %, [M + Na]", ber.: 1408.5), 1386.6 (17 %,
[M + H]", ber.: 1386.5).

HR-ESI-MS, positiv [m/z] = 1408.4906 (100 %, [M + Na]", ber.: 1408.4959).

CesHgsN3030 (1386.4).

5.4 Die Synthesen der Glycopeptide

Allgemeines Protokoll der automatisierten Glycopeptid-Festphasensynthese

Samtliche Glycopeptid-Festphasensynthesen werden an einem ABI-433 A-Peptidsynthesizer
der Firma Applied Biosystems nach der Fmoc-Strategie durchgefiihrt. Als polymerer Trager
wird TentaGel® der Firma Rapp Polymere benutzt, welches mit Asparaginsiure vorbeladen
ist. Die Seitenkettenfunktionen aller verwendeten Aminoséuren sind durch fert-Butyl-
gruppen geschiitzt. Fiir jede zu kuppelnde Aminosidure wird der gleiche Synthesezyklus
durchlaufen, welcher sich aus drei Teilschritten zusammensetzt. Im ersten Schritt wird die

aminoterminale Fmoc-Schutzgruppe durch 2.5-miniitige Behandlung mit einer 20%igen
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Losung von Piperidin in N-Methylpyrrolidin-2-on entfernt. Dieser Prozess wird mindestens
zweimal wiederholt, wobei nach jeder Abspaltung durch Messung der UV-Absorption der
Abspaltlosung bei einer Wellenlinde von A =301 nm der Gehalt des gebildeten
Dibenzofulven-Piperidin-Addukts 107 ermittelt wird. Andert sich der Wert der gemessenen
UV-Absorption um mehr als 10 % im Vergleich zum vorangegangenen Wert, wird ein
weiterer Abspaltzyklus durchgefiihrt. Im zweiten Schritt erfolgt die Kupplung der
Aminosdure mit einer Losung aus 1 mmol der jeweiligen Aminosdure, 1 mmol HBTU,
1 mmol HOBt und 2 mmol N-Ethyldiisopropylamin in N,N-Dimethylformamid. Die
Kupplung der Glycosylaminosdure wird mit den reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU
und HOAt anstelle von HBTU und HOBt durchgefiihrt, wobei die Reaktionsbedingungen
bei den einzelnen Verbindungen angegeben sind. Nach der erfolgten Peptidkupplung
werden im letzten Schritt eventuell nicht umgesetzte Aminofunktionen mit dem Capping-
Reagenz, einer Losung aus 0.5 M Essigsdureanhydrid, 0.125 M N-Ethyldiisopropylamin
und 0.015 M HOBt in N-Methylpyrrolidin-2-on, acetyliert. Nach jedem Teilschritt wird die
Reaktionslésung  durch  Filtration entfernt und das Harz  griindlich mit
N-Methylpyrrolidin-2-on gewaschen. Eine starke Durchmischung der Reagenzien im
Synthesereaktor wird durch Schiitteln (Vortex) erreicht. Durch Wiederholung dieser drei
Syntheseschritte werden die einzelnen Aminosdure-Bausteine und die Glycosylaminoséure
zum Glycopeptid zusammengefiigt. Nach Beendigung der Glycopeptid-Festphasensynthese
wird das Harz zusdtzlich mit Dichlormethan gewaschen und in einem Stickstoffstrom

getrocknet.

N-Acetyl-L-glycyl-N*(2-acetamido-3-0-{2,3,4-tri-O-acetyl-a-L-fucopyranosyl}-4-O-
{2,4,6-tri-O-acetyl-3-O-[methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-
glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)onat]-p-D-galactopyranosyl}-6-O-acetyl-2-
desoxy-B-D-glucopyranosyl)-L-asparaginyl-L-leucyl-L-threonyl-L-glutamyl-L-leucyl-L-
glutamyl-L-seryl-L-glutamyl-L-asparaginsaure (109)
(Ac-Gly-Asn(B-Aci-[Fuc]-sLe*COOMe)-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH)

Die automatisierte Glycopeptid-Festphasensynthese wird ausgehend von 370 mg
(0.100 mmol) eines Fmoc-Asp(OBu)-PHB vorbeladenen TentaGel®-Harzes (Beladung:
0.27 mmol/g) nach dem allgemeinen Kupplungsprotokoll (vgl. Seite 156) durchgefiihrt. Fiir
den Einbau der Glycosylaminosdure 101 wird die automatisierte Synthese nach erfolgter
Fmoc-Abspaltung gestoppt und das Harz mit einer extern angesetzten Losung aus 327 mg
(0.200 mmol) Fmoc-Asn(B-Aci;-[Fuc]-sLe*COOMe)-OH (101), 84 mg (0.22 mmol)
HATU, 30 mg (0.22 mmol) HOAt, 48.5 ul (44.6 mg, 0.441 mmol) N-Methylmorpholin in
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2 ml N-Methylpyrrolidin-2-on versetzt und 6 h geschiittelt. Nach Beendigung der Kupplung
werden die iiberschiissigen Reagenzien abfiltriert und das Harz wird mit
N-Methylpyrrolidin-2-on gewaschen und anschlieBend mit Capping-Reagenz versetzt. Die
Ankniipfung der letzten Aminosdure Glycin findet wieder nach dem allgemeinen
Kupplungsprotokoll statt. Nach dieser letzten Kupplung wird die aminoterminale
Fmoc-Schutzgruppe durch Behandlung des Harzes mit einer 20%igen Losung von Piperidin
in  N-Methylpyrrolidin-2-on entfernt und der nun freie Aminoterminus wird mit
Capping-Reagenz acetyliert. Zur Abspaltung des Glycopeptids vom Harz und zur
gleichzeitigen Deblockierung der Seitenkettenfunktionalititen der Aminosduren iiberfiihrt
man das Harz in einen Festphasenreaktor nach Merrifield und schiittelt es 2 h in einer
Mischung aus 10 ml Trifluoressigsdure, 10 ml Dichlormethan, 0.5 ml Wasser und 0.5 ml
Triisopropylsilan. Das Harz wird abfiltriert und zweimal mit je 10ml eines
Trifluoressigsdure-Dichlormethan-Gemischs (v:v=1:1) gewaschen. Man gibt zu den
vereinigten Filtraten 70 ml Toluol und entfernt die Losungsmittel i. Vak., wobei man durch
die dreimalige Zugabe von je 20 ml Toluol darauf achtet, das sich die Trifluoressigsdure
nicht aufkonzentriert. Das Rohprodukt wird durch eine préaparative RP-HPLC gereinigt
(R,=98.0-101.2 min, Saule B, Gradient M, mit 0.1 % TFA), wodurch die zu ca. 40 %
(durch analytische RP-HPLC bestimmt) entstandene Abbruchsequenz Ac-Leu-Thr-Glu-
Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH (115) und andere Verunreinigungen abgetrennt werden konnen.
Von einem Massenspektrum abgesehen wird das Produkt 109 ohne weitere

Charakterisierung zum deblockierten Glycopeptid 1 umgesetzt.

Abbruchsequenz Ac-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH (115), nicht isoliert, nur
analytische RP-HPLC und ESI-MS: R, = 34.3 min (Sdule A, Gradient L, mit 0.1 % TFA).
ESI-MS (Geridt 2, mit 0.1 % TFA), positiv [m/z] =1015.5 (4 %, [M+K]", ber.: 1015.4),
999.5 (6 %, [M + Na]", ber.: 999.4), 977.5 (100 %, [M + H]", ber.: 977.4).

Produkt 109: 67.0 mg (27.6 umol, 28 %, bezogen auf die Startaminosidure am Harz);
farbloses Lyophilisat; R, = 52.3 min (Séaule A, Gradient L, mit 0.1 % TFA).

ESI-MS (Gerdt 2, mit 0.1 % TFA), positiv [m/z] =2472.2 (3 %, [M+ 1+ 2Na—H]", ber.:
2471.9), 2450.2 (13 %, [M + 1 + Na]", ber.: 2449.9), 1258.6 (79 %, [M + 1 + 4Na — 2H]*",
ber.: 1258.4), 1247.6 (100 %, [M + 1 + 3Na — H]*", ber.: 1247.4).

Ci00H147N13056 (2427.3)
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N-Acetyl-L-glycyl-N*-(2-acetamido-4-O-{3-O-[(5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-a-
D-galacto-non-2-ulopyranosyl)onat]-p-D-galactopyranosyl}-2-desoxy-3-O-{a-L-fuco-
pyranosyl}-B-D-glucopyranosyl)-L-asparaginyl-L-leucyl-L-threonyl-L-glutamyl-L-
leucyl-L-glutamyl-L-seryl-L-glutamyl-L-asparaginsaure (1)
(Ac-Gly-Asn(B-[Fuc]-sLe*COOH)-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH)

Eine Losung von 67.0 mg (27.6 umol) Ac-Gly-Asn(B-Ac;-[Fuc]-sLe*COOMe)-Leu-Thr-
Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH (109) in 15 ml Methanol wird so lange mit Natrium-
methanolat versetzt, bis ein pH-Wert von 8.5-9.5 erreicht ist und anschlieend 15 h geriihrt.
Man neutralisiert die Reaktionsmischung durch Zugabe von Essigsdure, entfernt das
Losungsmittel i. Vak. und nimmt den Riickstand in 15 ml Wasser auf. Die resultierende
Losung wird durch 1 M Natronlauge auf einen pH-Wert von 9.5-10.5 gebracht und 15 h
gerlihrt. Anschliefend entfernt man das Losungsmittel i. Vak. und reinigt das Rohprodukt
durch eine priparative RP-HPLC (R;=62.1-65.0 min, Sdule B, Gradient M, mit 0.1 %
TFA).

Ausbeute: 42.2 mg (21.6 umol, 78 %; 22 %, bezogen auf die Startaminosdure am Harz);
farbloses Lyophilisat; [a]5 =-54 (¢ = 0.5, H,0); R, = 16.4 min (Sdule A, Gradient N, mit
0.1 % TFA).

