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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1  Zelladhasionsphinomene —

Grundlegende Prozesse der inflammatorischen Kaskade

Zellerkennungs- und Zelladhdsionsphdnomene sind von fundamentaler Bedeutung fiir eine
Vielzahl von lebensnotwendigen biologischen Prozessen.!'! So bilden sie unter anderem
eine wesentliche Voraussetzung fiir die embryonale Entwicklung und kontrollieren den
Verlauf von Entziindungsprozessen, die die Heilung von verletztem Gewebe sowie die
Abwehr von korperfremden Stoffen durch das Immunsystem einschlieen.

Bei akuten Entziindungsreaktionen beispielsweise ist es erforderlich, dass die mit dem Blut
zirkulierenden weillen Blutkdrperchen, die Leukozyten, aus dem Blutgefdlsystem
austreten und in das umliegende geschiadigte Gewebe wandern, um schlieBlich dort ihre
Wirkung entfalten zu kénnen.'> *! Eingeleitet wird die Migration der Leukozyten, zu denen
man Lymphozyten, Monozyten sowie neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten
zdhlt, durch eine rezeptorvermittelte Adhdsion der Zellen an das vaskulidre Endothel.
An dieser sind unterschiedliche Klassen von membranstindigen Adhésionsmolekiilen
beteiligt,””! die Selektine™” (vgl. Kapitel 1.2), Integrine®® sowie Mitglieder der
Immunglobulin-Superfamilie.”

Zu Beginn der sogenannten inflammatorischen Kaskade (Schema 1.1) werden zahlreiche
spezifische, proinflammatorische Signalmolekiile — beispielsweise Zytokine wie der
Tumornekrosefaktor-a. (TNF-o)!'”! und Interleukin-1(3 (IL—IB),[“] Histamin oder Peroxid-
radikale — am Entziindungsherd ausgeschiittet. Diese induzieren die Expression von P- und
E-Selektin auf der Oberfliche in der Nihe befindlicher Endothelzellen.!”! Da P-Selektin in
intrazelluldren Speicherpartikeln, den Weibel-Palade-Kd&rperchen, aufbewahrt wird und
demzufolge lediglich mobilisiert und an die Zelloberfldche transportiert werden muss, ist
bereits innerhalb weniger Minuten nach einer entsprechenden Stimulierung die

12131 Das Erscheinen

Prisentation dieses Rezeptors auf den Endothelzellen zu beobachten.!
von E-Selektin auf der Zelloberfliche hingegen erfordert zundchst die Synthese von
mRNA, die das Protein codiert. Dadurch wird erst etwa vier Stunden nach erfolgter
Aktivierung eine maximale Konzentration dieses Rezeptors auf dem vaskuldren Endothel
erreicht.!'¥ Im Gegensatz zu P- und E-Selektin wird das dritte Mitglied der Selektinfamilie,
L-Selektin, konstitutiv auf Leukozyten prasentiert.[) In diesem Fall erfolgt die Regulierung
der von dem Rezeptor ausgeiibten Funktionen iiber die Steuerung der Expression der
zugehorigen Liganden, wie beispielsweise des Glycosylation-dependent Cell Adhesion

Molecule-1 (GlyCAM—l),[ls'm auf der Oberfldche von Endothelzellen.
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Als Selektinliganden im Allgemeinen fungieren bestimmte kohlenhydrathaltige
Molekiile,!"® insbesondere Glycoproteine wie der P-Selektin-Glycoprotein-Ligand-1
(PSGL-1)"*" und der E-Selektin-Ligand-1 (ESL-1),***! welche sich auf der Oberfliche
von Leukozyten befinden. Infolge von adhisiven, durch die drei Selektine und ihre
Liganden vermittelten Wechselwirkungen zwischen Endothelzellen und mit dem Blut

zirkulierenden Leukozyten werden letztere abgebremst, und die Zellen beginnen, entlang
« [24,25]

des Endothels zu ,,rollen®.
Endothelzellen

] .

Blutfluss ~ —— 1.) Rollende Adhésion 2.) Stabile Adhasion 3.) Extravasation

Y Y ‘

Leukozyt _

Wanderung entlang eines
Chemokingradienten

Schema 1.1: Die inflammatorische Kaskade."”!

Zusitzliche Interaktionen zwischen L-Selektin und einem geeigneten Liganden
— wahrscheinlich PSGL-12%1 _ auf bereits adhirierenden Blutzellen bewirken die
Assoziation weiterer Zellen aus dem Blutstrom.”>!"" Diesem initialen Prozess der
inflammatorischen Kaskade schlieBt sich das Auftreten zusitzlicher, stirkerer Wechsel-

32331 Hierbei handelt es sich um

wirkungen zwischen den beteiligten Zellen an.
Interaktionen zwischen Integrinen auf Leukozyten,™ wie zum Beispiel dem Leukozyten-
funktionsantigen-1 (LFA-1), und ihren Liganden, Mitgliedern der Immunglobulin-
Superfamilie!” wie dem endothelialen Protein Intercellular Adhesion Molecule-1
(ICAM-1),**! aus denen eine stabilere Adhision resultiert.*>*®! In der Folge kommt es
zu einem Abflachen der Leukozyten und einer proteolytischen Spaltung des membran-
stindigen L-Selektins, welches dabei in eine 16sliche Form iiberfithrt wird.®”* Der
Verlust dieses Adhédsionsmolekiils scheint ndtig zu sein, um die Migration der Blutzellen
durch die Endothelschicht, die sogenannte Extravasation, zu ermoglichen. Innerhalb des
Gewebes wandern die Leukozyten schlieBlich entlang eines Chemokingradienten zum