600 MHz-"H-NMR ('H-'"H-COSY, NOESY, ROESY, DMSO-ds): & [ppm]=8.29 (d, 1H,
Jni1 = 8.2 Hz, Gle-1-NH), 8.20 (d, 1H, “Jaue=7.6 Hz, Asp-NH), 8.15-8.13 (m, 2H,
Asn-NH, Gly-NH), 8.01-7.96 (m, 4H, Glc-2-NH, Glu®-NH, Glu*-NH, Sia-NH), 7.86 (ds,
2H, *Jnie =7.1 Hz, 2 x Leu-NH), 7.82 (d, 1H, *Jnuq = 7.6 Hz, Glu®-NH), 7.80 (d, 1H,
3t = 7.3 Hz, Ser-NH), 7.72 (d, 1H, *Jnue = 7.0 Hz, Thr-NH), 5.03-4.94 (m, 2H, OH,
Thr-OH {4.94}), 492 (m., 1H, Glc-1), 4.83 (d, 1H, *J;2=2.9 Hz, Fuc-1), 4.72 (m,, 1H,
Glc-6-OH), 4.65 (m, 1H, Fuc-5), 4.56-4.47 (m, 4H, Asn-a {4.53}, Asp-a {4.48}, 2 x OH),
434 (d, 1H, °J,, = 6.8 Hz, Gal-1), 4.31-4.20 (m, 7H, 3 x Glu-a, 2 x Leu-a, Ser-a, OH),
4.14-4.09 (m, 2H, Thr-o. {4.12}, Fuc-4-OH {4.10}), 3.94 (m., 1H, Thr-p), 3.85-3.78 (m,
2H, Glc-6a {3.82}, Gal-3 {3.80}), 3.74-3.70 (m, 2H, Gal-4 {3.72}, Glc-2 {3.72}), 3.69-3.63
(m, 4H, 2 x Gly-a {3.67}, Glc-3 {3.66}, Glc-6b {3.64}), 3.61-3.56 (m, SH, Glc-4 {3.59},
Sia-4 {3.58}, Sia-9a {3.58}, Ser-Ba {3.57}, Sia-8 {3.57}), 3.54-3.35 (m, 9H, Fuc-3 {3.52},
Ser-pb {3.51}, Sia-5 {3.50}, Gal-6a {3.46}, Fuc-4 {3.42}, Sia-6 {3.40}, Fuc-2 {3.38},
Gal-6b {3.37}, Sia-9b {3.37}), 3.31 (m, 1H, Gal-2), 3.27-3.22 (m, 2H, Sia-7 {3.25}, Glc-5
{3.23}), 3.17 (m., 1H, Gal-5), 3.07 (m., IH, OH), 2.66 (dd, 1H, *Jop.=6.2 Hz,
nga,Bb=l6.7 Hz, Asp-Ba), 2.60-2.52 (m, 3H, Asn-Ba {2.57}, Sia-33 {2.55}, Asp-Bb
{2.54}), 2.42 (m,, 1H, Asn-Bb), 2.27-2.21 (m, 6H, Glu-y), 1.94-1.87 (m, 3H, Glu-p), 1.86,
1.84, 1.78 (3 xs, 9H, CH;™), 1.76-1.70 (m, 3H, Glu-p), 1.64-1.55 (m, 3H, 2 x Leu-y,
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Sia-3, {1.62}), 1.50-1.41 (m, 4H, Leu-), 1.02 (d, 3H, *Js, = 6.2 Hz, Thr-y), 0.97 (d, 3H,
3Js6 = 6.2 Hz, Fuc-5), 0.86 (d, 6H, J, 5 = 6.5 Hz, Leu-3), 0.81 (d, 6H, *J, 5 = 6.5 Hz, Leu-).
Die OH- und COOH-Signale konnten nicht alle detektiert bzw. eindeutig zugewiesen
werden. Das fiir die RP-HPLC verwendete Acetonitril enthélt ca. 0.0005 % Ammoniak. Da
dem Laufmittel 0.1 % Trifluoressigséure zugesetzt wird, entsteht in entsprechenden Mengen
NH,". Dieses verursacht das stark verbreiterte Signal bei 5= 7.10 ppm (vgl. Spektrenanhang
S. 182). Verbindung 1 (42.2 mg) enthilt damit ca. 0.08 mg NH,".

150.9 MHz-"*C-NMR (BB, HMQC, DMSO-ds): & [ppm]=174.2, 174.12, 174.10, 172.24,
172.20, 172.1, 171.8, 171.6, 171.1, 171.0, 170.9, 170.5, 170.0, 169.9, 169.8, 169.3
(19x C=0), 102.3 (Gal-1), 98.8, 98.7 (Fuc-1, Sia-2), 78.1 (Glc-1), 77.5 (Glc-5), 76.2
(Gal-3), 75.9 (Glc-3), 74.8 (Gal-5), 73.6 (Sia-6, Glc-4), 71.7 (Fuc-4), 71.1 (Sia-8), 69.4
(Fuc-3), 68.43 (Sia-7), 68.40 (Gal-2), 68.2 (Fuc-2), 66.9 (Gal-4), 66.8 (Sia-4), 66.4 (Thr-f3),
65.8 (Fuc-5), 63.2 (Sia-9), 61.7 (Ser-f), 59.8 (Gal-6), 59.1 (Glc-6), 58.6 (Thr-a), 54.9
(Ser-a), 54.5 (Glc-2), 52.2 (Sia-5), 52.04, 51.96, 51.7, 51.5, 51.2 (3 x Glu-a, 2 x Leu-a),
49.5 (Asn-a), 48.6 (Asp-a), 42.2 (Gly-a), 40.5, 40.3 (2 x Leu-p, Sia-3), 36.9 (Asn-f3), 36.0
(Asp-B), 30.2, 30.1, 30.0 (3 xGlu-y), 27.5 (Glu-B), 27.2 (2xGlu-B), 24.12, 24.08
(2 x Leu-y), 23.1 (2 x Leu-8), 22.9, 22.7, 22.5 (3 x CH;*°), 21.6, 21.5 (2 x Leu-3), 19.6
(Thr-y), 16.5 (Fuc-6).

ESI-MS (Geridt 2, mit 0.1 % TFA), positiv [m/z] =1988.9 (4 %, [M +K]", ber.: 1988.7),
1972.9 (97 %, [M + Na]", ber.: 1972.8), 1950.9 (90 %, [M + H]", ber.: 1950.8), 1804.9
(47 %, [M — Fuc + H]", ber.: 1804.7), 1659.8 (29 %, [M — Sia + H]", ber.: 1659.7), 1513.8
(100 %, [M — Sia—Fuc +H]", ber.: 1513.6), 1351.7 (94 %, [M — Sia — Fuc — Gal + H]",
ber.: 1351.6), 998.0 (43 %, [M + 2Na]**, ber.: 997.9).

HR-ESI-MS (mit 0.1 % TFA), positiv, [m/z] =1972.7614 (100 %, [M + Na]’, ber.:
1972.7634).

C77H123N13045 (1950.9)

N-Acetyl-L-glycyl-N*-(2-acetamido-3-0-{2,3,4-tri-O-acetyl-B-D-arabinopyranosyl}-4-O-
{2,4,6-tri-O-acetyl-3-O-[methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-
glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)onat]-B-D-galactopyranosyl}-6-O-acetyl-2-
desoxy-B-D-glucopyranosyl)-L-asparaginyl-L-leucyl-L-threonyl-L-glutamyl-L-leucyl-L-
glutamyl-L-seryl-L-glutamyl-L-asparaginsaure (110)
(Ac-Gly-Asn(B-Aci-[Ara]-sLe*COOMe)-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH)

Die automatisierte Glycopeptid-Festphasensynthese wird ausgehend von 370 mg
(0.100 mmol) eines Fmoc-Asp(O'Bu)-PHB vorbeladenen TentaGel“-Harzes (Beladung:
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0.27 mmol/g) nach dem allgemeinen Kupplungsprotokoll (vgl. Seite 156) durchgefiihrt. Fiir
den Einbau der Glycosylaminosdure 102 wird die automatisierte Synthese nach erfolgter
Fmoc-Abspaltung gestoppt und das Harz mit einer extern angesetzten Losung aus 162 mg
(0.100 mmol) Fmoc-Asn(B-Aci-[Ara]-sLe*COOMe)-OH  (102), 42 mg (0.11 mmol)
HATU, 15 mg (0.11 mmol) HOAt, 24.3 ul (22.4 mg, 0.221 mmol) N-Methylmorpholin in
2 ml N-Methylpyrrolidin-2-on versetzt und 6 h geschiittelt. Nach Beendigung der Kupplung
werden die iiberschiissigen Reagenzien abfiltriert und das Harz wird mit
N-Methylpyrrolidin-2-on gewaschen. Das Harz wird unter den gleichen Bedingungen
nochmals mit 0.100 mmol der Glycosylaminosdure 102 gekuppelt, um die
Kupplungsausbeute zu erhohen. Nach Beendigung dieser Doppelkupplung werden die
iiberschiissigen Reagenzien abfiltriert und das Harz wird mit N-Methylpyrrolidin-2-on
gewaschen und anschliefend mit Capping-Reagenz versetzt. Die Ankniipfung der letzten
Aminosdure Glycin findet wieder nach dem allgemeinen Kupplungsprotokoll statt. Nach
dieser letzten Kupplung wird die aminoterminale Fmoc-Schutzgruppe durch Behandlung
des Harzes mit einer 20%igen Losung von Piperidin in N-Methylpyrrolidin-2-on entfernt
und der nun freie Aminoterminus wird mit Capping-Reagenz acetyliert. Zur Abspaltung des
Glycopeptids vom Harz und zur gleichzeitigen Deblockierung der Seitenketten-
funktionalitdten der Aminosduren iiberfiihrt man das Harz in einen Festphasenreaktor nach
Merrifield und schiittelt es 2 h in einer Mischung aus 10 ml Trifluoressigsdure, 10 ml
Dichlormethan, 0.5 ml Wasser und 0.5 ml Triisopropylsilan. Das Harz wird abfiltriert und
zweimal mit je 10ml eines Trifluoressigsdaure-Dichlormethan-Gemischs (viv=1:1)
gewaschen. Man gibt zu den vereinigten Filtraten 70 ml Toluol und entfernt die
Losungsmittel 1. Vak., wobei man durch die dreimalige Zugabe von je 20 ml Toluol darauf
achtet, das sich die Trifluoressigsdure nicht aufkonzentriert. Das Rohprodukt wird durch
eine priparative RP-HPLC gereinigt (R; = 87.5-90.3 min, Sdule B, Gradient M, mit 0.1 %
TFA), wodurch die zu ca. 26 % (durch analytische RP-HPLC bestimmt) entstandene
Abbruchsequenz ~ Ac-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH ~ (115) und  andere
Verunreinigungen abgetrennt werden kdnnen. Von einem Massenspektrum abgesehen wird
das Produkt 110 ohne weitere Charakterisierung zum deblockierten Glycopeptid 2

umgesetzt.

Abbruchsequenz Ac-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH (115), nicht isoliert, nur
analytische RP-HPLC und ESI-MS: R, = 29.2 min (Sdule A, Gradient O, mit 0.1 % TFA).
ESI-MS (Geridt 2, mit 0.1 % TFA), positiv [m/z] =1015.4 (3 %, [M+K]", ber.: 1015.4),
999.4 (5 %, [M + Na]’, ber.: 999.4), 977.5 (100 %, [M + H]", ber.: 977.4).

Produkt 110: 78.0 mg (32.3 umol, 32 %, bezogen auf die Startaminosidure am Harz);
farbloses Lyophilisat; R, = 42.3 min (Sdule A, Gradient O, mit 0.1 % TFA).
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ESI-MS (Gert 2, mit 0.1 % TFA), positiv [m/z] =2451.9 (3 %, [M + 1 + K], ber.: 2451.9),
2436.0 (6%, [M+ 1+Na]", ber.: 2435.9), 2414.0 (84 %, [M+ 1 +H]", ber.: 2413.9),
2154.9 (50 %, [M — Fuc + H]", ber.: 2154.9), 1939.8 (26 %, [M — Sia + H]", ber.: 1939.7),
1651.7 (36 %, [M — Sia — Gal + H]", ber.: 1651.7), 1226.5 (50 %, [M + 1 + K + H]*", ber.:
1226.4), 1218.5 (18 %, [M + 1 + Na + H]*", ber.: 1218.4), 1207.5 (100 %, [M + 1 + 2H]*",
ber.: 1207.5).

CooH 145N 13056 (2413.3)

N-Acetyl-L-glycyl-N*-(2-acetamido-4-O-{3-O-[(5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-o-
D-galacto-non-2-ulopyranosyl)onat]-p-D-galactopyranosyl}-3-O-{B-D-arabino-
pyranosyl}-2-desoxy-pB-D-glucopyranosyl)-L-asparaginyl-L-leucyl-L-threonyl-L-
glutamyl-L-leucyl-L-glutamyl-L-seryl-L-glutamyl-L-asparaginsaure (2)
(Ac-Gly-Asn(B-[Ara]-sLe*COOH)-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH)

Eine Losung von 78.0 mg (32.3 umol) Ac-Gly-Asn(B-Ac;-[Ara]-sLe*COOMe)-Leu-Thr-
Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH (110) in 15 ml Methanol wird so lange mit Natrium-
methanolat versetzt, bis ein pH-Wert von 8.5-9.5 erreicht ist und anschlieend 15 h gertihrt.
Man neutralisiert die Reaktionsmischung durch Zugabe von Essigsdure, entfernt das
Losungsmittel i. Vak. und nimmt den Riickstand in 15 ml Wasser auf. Die resultierende
Losung wird durch 1 M Natronlauge auf einen pH-Wert von 9.5-10.5 gebracht und 15 h
geriihrt. AnschlieBend entfernt man das Losungsmittel i. Vak. und reinigt das Rohprodukt
durch eine priparative RP-HPLC (R;=63.6-67.4 min, Siule B, Gradient M, mit 0.1 %
TFA).

Ausbeute: 46.4 mg (24.0 umol, 74 %; 24 %, bezogen auf die Startaminosidure am Harz);
farbloses Lyophilisat; [a]5 =-47 (¢ =0.5, H,0); R, = 16.4 min (Sdule A, Gradient N, mit
0.1 % TFA).

600 MHz-"H-NMR ('H-'"H-COSY, NOESY, ROESY, DMSO-ds): & [ppm]=28.29 (d, 1H,
3Jxint = 8.2 Hz, Gle-1-NH), 8.20 (d, 1H, *Jnuo =7.6 Hz, Asp-NH), 8.15-8.13 (m, 2H,
Asn-NH, Gly-NH), 8.02-7.95 (m, 4H, Glc-2-NH, Glu>-NH, Glu*-NH, Sia-NH), 7.86 (ds,
2H, *Jnie = 6.5 Hz, 2 x Leu-NH), 7.82 (d, 1H, *Jaue = 7.3 Hz, GIu®-NH), 7.80 (d, 1H,
3 nite = 7.3 Hz, Ser-NH), 7.72 (d, 1H, *Jaio=7.6 Hz, Thr-NH), 4.99 (s, 1H, OH),
4.93-4.91 (m, 2H, Thr-OH {4.92}, Glc-1 {4.91}), 4.90 (d, 1H, *J;» = 3.5 Hz, Ara-1), 4.71
(s, 1H, Glc-6-OH), 4.56-4.44 (m, 5H, Asn-a {4.52}, Asp-a {4.48}, Ara-5a {4.46},
2 x OH), 4.35 (d, 1H, *J,, = 7.1 Hz, Gal-1), 4.30-4.20 (m, 8H, 3 x Glu-a, 2 x Leu-a., Ser-a,
2x OH), 4.12 (dd, 1H, Jop3=4.9 Hz, *Jaue=7.2 Hz, Thr-a), 3.93 (m., 1H, Thr-p),
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3.84-3.75 (m, 2H, Gal-3 {3.81}, Glc-6a {3.78}), 3.75-3.70 (m, 2H, Glc-2 {3.72}, Gal-4
{3.71}), 3.69-3.63 (m, 5H, 2 x Gly-a {3.67}, Glc-3 {3.67}, Ara-4 {3.65}, Glc-6b {3.64}),
3.62-3.54 (m, 6H, Glc-4 {3.60}, Sia-9a {3.58}, Ser-Ba {3.57}, Sia-4 {3.57}, Sia-8 {3.56},
Ara-3 {3.55}), 3.53-3.34 (m, 7H, Ser-Bb {3.51}, Sia-5 {3.50}, Gal-6a {3.45}, Ara-2 {3.42},
Gal-6b {3.39}, Sia-6 {3.38}, Sia-9b {3.36}), 3.30 (m,, 1H, Gal-2), 3.26-3.21 (m, 2H, Sia-7
{3.24}, Glc-5 {3.22}), 3.19-3.13 (m, 2H, Gal-5 {3.18}, Ara-5b {3.16}), 2.65 (dd, 1H,
3Ja,Ba =6.2 Hz, 2Jﬁa,gb =16.7 Hz, Asp-PBa), 2.59-2.52 (m, 3H, Asn-Ba {2.57}, Asp-Bb {2.55},
Sia-3;q {2.54}), 2.42 (m,, 1H, Asn-Bb), 2.29-2.18 (m, 6H, Glu-y), 1.93-1.87 (m, 3H, Glu-B),
1.85, 1.84, 1.78 (3 x s, 9H, CH3*°), 1.76-1.70 (m, 3H, Glu-p), 1.64-1.55 (m, 3H, 2 x Leu-y,
Sia-3, {1.63}), 1.50-1.41 (m, 4H, Leu-p), 1.01 (d, 3H, *Js, = 6.2 Hz, Thr-y), 0.85 (d, 6H,
3J,5= 6.5 Hz, Leu-8), 0.81 (d, 6H, J, 5 = 6.5 Hz, Leu-d).

Die OH- und COOH-Signale konnten nicht alle detektiert bzw. eindeutig zugewiesen
werden. Das fiir die RP-HPLC verwendete Acetonitril enthélt ca. 0.0005 % Ammoniak. Da
dem Laufmittel 0.1 % Trifluoressigséure zugesetzt wird, entsteht in entsprechenden Mengen
NH,". Dieses verursacht das stark verbreiterte Signal bei 6= 7.10 ppm (vgl. Spektrenanhang
S. 184). Verbindung 2 (46.4 mg) enthilt damit ca. 0.09 mg NH,".

150.9 MHz-"*C-NMR (BB, HMQC, DMSO-dy): & [ppm] = 174.14, 174.12, 174.09, 172.24,
172.22, 172.1, 171.8, 171.6, 171.1, 171.0, 170.9, 170.4, 170.3, 170.0, 169.9, 169.8, 169.3
(19 x C=0), 102.3 (Gal-1), 99.0 (Ara-1), 98.7 (Sia-2), 78.2 (Glc-1), 77.5 (Glc-5), 76.0
(Gal-3), 75.9 (Glc-3), 74.8 (Gal-5), 73.6 (Sia-6), 73.4 (Glc-4), 71.1 (Sia-8), 68.9 (Ara-4),
68.64 (Ara-2), 68.57 (Ara-3), 68.5 (Gal-2), 68.4 (Sia-7), 66.9 (Gal-4), 66.8 (Sia-4), 66.4
(Thr-B), 63.7 (Ara-5), 63.2 (Sia-9), 61.7 (Ser-p), 59.9 (Gal-6), 59.2 (Glc-6), 58.6 (Thr-a),
54.9 (Ser-a), 54.4 (Glc-2), 52.2 (Sia-5), 52.0, 51.9, 51.7, 51.5, 51.1 (3 x Glu-a, 2 x Leu-a),
49.5 (Asn-a), 48.6 (Asp-a), 42.2 (Gly-a), 40.5, 40.3 (2 x Leu-B, Sia-3), 36.9 (Asn-f3), 36.0
(Asp-B), 30.2, 30.1, 30.0 (3xGlu-y), 27.5 (Glu-B), 27.2 (2xGlu-B), 24.12, 24.08
(2 x Leu-y), 23.1 (2 x Leu-8), 22.9, 22.7, 22.4 (3 x CH;"°), 21.6, 21.5 (2 x Leu-8), 19.6
(Thr-y).

ESI-MS (Geridt 2, mit 0.1 % TFA), positiv [m/z] =1974.7 (8 %, [M +K]", ber.: 1974.7),
1958.8 (100 %, [M + Na]", ber.: 1958.7), 1936.8 (99 %, [M + H]", ber.: 1936.8), 1645.7
(75 %, [M - Sia+H]", ber.: 1645.7), 1513.7 (50 %, [M — Sia — Ara + H]", ber.: 1513.6),
1351.6 (63 %, [M — Sia— Ara — Gal + H]", ber.: 1351.6), 990.9 (57 %, [M + 2Na]*", ber.:
990.9).

HR-ESI-MS (mit 0.1 % TFA), positiv [m/z] =1958.7511 (100 %, [M+Na]", ber.:
1958.7477).

C76H121N 13045 (1936.8)
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N-Acetyl-L-glycyl-N*-(2-acetamido-3-0-{2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-L-galactopyranosyl}-
4-0-{2,4,6-tri-O-acetyl-3-O-[methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-
D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)onat]-B-D-galactopyranosyl}-6-O-acetyl-2-
desoxy-B-D-glucopyranosyl)-L-asparaginyl-L-leucyl-L-threonyl-L-glutamyl-L-leucyl-L-
glutamyl-L-seryl-L-glutamyl-L-asparaginsaure (111)
(Ac-Gly-Asn(B-Acp-[L-Gal]-sLe*COOMe)-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH)

Die automatisierte Glycopeptid-Festphasensynthese wird ausgehend von 370 mg
(0.100 mmol) eines Fmoc-Asp(O'Bu)-PHB vorbeladenen TentaGel®-Harzes (Beladung:
0.27 mmol/g) nach dem allgemeinen Kupplungsprotokoll (vgl. Seite 156) durchgefiihrt. Fiir
den Einbau der Glycosylaminosdure 103 wird die automatisierte Synthese nach erfolgter
Fmoc-Abspaltung gestoppt und das Harz mit einer extern angesetzten Losung aus 338 mg
(0.200 mmol) Fmoc-Asn(B-Aci,-[L-Gal]-sLe*COOMe)-OH (103), 84 mg (0.22 mmol)
HATU, 30 mg (0.22 mmol) HOAt, 48.5 ul (44.6 mg, 0.441 mmol) N-Methylmorpholin in
2 ml N-Methylpyrrolidin-2-on versetzt und 6 h geschiittelt. Nach Beendigung der Kupplung
werden die iiberschiissigen Reagenzien abfiltriert und das Harz wird mit
N-Methylpyrrolidin-2-on gewaschen und anschlieBend mit Capping-Reagenz versetzt. Die
Ankniipfung der letzten Aminosdure Glycin findet wieder nach dem allgemeinen
Kupplungsprotokoll statt. Nach dieser letzten Kupplung wird die aminoterminale
Fmoc-Schutzgruppe durch Behandlung des Harzes mit einer 20%igen Losung von Piperidin
in N-Methylpyrrolidin-2-on entfernt und der nun freie Aminoterminus wird mit Capping-
Reagenz acetyliert. Zur Abspaltung des Glycopeptids vom Harz und zur gleichzeitigen
Deblockierung der Seitenkettenfunktionalititen der Aminosduren liberfiihrt man das Harz in
einen Festphasenreaktor nach Merrifield und schiittelt es 2 h in einer Mischung aus 10 ml
Trifluoressigsdure, 10 ml Dichlormethan, 0.5 ml Wasser und 0.5 ml Triisopropylsilan. Das
Harz wird abfiltriert und zweimal mit je 10 ml eines Trifluoressigsdure-Dichlormethan-
Gemischs (v:v=1:1) gewaschen. Man gibt zu den vereinigten Filtraten 70 ml Toluol und
entfernt die Losungsmittel i. Vak., wobei man durch die dreimalige Zugabe von je 20 ml
Toluol darauf achtet, das sich die Trifluoressigsdaure nicht aufkonzentriert. Das Rohprodukt
wird durch eine priparative RP-HPLC gereinigt (R; = 98.6-103.4 min, Séule B, Gradient M,
mit 0.1 % TFA), wodurch die zu ca. 54 % (durch analytische RP-HPLC bestimmt)
entstandene Abbruchsequenz Ac-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH (115) und andere
Verunreinigungen abgetrennt werden konnen. Von einem Massenspektrum abgesehen wird
das Produkt 111 ohne weitere Charakterisierung zum deblockierten Glycopeptid 3

umgesetzt.
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Abbruchsequenz Ac-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH (115), nicht isoliert, nur
analytische RP-HPLC und ESI-MS: R, = 34.5 min (Sdule A, Gradient L, mit 0.1 % TFA).
ESI-MS (Gerdt 2, mit 0.1 % TFA), positiv [m/z] =1015.5 (4 %, [M +K]", ber.: 1015.4),
999.5 (6 %, [M + Na]", ber.: 999.4), 977.5 (100 %, [M + H], ber.: 977.4).

Produkt 111: 65.0 mg (26.2 umol, 26 %, bezogen auf die Startaminosdure am Harz);
farbloses Lyophilisat; R, = 52.4 min (Sdule A, Gradient L, mit 0.1 % TFA).

ESI-MS (Gerit 2, mit 0.1 % TFA), positiv [m/z] =2486.1 (7 %, [M+ 1+ H]", ber.: 2485.9),
2155.0 (43 %, [M — L-Gal + H]", ber.: 2154.8), 2012.0 (65 %, [M — Sia + H]", ber.: 2011.8),
1723.8 (64 %, [M — Sia— Gal + H]", ber.: 1723.7), 1243.6 (100 %, [M + 1 + 2H]*", ber.:
1243.5).

Ci02H1490N 13055 (2485.3)

N-Acetyl-L-glycyl-N*-(2-acetamido-4-O-{3-O-[(5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-a-
D-galacto-non-2-ulopyranosyl)onat]-p-D-galactopyranosyl}-2-desoxy-3-O-{a-L-galacto-
pyranosyl}-B-D-glucopyranosyl)-L-asparaginyl-L-leucyl-L-threonyl-L-glutamyl-L-
leucyl-L-glutamyl-L-seryl-L-glutamyl-L-asparaginsaure (3)
(Ac-Gly-Asn(B-[L-Gal]-sLe*COOH)-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH)

Eine Losung von 65.0 mg (26.2 umol) Ac-Gly-Asn(B-Ac»-[L-Gal]-sLe*COOMe)-Leu-Thr-
Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH (111) in 15 ml Methanol wird so lange mit Natrium-
methanolat versetzt, bis ein pH-Wert von 8.5-9.5 erreicht ist und anschlieend 15 h geriihrt.
Man neutralisiert die Reaktionsmischung durch Zugabe von Essigsdure, entfernt das
Losungsmittel i. Vak. und nimmt den Riickstand in 15 ml Wasser auf. Die resultierende
Losung wird durch 1 M Natronlauge auf einen pH-Wert von 9.5-10.5 gebracht und 15 h
geriihrt. Anschlieend entfernt man das Losungsmittel i. Vak. und reinigt das Rohprodukt
durch eine priparative RP-HPLC (R;=64.1-68.8 min, Siule B, Gradient M, mit 0.1 %
TFA).

Ausbeute: 49.0 mg (24.9 umol, 95 %; 25 %, bezogen auf die Startaminosdure am Harz);
farbloses Lyophilisat; [a] 5 =-45 (¢ = 0.5, H,0); R, = 17.4 min (S4ule A, Gradient N, mit
0.1 % TFA).

600 MHz-"H-NMR ('H-'H-COSY, NOESY, ROESY, DMSO-dy): & [ppm]=8.29 (dv, 1H,
3Jnii =7.9 Hz, Gle-1-NH), 8.20 (d, 1H, *Jaue=7.6 Hz, Asp-NH), 8.15-8.12 (m, 2H,
Asn-NH, Gly-NH), 8.01-7.94 (m, 4H, Glc-2-NH, Glu>-NH, Glu*-NH, Sia-NH), 7.87-7.84
(m, 2H, 2 x Leu-NH), 7.82 (d, 1H, *Jxio = 7.9 Hz, Glu®-NH), 7.80 (d, 1H, *Jxie = 7.1 Hz,
Ser-NH), 7.72 (d, 1H, *Jnuo = 7.0 Hz, Thr-NH), 5.01 (s, 1H, OH), 4.96-4.91 (m, 2H,
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Thr-OH {4.94}, Glc-1 {4.92}), 4.86 (m,, 1H, L-Gal-1), 4.71 (sp, 1H, Glc-6-OH), 4.60-4.46
(m, 5H, L-Gal-5 {4.56}, Sia-7-OH {4.55}, Asn-a {4.53}, Asp-a {4.48}, OH), 4.42-4.36 (m,
2H, Gal-1 {4.38}, OH), 4.30-4.20 (m, 7H, 3 x Glu-a, 2 x Leu-a, Ser-o,, OH), 4.12 (m,, 1H,
Thr-a), 3.96-3.90 (m, 2H, Thr- {3.94}, Glc-6a {3.91}), 3.86 (m., 1H, Gal-3), 3.74-3.63
(m, 7H, L-Gal-4 {3.71}, Glc-2 {3.68}, Gal-4 {3.67}, Glc-3 {3.66}, 2 x Gly-a {3.66},
Glc-6b {3.64}), 3.61-3.55 (m, 5H, Glc-4 {3.59}, Sia-8 {3.58}, Sia-9a {3.58}, Ser-fa
{3.57}, Sia-4 {3.56}), 3.53-3.32 (m, 10H, Ser-Bb {3.51}, Sia-5 {3.49}, L-Gal-2 {3.45},
L-Gal-3 {3.45}, Gal-6a {3.44}, L-Gal-6a {3.44}, Sia-6 {3.39}, Sia-9b {3.37}, Gal-6b
{3.35}, L-Gal-6b {3.35}), 3.29-3.14 (m, 4H, Gal-2 {3.27}, Sia-7 {3.24}, Glc-5 {3.22},
Gal-5 {3.20}), 2.66 (dd, 1H, *Jop. = 6.2 Hz, *Jpop = 16.7 Hz, Asp-Ba), 2.60-2.52 (m, 3H,
Asn-Ba {2.57}, Sia-334 {2.56}, Asp-Bb {2.54}), 2.42 (m., 1H, Asn-Bb), 2.28-2.19 (m, 6H,
Glu-y), 1.94-1.87 (m, 3H, Glu-p), 1.86, 1.84, 1.78 (3 x s, 9H, CH5™"), 1.75-1.69 (m, 3H,
Glu-B), 1.62-1.55 (m, 3H, 2 x Leu-y, Sia-3, {1.58}), 1.50-1.41 (m, 4H, Leu-B), 1.01 (d, 3H,
*Jp, = 6.2 Hz, Thr-y), 0.86 (d, 6H, *J, 5 = 6.5 Hz, Leu-8), 0.81 (d, 6H, *J, 5 = 6.5 Hz, Leu-3).

Die OH- und COOH-Signale konnten nicht alle detektiert bzw. eindeutig zugewiesen
werden. Das fiir die RP-HPLC verwendete Acetonitril enthélt ca. 0.0005 % Ammoniak. Da
dem Laufmittel 0.1 % Trifluoressigséure zugesetzt wird, entsteht in entsprechenden Mengen
NH,". Dieses verursacht das stark verbreiterte Signal bei 5= 7.10 ppm (vgl. Spektrenanhang
S. 186). Verbindung 3 (49.0 mg) enthilt damit ca. 0.12 mg NH,".

150.9 MHz-"*C-NMR (BB, HMQC, DMSO-ds): & [ppm]=174.2, 174.12, 174.10, 172.24,
172.20, 172.11, 172.08, 171.8, 171.6, 171.13, 171.05, 170.9, 170.6, 170.3, 170.0, 169.9,
169.8, 169.3 (19 x C=0), 102.6 (Gal-1), 99.2 (L-Gal-1), 98.7 (Sia-2), 78.1 (Gle-1), 77.5
(Gle-5), 76.8 (Glc-3), 75.8 (Gal-3), 74.9 (Gal-5), 74.1 (Glc-4), 73.6 (Sia-6), 71.1 (Sia-8),
69.6 (L-Gal-2 oder L-Gal-3), 69.1 (L-Gal-5), 68.6 (L-Gal-2 oder L-Gal-3), 68.43, 68.39
(Gal-2, Sia-7), 68.2 (L-Gal-4), 67.3 (Gal-4), 66.8 (Sia-4), 66.4 (Thr-p), 63.2 (Sia-9), 61.7
(Ser-B), 59.64, 59.55 (Gal-6, L-Gal-6), 58.9 (Glc-6), 58.6 (Thr-a), 54.9 (Ser-a), 54.6
(Glc-2), 52.3 (Sia-5), 52.1, 52.0, 51.7, 51.5, 51.2 (3 x Glu-a, 2 x Leu-a), 49.5 (Asn-a.), 48.6
(Asp-a), 42.2 (Gly-a), 40.5, 40.3 (2 x Leu-B, Sia-3), 36.9 (Asn-B), 36.0 (Asp-p), 30.2, 30.1,
30.0 (3 x Glu-y), 27.5 (Glu-B), 27.2 (2 x Glu-B), 24.1 (2 x Leu-y), 23.1 (2 x Leu-d), 22.9,
22.7,22.5 (3 x CH5"), 21.6, 21.5 (2 x Leu-8), 19.6 (Thr-y).

ESI-MS (Gerit 2, mit 0.1 % TFA), positiv [m/z] = 1988.9 (100 %, [M + Na]", ber.: 1988.8),
1966.9 (77 %, [M + H]", ber.: 1966.8), 1804.8 (7 %, [M — L-Gal + H]", ber.: 1804.7), 1675.8
(45 %, [M — Sia + H]J, ber.: 1675.7), 1513.7 (94 %, [M — Sia — L-Gal + H]", ber.: 1513.6),
1351.7 (72 %, [M —Neu — L-Gal — Gal + H]", ber.: 1351.6), 1006.0 (78 %, [M +2Na]*,
ber.: 1005.9).
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HR-ESI-MS (mit 0.1 % TFA), positiv, [m/z] =1988.7568 (100 %, [M+Na]’, ber.:
1988.7583).
C77H123N13046 (1966.9)

N-Acetyl-L-glycyl-N*-(2-acetamido-4-0-{2,4,6-tri-O-acetyl-3-O-[(1S)-2-cyclohexyl-1-
methoxycarbonyl-ethyl]-B-D-galactopyranosyl}-3-0O-{2,3,4-tri-O-acetyl-a-L-fuco-
pyranosyl}-6-O-acetyl-2-desoxy-B-D-glucopyranosyl)-L-asparaginyl-L-leucyl-L-
threonyl-L-glutamyl-L-leucyl-L-glutamyl-L-seryl-L-glutamyl-L-asparaginsaure (112)
(Ac-Gly-Asn(B-Acs-[Fuc]-cycloLe*COOMe)-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH)

Die automatisierte Glycopeptid-Festphasensynthese wird ausgehend von 476 mg
(0.100 mmol) eines Fmoc-Asp(O'Bu)-PHB vorbeladenen TentaGel®-Harzes (Beladung:
0.21 mmol/g) nach dem allgemeinen Kupplungsprotokoll (vgl. Seite 156) durchgefiihrt. Fiir
den Einbau der Glycosylaminosidure 104 wird die automatisierte Synthese nach erfolgter
Fmoc-Abspaltung gestoppt und das Harz mit einer extern angesetzten Losung aus 266 mg
(0.200 mmol) Fmoc-Asn(B-Acs;-[Fuc]-cycloLe*COOMe)-OH (104), 84 mg (0.22 mmol)
HATU, 30 mg (0.22 mmol) HOAt, 48.5 ul (44.6 mg, 0.441 mmol) N-Methylmorpholin in
2 ml N-Methylpyrrolidin-2-on versetzt und 6 h geschiittelt. Nach Beendigung der Kupplung
werden die {iberschiissigen Reagenzien abfiltriert und das Harz wird mit
N-Methylpyrrolidin-2-on gewaschen und anschlieBend mit Capping-Reagenz versetzt. Die
Ankniipfung der letzten Aminosdure Glycin findet wieder nach dem allgemeinen
Kupplungsprotokoll statt. Nach dieser letzten Kupplung wird die aminoterminale
Fmoc-Schutzgruppe durch Behandlung des Harzes mit einer 20%igen Losung von Piperidin
in N-Methylpyrrolidin-2-on entfernt und der nun freie Aminoterminus wird mit Capping-
Reagenz acetyliert. Zur Abspaltung des Glycopeptids vom Harz und zur gleichzeitigen
Deblockierung der Seitenkettenfunktionalititen der Aminosduren iiberfithrt man das Harz in
einen Festphasenreaktor nach Merrifield und schiittelt es 2 h in einer Mischung aus 10 ml
Trifluoressigsdure, 10 ml Dichlormethan, 0.5 ml Wasser und 0.5 ml Triisopropylsilan. Das
Harz wird abfiltriert und zweimal mit je 10 ml eines Trifluoressigsdure-Dichlormethan-
Gemischs (v:v =1:1) gewaschen. Man gibt zu den vereinigten Filtraten 70 ml Toluol und
entfernt die Losungsmittel i. Vak., wobei man durch die dreimalige Zugabe von je 20 ml
Toluol darauf achtet, das sich die Trifluoressigsdure nicht aufkonzentriert. Als einziges
bedeutendes Nebenprodukt entsteht zu ca. 17 % (durch analytische RP-HPLC bestimmt) die
Abbruchsequenz ~ Ac-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH  (115).  Von  einem
Massenspektrum abgesehen wird das Produkt 112 ohne weitere Charakterisierung und ohne

Reinigung zum deblockierten Glycopeptid 4 umgesetzt.
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Abbruchsequenz Ac-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH (115), nicht isoliert, nur
analytische RP-HPLC und ESI-MS: R, = 22.3 min (Siule A, Gradient N, mit 0.1 % TFA).
ESI-MS (Gerdit 2, mit 0.1 % TFA), positiv [m/z] =999.4 (6 %, [M +Na]’, ber.: 999.4),
977.4 (100 %, [M + H]", ber.: 977.4).

Rohprodukt 112: 178 mg; farbloser amorpher Feststoff; R, = 37.1 min (Sdule A, Gradient N,
mit 0.1 % TFA).

ESI-MS (Gerdt 2, mit 0.1 % TFA), positiv [m/z] =2144.9 (100 %, [M+ 1+ Na]", ber.:
2144.9), 1084.0 (43 %, [M + 1 + 2Na]*", ber.: 1083.9).

CooH136N12046 (2122.1)

N-Acetyl-L-glycyl-N*-(2-acetamido-4-O-{3-O-[(1S)-2-cyclohexyl-1-carboxy-ethyl]-B-D-
galactopyranosyl}-2-desoxy-3-O-{a-L-fucopyranosyl}-B-D-glucopyranosyl)-L-
asparaginyl-L-leucyl-L-threonyl-L-glutamyl-L-leucyl-L-glutamyl-L-seryl-L-glutamyl-L-
asparaginsaure (4)
(Ac-Gly-Asn(B-[Fuc]-cycloLe*COOH)-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH)

Eine Losung von 178 mg roher Ac-Gly-Asn(B-Ac;-[Fuc]-cycloLe*COOMe)-Leu-Thr-Glu-
Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH (112) in 15 ml Methanol wird so lange mit Natriummethanolat
versetzt, bis ein pH-Wert von 8.5-9.5 erreicht ist und anschlieBend 15 h geriihrt. Man
neutralisiert die Reaktionsmischung durch Zugabe von Essigsdure, entfernt das
Losungsmittel i. Vak. und nimmt den Riickstand in 15 ml Wasser auf. Die resultierende
Losung wird durch 1 M Natronlauge auf einen pH-Wert von 9.5-10.5 gebracht und 15 h
geriihrt. AnschlieBend entfernt man das Losungsmittel i. Vak. und reinigt das Rohprodukt
durch eine priparative RP-HPLC (R;=65.9-68.8 min, Sdule B, Gradient M, mit 0.1 %
TFA).

Ausbeute: 74.5 mg (41.1 pumol, 41 %, bezogen auf die Startaminosdure am Harz); farbloses
Lyophilisat; [a]5 =—60 (c=0.5, H,0); R,=23.3 min (Sdule A, Gradient N, mit 0.1 %
TFA).

600 MHz-'"H-NMR ('H-'H-COSY, NOESY, ROESY, DMSO-ds): & [ppm]=8.30 (d, 1H,
3Jni1 = 8.8 Hz, Gle-1-NH), 8.17 (d, 1H, *Juuo= 6.2 Hz, Asp-NH), 8.15-8.12 (m, 2H,
Asn-NH, Gly-NH), 8.01-7.96 (m, 3H, Glc-2-NH, Glu’-NH, Glu*-NH), 7.87-7.84 (m, 2H,
2 x Leu-NH), 7.83 (d, 1H, *Jnuo = 7.3 Hz, Glu®-NH), 7.80 (d, 1H, *Jyuo = 7.3 Hz, Ser-NH),
7.72 (d, 1H, *Jxie = 6.8 Hz, Thr-NH), 5.19 (s, 1H, OH), 4.92 (d, 1H, *J,, = 8.8 Hz, Glc-1),
4.89 (m, 1H, Thr-OH), 4.83 (d, 1H, *Ji» = 3.5 Hz, Fuc-1), 4.75 (s, 1H, OH), 4.63 (m., 1H,
Fuc-5), 4.55-4.52 (m, 2H, Asn-a, OH), 4.47 (m., 1H, Asp-a), 4.33-4.21 (m, 9H, CHCOOH
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{4.31}, Gal-1 {4.28}, 3 x Glu-a, 2 x Leu-a, Ser-a, OH), 4.14-4.09 (m, 2H, Thr-a,, OH),
3.93 (m, 1H, Thr-B), 3.79-3.74 (m, 2H, Gal-4 {3.77}, Glc-6a {3.75}), 3.70 (m,, 1 H, Glc-2),
3.68-3.55 (m, 6H, 2 x Gly-a {3.66}, Glc-3 {3.65}, Glc-6b {3.63}, Glc-4 {3.58}, Ser-Pa
{3.57}), 3.54-3.48 (m, 3H, Fuc-3 {3.52}, Ser-fb {3.51}, Gal-6a {3.50}), 3.46-3.36 (m, 4H,
Fuc-4 {3.45}, Gal-2 {3.42}, Fuc-2 {3.39}, Gal-6b {3.38}), 3.25 (m,, 1H, Glc-5), 3.20 (m,,
1H, Gal-5), 3.12 (m,, 1H, Gal-3), 2.65 (dd, 1H, 3Ja,,3a = 6.4 Hz, 2JBa,Bb =16.3 Hz, Asp-Pa),
2.60-2.51 (m, 2H, Asn-Ba {2.58}, Asp-Bb {2.53}), 2.41 (m., 1H, Asn-fb), 2.26-2.21 (m,
6H, Glu-y), 1.94-1.85 (m, 4H, Cyclo-CH, {1.85}, 3 x Glu-p), 1.84, 1.78 (2 x s, 6H, CH;"°),
1.76-1.69 (m, 3H, Glu-B), 1.66-1.57 (m, 7H, 4 x Cyclo-CH,, Cyclo-CH {1.63}, 2 x Leu-y),
1.51-1.40 (m, 6H, 2 x CH,CHCOOH, 4 x Leu-p), 1.22-1.08 (m, 3H, Cyclo-CH,), 1.02 (d,
3H, 3J[3,Y: 6.2 Hz, Thr-y), 0.99 (d, 3H, *Jss = 6.5 Hz, Fuc-6), 0.90 (m., 1H, Cyclo-CH,),
0.86 (d, 6H, *J,5=6.5Hz, Leu-8), 0.81 (d, 6H, *J,5=6.5 Hz, Leu-8), 0.80 (m., 1H,
Cyclo-CH,).

Die OH- und COOH-Signale konnten nicht alle detektiert bzw. eindeutig zugewiesen
werden.

150.9 MHz-*C-NMR (BB, HMQC, DMSO-dy): & [ppm]=176.3, 174.11, 174.09, 172.2,
172.1, 171.1, 171.0, 170.9, 170.4, 170.0, 169.8, 169.3 (18 x C=0), 101.9 (Gal-1), 98.9
(Fuc-1), 82.0 (Gal-3), 78.0 (Glc-1), 77.5 (Glc-5), 76.1 (Glc-3), 76.0 (CHCOOH), 74.2
(Gal-5), 73.2 (Glc-4), 71.6 (Fuc-4), 70.7 (Gal-2), 69.4 (Fuc-3), 68.2 (Fuc-2), 66.5 (Thr-f),
65.9 (Fuc-5), 65.5 (Gal-4), 61.7 (Ser-B), 59.6 (Gal-6), 59.2 (Glc-6), 58.6 (Thr-a), 54.9
(Ser-a), 54.4 (Glc-2), 52.0, 51.9, 51.7, 51.4, 51.1 (3 x Glu-a, 2 x Leu-a), 49.4 (Asn-a), 48.6
(Asp-a), 42.2 (Gly-a), 40.5, 40.4 (2 x Leu-, CH,CHCOOH), 36.9 (Asn-B), 36.1 (Asp-B),
33.5 (Cyclo-CHy), 32.9 (Cyclo-CH), 31.7 (Cyclo-CH), 30.2, 30.1, 30.0 (3 x Glu-y), 27.5
(Glu-B), 27.3 (2 x Glu-B), 26.2, 25.9, 25.7 (3 x Cyclo-CHy), 24.1 (2 x Leu-y), 23.2, 23.1
(2 x Leu-8), 22.9, 22.4 (2 x CH3*°), 21.6, 21.5 (2 x Leu-38), 19.6 (Thr-y), 16.5 (Fuc-6).
ESI-MS (Geriit 2, mit 0.1 % TFA), positiv [m/z] = 1835.8 (61 %, [M + Na]’, ber.: 1835.8),
1813.8 (100 %, [M+H]", ber.: 1813.8), 1667.8 (33 %, [M —Fuc +H]", ber.: 1667.7),
1351.6 (31 %, [M — Cyclohexylmilchsdure — Fuc — Gal + H]", ber.: 1351.6), 929.4 (49 %,
[M + 2Na]*", ber.: 929.4).

HR-ESI-MS (mit 0.1 % TFA), positiv, [m/z] =1835.7638 (100 %, [M + Na]', ber.:
1835.7673).

C75H120N 12039 (1813.8)
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N-Acetyl-L-glycyl-N*-(2-acetamido-3-0-{2,3,4-tri-O-acetyl-B-D-arabinopyranosyl}-4-O-
{2,4,6-tri-O-acetyl-3-O-[(1S)-2-cyclohexyl-1-methoxycarbonyl-ethyl]-B-D-galacto-
pyranosyl}-6-O-acetyl-2-desoxy-B-D-glucopyranosyl)-L-asparaginyl-L-leucyl-L-
threonyl-L-glutamyl-L-leucyl-L-glutamyl-L-seryl-L-glutamyl-L-asparaginsaure (113)
(Ac-Gly-Asn(B-Acs-[Ara]-cycloLe*COOMe)-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH)

Die automatisierte Glycopeptid-Festphasensynthese wird ausgehend von 370 mg
(0.100 mmol) eines Fmoc-Asp(O'Bu)-PHB vorbeladenen TentaGel“-Harzes (Beladung:
0.27 mmol/g) nach dem allgemeinen Kupplungsprotokoll (vgl. Seite 156) durchgefiihrt. Fiir
den Einbau der Glycosylaminosdure 105 wird die automatisierte Synthese nach erfolgter
Fmoc-Abspaltung gestoppt und das Harz mit einer extern angesetzten Losung aus 263 mg
(0.200 mmol) Fmoc-Asn(B-Acs-[Ara]-cycloLe*COOMe)-OH (105), 84 mg (0.22 mmol)
HATU, 30 mg (0.22 mmol) HOAt, 48.5 ul (44.6 mg, 0.441 mmol) N-Methylmorpholin in
2 ml N-Methylpyrrolidin-2-on versetzt und 6 h geschiittelt. Nach Beendigung der Kupplung
werden die iiberschiissigen Reagenzien abfiltriert und das Harz wird mit
N-Methylpyrrolidin-2-on gewaschen und anschlieBend mit Capping-Reagenz versetzt. Die
Ankniipfung der letzten Aminosdure Glycin findet wieder nach dem allgemeinen
Kupplungsprotokoll statt. Nach dieser letzten Kupplung wird die aminoterminale
Fmoc-Schutzgruppe durch Behandlung des Harzes mit einer 20%igen Losung von Piperidin
in N-Methylpyrrolidin-2-on entfernt und der nun freie Aminoterminus wird mit Capping-
Reagenz acetyliert. Zur Abspaltung des Glycopeptids vom Harz und zur gleichzeitigen
Deblockierung der Seitenkettenfunktionalitdten der Aminosduren iiberfithrt man das Harz in
einen Festphasenreaktor nach Merrifield und schiittelt es 2 h in einer Mischung aus 10 ml
Trifluoressigsdure, 10 ml Dichlormethan, 0.5 ml Wasser und 0.5 ml Triisopropylsilan. Das
Harz wird abfiltriert und zweimal mit je 10 ml eines Trifluoressigsdure-Dichlormethan-
Gemischs (v:v =1:1) gewaschen. Man gibt zu den vereinigten Filtraten 70 ml Toluol und
entfernt die Losungsmittel i. Vak., wobei man durch die dreimalige Zugabe von je 20 ml
Toluol darauf achtet, das sich die Trifluoressigsdure nicht aufkonzentriert. Das Rohprodukt
wird durch eine priparative RP-HPLC gereinigt (R,=118.3-121.2 min, Séaule B,
Gradient M, mit 0.1 % TFA), wodurch die zu ca. 22 % (durch analytische RP-HPLC
bestimmt) entstandene Abbruchsequenz Ac-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH (115)
und andere Verunreinigungen abgetrennt werden konnen. Von einem Massenspektrum
abgesehen wird das Produkt 113 ohne weitere Charakterisierung zum deblockierten

Glycopeptid 5 umgesetzt.

Abbruchsequenz Ac-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH (115), nicht isoliert, nur
analytische RP-HPLC und ESI-MS: R, = 33.8 min (Séule A, Gradient L, mit 0.1 % TFA).
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ESI-MS (Gerdt 2, mit 0.1 % TFA), positiv [m/z] =999.4 (6 %, [M +Na]’, ber.: 999.4),
977.4 (100 %, [M + H]", ber.: 977.4).

Produkt 113: 90.0 mg (42.7 umol, 43 %, bezogen auf die Startaminosdure am Harz);
farbloses Lyophilisat; R, = 59.9 min (Sdule A, Gradient L, mit 0.1 % TFA).

ESI-MS (Geriit 2), positiv [m/z] =2189.8 (5 %, [M + 2Na + K — 2H]", ber.: 2189.8), 2173.9
(2 %, [M + 3Na — 2H]", ber.: 2173.8), 1106.4 (100 %, [M + 3Na + K — 2H]*", ber.: 1106.4).
CsoH 134N 12046 (2108.1)

N-Acetyl-L-glycyl-N*-(2-acetamido-3-O-{B-D-arabinopyranosyl}-4-0-{3-O-[(1S)-2-
cyclohexyl-1-carboxy-ethyl]-B-D-galactopyranosyl}-2-desoxy-B-D-glucopyranosyl)-L-
asparaginyl-L-leucyl-L-threonyl-L-glutamyl-L-leucyl-L-glutamyl-L-seryl-L-glutamyl-L-
asparaginsaure (5)
(Ac-Gly-Asn(B-[Ara]-cycloLe*COOH)-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH)

Eine Losung von 90.0 mg (42.7 umol) Ac-Gly-Asn(B-Acs-[Ara]-cycloLe*COOMe)-Leu-
Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH (113) in 15 ml Methanol wird so lange mit Natrium-
methanolat versetzt, bis ein pH-Wert von 8.5-9.5 erreicht ist und anschlieend 15 h geriihrt.
Man neutralisiert die Reaktionsmischung durch Zugabe von Essigsdure, entfernt das
Losungsmittel i. Vak. und nimmt den Riickstand in 15 ml Wasser auf. Die resultierende
Losung wird durch 1 M Natronlauge auf einen pH-Wert von 9.5-10.5 gebracht und 15 h
gertihrt. Anschliefend entfernt man das Losungsmittel i. Vak. und reinigt das Rohprodukt
durch eine priparative RP-HPLC (R;=86.0-91.4 min, Siule B, Gradient M, mit 0.1 %
TFA).

Ausbeute: 69.8 mg (38.8 umol, 91 %; 39 %, bezogen auf die Startaminosdure am Harz);
farbloses Lyophilisat; [a]; =-29 (¢ =0.5, H,0); R,=22.6 min (Sdule A, Gradient N, mit
0.1 % TFEA).

600 MHz-'H-NMR ('H-'H-COSY, NOESY, DMSO-ds): & [ppm]=831 (d, IH,
Jnii = 8.2 Hz, Gle-1-NH), 8.17 (d, 1H, *Jauo=7.4 Hz, Asp-NH), 8.14-8.10 (m, 2H,
Asn-NH, Gly-NH), 8.02-7.97 (m, 3H, Glc-2-NH, Glu>-NH, Glu*-NH), 7.88-7.85 (m, 2H,
2 x Leu-NH), 7.83 (d, 1H, *Jnp = 7.6 Hz, Glu®-NH), 7.80 (d, 1H, *Jxue = 7.3 Hz, Ser-NH),
7.72 (d, 1H, *Jnpe = 7.1 Hz, Thr-NH), 5.21 (sp, 1H, OH), 4.94-4.88 (m, 3H, Glc-1 {4.91},
Thr-OH {4.90}, Ara-1 {4.89}), 4.76 (sp, 1H, OH), 4.56-4.43 (m, 4H, Asn-a. {4.53}, Ara-5a
{4.47}, Asp-o. {4.45}, OH), 4.37-4.20 (m, 10H, Gal-1 {4.29}, CHCOOH {4.27}, 3 x Glu-a,
2 x Leu-a, Ser-a, 2 x OH), 4.12 (m, 1H, Thr-a), 3.93 (m., 1H, Thr-p), 3.80 (s,, 1H, Gal-4),
3.74-3.70 (m, 2H, Glc-6a {3.72}, Glc-2 {3.71}), 3.69-3.61 (m, 5H, Ara-4 {3.68}, Glc-3
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{3.66}, 2 x Gly-a. {3.66}, Glc-6b {3.62}), 3.60-3.37 (m, 8H, Glc-4 {3.60}, Ser-Ba {3.57},
Ara-3 {3.54}, Ser-Bb {3.51}, Gal-6a {3.49}, Ara-2 {3.42}, Gal-2 {3.41}, Gal-6b {3.39}),
3.25 (m, 1H, Glc-5), 3.20 (m., 1H, Gal-5), 3.15 (m,, 1H, Ara-5b), 3.10 (m., 1H, Gal-3),
2.64 (dd, 1H, *Jopa = 6.2 Hz, *Jpapp = 16.4 Hz, Asp-Ba), 2.58 (m., 1H, Asn-Ba), 2.53 (dd,
1H, *Jopo = 6.2 Hz, *Jpapp = 16.4 Hz, Asp-Bb), 2.41 (m,, 1H, Asn-Bb), 2.28-1.19 (m, 6H,
Glu-y), 1.94-1.84 (m, 4H, Cyclo-CH, {1.84}, 3 x Glu-B), 1.84, 1.78 (2x's, 6H, CH3A°),
1.76-1.69 (m, 3H, Glu-B), 1.64-1.54 (m, 7H, 4 x Cyclo-CH,, Cyclo-CH {1.62}, 2 x Leu-y),
1.52-1.40 (m, 6H, 2 x CH,CHCOOH, 4 x Leu-B), 1.23-1.08 (m, 3H, Cyclo-CH»), 1.01 (d,
3H, *Jp, = 6.2 Hz, Thr-y), 0.88 (m,, 1H, Cyclo-CH,), 0.85 (d, 6H, *J, 5= 6.2 Hz, Leu-d),
0.81 (d, 6H, °J, 5 = 6.5 Hz, Leu-8), 0.77 (m,, 1H, Cyclo-CH,).

Die OH- und COOH-Signale konnten nicht alle detektiert bzw. eindeutig zugewiesen
werden. Das fiir die RP-HPLC verwendete Acetonitril enthdlt ca. 0.0005 % Ammoniak. Da
dem Laufmittel 0.1 % Trifluoressigsdure zugesetzt wird, entsteht in entsprechenden Mengen
NH,". Dieses verursacht das stark verbreiterte Signal bei 5= 7.10 ppm (vgl. Spektrenanhang
S. 190). Verbindung 5 (69.8 mg) enthilt damit ca. 0.11 mg NH,".

150.9 MHz-">C-NMR (BB, HMQC, DMSO-ds): & [ppm] = 176.3, 174.13, 174.12, 174.09,
172.3, 172.2, 172.1, 171.7, 171.1, 171.0, 170.9, 170.4, 170.2, 170.0, 169.8, 169.3
(18 x C=0), 102.0 (Gal-1), 99.2 (Ara-1), 81.8 (Gal-3), 78.1 (Glec-1), 77.5 (Glc-5), 76.3
(CHCOOH), 76.0 (Glc-3), 74.4 (Gal-5), 73.2 (Glc-4), 70.7 (Gal-2), 68.8 (Ara-4), 68.63
(Ara-2), 68.57 (Ara-3), 66.5 (Thr-p), 65.7 (Gal-4), 63.8 (Ara-5), 61.7 (Ser-p), 59.6 (Gal-6),
59.1 (Glc-6), 58.6 (Thr-a), 54.9 (Ser-a), 54.4 (Glc-2), 52.0, 51.9, 51.7, 51.4, 51.1
(3 x Glu-a, 2x Leu-a), 49.4 (Asn-a), 48.6 (Asp-a), 42.2 (Gly-a), 40.8, 40.5, 40.3
(2 x Leu-p, CH,CHCOOH), 36.9 (Asn-B), 36.2 (Asp-B), 33.5 (Cyclo-CHy), 32.8
(Cyclo-CH), 31.7 (Cyclo-CHb»), 30.2, 30.1, 30.0 (3 x Glu-y), 27.4 (Glu-B), 27.3 (2 x Glu-B),
26.2, 25.9, 25.6 (3 x Cyclo-CH»), 24.12, 24.08 (2 x Leu-y), 23.14, 23.12 (2 x Leu-9), 22.9,
22.5 (2 x CH;™), 21.6, 21.5 (2 x Leu-8), 19.6 (Thr-y).

ESI-MS (Geriit 2, mit 0.1 % TFA), positiv [m/z] = 1822.0 (97 %, [M + Na]", ber.: 1821.8),
1800.0 (100 %, [M + HJ", ber.: 1799.8), 1668.0 (9 %, [M — Cyclohexylmilchsiure + Na]",
ber.: 1667.7), 1373.8 (6 %, [M — Fuc — Gal — Cyclohexylmilchséure + Na]", ber.: 1373.6),
922.5 (20 %, [M + 2Na]**, ber.: 922.4).

HR-ESI-MS (mit 0.1 % TFA), positiv, [m/z] =1799.7725 (100 %, [M+H]", ber.:
1799.7698).

C74H1138N12039 (1799.8)
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N-Acetyl-L-glycyl-N*-(2-acetamido-4-0-{2,4,6-tri-O-acetyl-3-O-[(1S)-2-cyclohexyl-1-
methoxycarbonyl-ethyl]-B-D-galactopyranosyl}-3-0-{2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-L-
galactopyranosyl}-6-O-acetyl-2-desoxy-B-D-glucopyranosyl)-L-asparaginyl-L-leucyl-L-
threonyl-L-glutamyl-L-leucyl-L-glutamyl-L-seryl-L-glutamyl-L-asparaginsaure (114)
(Ac-Gly-Asn(B-Acs-[L-Gal]-cycloLe*COOMe)-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH)

Die automatisierte Glycopeptid-Festphasensynthese wird ausgehend von 476 mg
(0.100 mmol) eines Fmoc-Asp(O'Bu)-PHB vorbeladenen TentaGel®-Harzes (Beladung:
0.21 mmol/g) nach dem allgemeinen Kupplungsprotokoll (vgl. Seite 156) durchgefiihrt. Fiir
den Einbau der Glycosylaminosidure 106 wird die automatisierte Synthese nach erfolgter
Fmoc-Abspaltung gestoppt und das Harz mit einer extern angesetzten Losung aus 277 mg
(0.200 mmol) Fmoc-Asn(B-Acs-[L-Gal]-cycloLe*COOMe)-OH (106), 84 mg (0.22 mmol)
HATU, 30 mg (0.22 mmol) HOAt, 48.5 ul (44.6 mg, 0.441 mmol) N-Methylmorpholin in
2 ml N-Methylpyrrolidin-2-on versetzt und 6 h geschiittelt. Nach Beendigung der Kupplung
werden die iiberschiissigen Reagenzien abfiltriert und das Harz wird mit
N-Methylpyrrolidin-2-on gewaschen und anschlieBend mit Capping-Reagenz versetzt. Die
Ankniipfung der letzten Aminosdure Glycin findet wieder nach dem allgemeinen
Kupplungsprotokoll statt. Nach dieser letzten Kupplung wird die aminoterminale
Fmoc-Schutzgruppe durch Behandlung des Harzes mit einer 20%igen Losung von Piperidin
in N-Methylpyrrolidin-2-on entfernt und der nun freie Aminoterminus wird mit Capping-
Reagenz acetyliert. Zur Abspaltung des Glycopeptids vom Harz und zur gleichzeitigen
Deblockierung der Seitenkettenfunktionalititen der Aminosduren iiberfithrt man das Harz in
einen Festphasenreaktor nach Merrifield und schiittelt es 2 h in einer Mischung aus 10 ml
Trifluoressigsdure, 10 ml Dichlormethan, 0.5 ml Wasser und 0.5 ml Triisopropylsilan. Das
Harz wird abfiltriert und zweimal mit je 10 ml eines Trifluoressigsdure-Dichlormethan-
Gemischs (v:v =1:1) gewaschen. Man gibt zu den vereinigten Filtraten 70 ml Toluol und
entfernt die Losungsmittel i. Vak., wobei man durch die dreimalige Zugabe von je 20 ml
Toluol darauf achtet, das sich die Trifluoressigsdure nicht aufkonzentriert. Als einziges
bedeutendes Nebenprodukt entsteht zu ca. 10 % (durch analytische RP-HPLC bestimmt) die
Abbruchsequenz ~ Ac-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH  (115).  Von  einem
Massenspektrum abgesehen wird das Produkt 114 ohne weitere Charakterisierung und ohne

Reinigung zum deblockierten Glycopeptid 6 umgesetzt.

Abbruchsequenz Ac-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH (115), nicht isoliert, nur
analytische RP-HPLC und ESI-MS: R, = 21.9 min (Sdule A, Gradient N, mit 0.1 % TFA).
ESI-MS (Gerdt 2, mit 0.1 % TFA), positiv [m/z] =977.5 (100 %, [M + H]", ber.: 977.4).
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Rohprodukt 114: 172 mg; farbloser amorpher Feststoff; R, =27.0 min (Sédule A, Gradient F,
mit 0.1 % TFA).

ESI-MS (Geriit 2, mit 0.1 % TFA), positiv [m/z] =2218.9 (2 %, [M + 1 + K], ber.: 2218.8),
2202.9 (15 %, [M+ 1+ Na]", ber.: 2202.9), 2180.9 (100 %, [M + 1+ H]", ber.: 2180.9),
1849.8 (22 %, [M—L-Gal+H]J", ber.: 1849.8), 1723.7 (17 %, [M — Gal —Cyclohexyl-
milchsdure + H]', ber.: 1723.7), 1110.0 (12 %, [M+ 1 + K + H]2+, ber.: 1109.9).

CooH 133N 12045 (2180.1)

N-Acetyl-L-glycyl-N*-(2-Acetamido-4-O-{3-O-[(1S)-2-cyclohexyl-1-carboxy-ethyl]-B-D-
galactopyranosyl}-2-desoxy-3-O-{a-L-galactopyranosyl}-B-D-glucopyranosyl)-L-
asparaginyl-L-leucyl-L-threonyl-L-glutamyl-L-leucyl-L-glutamyl-L-seryl-L-glutamyl-L-
asparaginsaure (6)
(Ac-Gly-Asn(B-[L-Gal]-cycloLe*COOH)-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH)

Eine Losung von 172 mg roher Ac-Gly-Asn(B-Acs-[L-Gal]-cycloLe*COOMe)-Leu-Thr-
Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-OH (114) in 15 ml Methanol wird so lange mit Natrium-
methanolat versetzt, bis ein pH-Wert von 8.5-9.5 erreicht ist und anschliefend 15 h geriihrt.
Man neutralisiert die Reaktionsmischung durch Zugabe von Essigsdure, entfernt das
Losungsmittel i. Vak. und nimmt den Riickstand in 15 ml Wasser auf. Die resultierende
Losung wird durch 1 M Natronlauge auf einen pH-Wert von 9.5-10.5 gebracht und 15 h
geriihrt. AnschlieBend entfernt man das Losungsmittel i. Vak. und reinigt das Rohprodukt
durch eine priparative RP-HPLC (R; = 61.6-64.0 min, Sdule B, Gradient P, mit 0.1 % TFA).

Ausbeute: 67.0 mg (36.6 umol, 37 %, bezogen auf die Startaminosdure am Harz); farbloses
Lyophilisat; [«] 2D3 =-28 (¢=0.5, MeOH); R;=23.1 min (Sdule A, Gradient N, mit 0.1 %
TFA).

600 MHz-"H-NMR ('H-'"H-COSY, NOESY, ROESY, DMSO-ds): & [ppm]=28.29 (d, 1H,
a1 =9.1 Hz, Gle-1-NH), 8.17 (d, 1H, *Juuno=7.9 Hz, Asp-NH), 8.14-8.12 (m, 2H,
Asn-NH, Gly-NH), 8.00-7.98 (m, 2H, Glu*-NH, Glu*-NH), 7.95 (d, 1H, *Jxu, = 8.2 Hz,
Glc-2-NH), 7.87-7.85 (m, 2H, 2 x Leu-NH), 7.83 (d, 1H, 3JNH,@ =7.6 Hz, Glu6—NH), 7.80
(d, 1H, *Jxie = 7.3 Hz, Ser-NH), 7.72 (d, 1H, *Jauq = 7.6 Hz, Thr-NH), 5.31 (sb, 1H, OH),
4.95-4.85 (m, 3H, Glc-1 {4.93}, L-Gal-1 {4.88}, OH), 4.77 (s», 1H, OH), 4.59 (s, 1H, OH),
4.55-4.45 (m, 3H, Asn-o. {4.53}, Asp-a. {4.50}, L-Gal-5 {4.50}), 4.38 (m., 1H, OH),
4.35-4.21 (m, 9H, CHCOOH {4.34}, Gal-1 {4.31}, 3 x Glu-a, 2 x Leu-a, Ser-o,, OH), 4.13
(dd, 1H, *Jnpe =7.3 Hz, *Jop=5.0 Hz, Thr-a)), 3.93 (m., 1H, Thr-B), 3.84-3.80 (m, 2H,
Gal-4 {3.83}, Glc-6a {3.82}), 3.73 (m., 1H, L-Gal-4), 3.70-3.62 (m, 5H, Glc-3 {3.69},
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Glc-2 {3.68}, 2 x Gly-a {3.67}, Glc-6b {3.63}), 3.61-3.56 (m, 2H, Glc-4 {3.60}, Ser-Pa
{3.57}), 3.53-3.35 (m, 8H, Ser-fb {3.51}, L-Gal-2 {3.47}, Gal-6a {3.47}, L-Gal-3 {3.46},
L-Gal-6a {3.45}, L-Gal-6b {3.40}, Gal-2 {3.40}, Gal-6b {3.37}), 3.26 (m,, 1H, Glc-5), 3.22
(m., 1H, Gal-5), 3.13 (m., 1H, Gal-3), 2.64 (dd, 1H, *Jup,= 6.4 Hz, *Jp.po = 16.6 Hz,
Asp-Pa), 2.57 (m., 1H, Asn-Ba), 2.53 (dd, 1H, *Jop, = 6.2 Hz, *Jp.po = 16.4 Hz, Asp-pb),
241 (mc, 1H, Asn-Bb), 2.26-2.21 (m, 6H, Glu-y), 1.94-1.85 (m, 4H, Cyclo-CH, {1.85},
3 x Glu-p), 1.84, 1.78 (2 xs, 6H, CH;™), 1.77-1.69 (m, 3H, Glu-p), 1.64-1.55 (m, 7H,
4 x Cyclo-CH,, Cyclo-CH {1.59}, 2x Leu-y), 1.52-1.40 (m, 6H, 2 x CH,CHCOOH,
4 x Leu-B), 1.24-1.07 (m, 3H, Cyclo-CHy), 1.01 (d, 3H, 3JB,Y = 6.2 Hz, Thr-y), 0.88 (m,, 1H,
Cyclo-CHy), 0.85 (d, 6H, *J, 5 = 6.5 Hz, Leu-3), 0.81 (d, 6H, *J, 5 = 6.5 Hz, Leu-3), 0.79 (m,,
1H, Cyclo-CHa).

Die OH- und COOH-Signale konnten nicht alle detektiert bzw. eindeutig zugewiesen

werden.

150.9 MHz-">C-NMR (BB, HMQC, DMSO-dy): & [ppm] = 176.0, 174.14, 174.12, 174.09,
172.21, 172.16, 172.1, 171.6, 171.1, 171.00, 170.96, 170.9, 170.5, 170.00, 169.97, 169.96,
169.8, 169.3 (18 x C=0), 102.3 (Gal-1), 99.1 (L-Gal-1), 81.2 (Gal-3), 78.0 (Glc-1), 77.4
(Glc-5), 76.7 (Gle-3), 76.5 (CHCOOH), 74.5 (Gal-5), 73.8 (Glc-4), 70.9 (Gal-2), 69.5
(L-Gal-3), 69.3 (L-Gal-5), 68.5 (L-Gal-2, L-Gal-4), 66.5 (Thr-p), 66.2 (Gal-4), 61.7 (Ser-B),
60.0 (L-Gal-6), 59.4 (Gal-6), 59.0 (Glc-6), 58.6 (Thr-a), 54.9 (Ser-a), 54.5 (Glc-2), 52.0,
51.9, 51.7, 51.4, 51.1 (3 x Glu-a, 2 x Leu-o), 49.4 (Asn-o), 48.6 (Asp-o), 42.2 (Gly-av),
40.7, 40.5, 40.4 (2 x Leu-B, CH,CHCOOH), 36.9 (Asn-PB), 35.9 (Asp-P), 33.4 (Cyclo-CH,),
32.8 (Cyclo-CH), 31.8 (Cyclo-CH,), 30.2, 30.1, 30.0 (3 x Glu-y), 27.5 (Glu-B), 27.3
(2 x Glu-B), 26.2, 258, 25.6 (3xCyclo-CH,), 24.12, 24.08 (2x Leu-y), 23.2, 23.1
(2 x Leu-8), 23.0, 22.4 (2 x CH3*°), 21.6, 21.5 (2 x Leu-8), 19.6 (Thr-y).

ESI-MS (Geriit 2, mit 0.1 % TFA), positiv [m/z] = 1851.9 (40 %, [M + Na]", ber.: 1851.8),
1829.9 (100 %, [M +H]", ber.: 1829.8), 1351.7 (32 %, [M — L-Gal — Gal — Cyclohexyl-
milchsdure + H]", ber.: 1351.6), 937.4 (26 %, [M +2Na]*", ber.: 937.4), 934.4 (28 %,
[M + K + H]*, ber.: 934.4).

HR-ESI-MS (mit 0.1 % TFA), positiv, [m/z] =1829.7859 (100%, [M+H]', ber.:
1829.7803).

C75sH 120N 12040 (1829.8)
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