Entziindungsherd, wo sie ihre Wirkung entfalten.”!
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Die Bedeutung der Selektine fiir die zu Beginn der inflammatorischen Kaskade
auftretenden Adhésionsphdnomene konnte durch den Einsatz von monoklonalen
Antikorpern gegen die Selektinstrukturen sowie durch Experimente mit entsprechenden
Knock-Out-Méiusen belegt werden.***¢!

1.2 Die Selektine

Die Familie der Selektine™ **"*

! verdankt ihren Namen zum einen der Tatsache, dass ihre
Mitglieder hinsichtlich der Vermittlung von Zellkontakten eine grofle Selektivitét zeigen.
Im Gegensatz zu anderen Adhésionsmolekiilen, welche eine Vielzahl von Zell-Zell-
Wechselwirkungen im gesamten Organismus kontrollieren, bleiben die Funktionen der
Selektine auf die Steuerung von Interaktionen zwischen Leukozyten, Endothelzellen und
Blutpléttchen, den Thrombozyten, und damit auf das vaskuldre System beschrinkt. Zum
anderen ist die Bezeichnung ,,Selektin auf die strukturelle Ahnlichkeit dieser spezifischen
Rezeptoren zu den Lektinen, einer Klasse von kohlenhydratbindenden Molekiilen,™ "
zuriickzufiihren.

Es sind drei verschiedene Selektine bekannt, deren Benennung sich jeweils von dem
Zelltyp ableitet, auf dem sie erstmals identifiziert wurden:

P-Selektin (dltere Bezeichnungen: CD62P, LECAM-3, GMP-140, PADGEM)[Sz'SS] wurde
zunichst in Speichergranula von menschlichen Blutpléttchen (engl.: platelets) gefunden.
Allgemein wird das sowohl in den a-Granula der Thrombozyten als auch in den Weibel-
Palade-Korperchen der Endothelzellen permanent vorhandene Adhédsionsmolekiil von
Blutpléttchen und Endothelzellen nach einer entsprechenden Aktivierung durch spezifische
Signalstoffe — wie Thrombin, Histamin, Peroxidradikale oder bestimmte Zytokine — als
transmembrandses Protein exprimiert.

E-Selektin (iltere Bezeichnungen: CD62E, LECAM-2, ELAM-1)P>%) wurde auf
aktivierten Endothelzellen mit Hilfe eines monoklonalen Antikérpers nachgewiesen.
L-Selektin (iltere Bezeichnungen: CD62L, LECAM-1, LAM-1, gp90MEL)!*"** wurde
ebenfalls mittels eines monoklonalen Antikorpers auf Lymphozyten entdeckt. Allgemein
wird dieser Rezeptor auf der Oberfliche der meisten Leukozyten konstitutiv exprimiert.
Neben der Ausiibung seiner bereits geschilderten Funktionen im Zuge von Entziindungs-
reaktionen kommt diesem Adhidsionsmolekiil eine weitere wichtige Aufgabe zu, die
Vermittlung von Zellkontakten, welche eine Wanderung von Lymphozyten aus den
Blutgefdflen in die peripheren (sekundéiren) lymphatischen Organe ermoglichen. Dieser
Vorgang, der als Lymphozyten-Homing bezeichnet wird, ist von entscheidender

Bedeutung fiir das Zustandekommen effektiver adaptiver Inmunantworten.*!
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Strukturell weisen die Selektine zahlreiche Gemeinsamkeiten auf (Schema 1.2).[% So setzt
sich die extrazelluldre Region aller drei Proteine aus jeweils drei verschiedenen Doménen
zusammen, einer 120 Aminosduren umfassenden lektinartigen Domidne am Amino-
terminus, welche zu einer calciumabhédngigen Bindung von Kohlenhydratstrukturen
befahigt ist (CRD — Carbohydrate Recognition Domain), einer sich anschlieenden
Sequenz von etwa 35 bis 40 Aminosduren, die einer Wiederholungseinheit aus dem
epidermalen Wachstumsfaktor eng verwandt ist (EGF — Epidermal Growth Factor), und
einem Bereich, der aus einer je nach Selektintyp und Spezies variierenden Anzahl von
kurzen, jeweils etwa 60 Aminosduren enthaltenden Wiederholungseinheiten (SCR — Short
Consensus Repeats) besteht. Aufgrund der Ahnlichkeit zwischen diesen zuletzt genannten
Aminosduresequenzen und bestimmten Motiven aus Proteinen, welche fiir die Regulation
des Komplementsystems verantwortlich sind, wird die dritte extrazellulire Doméne auch

als komplementbindende Doméne bezeichnet (CB — Complement Binding).

LEUKOZYT

OO? L-Selektin

@
0@@ A0 AR wo

Lektinartige Doméne (CRD — Carbohydrate Recognition Domain)

EGF-artige Doméne (EGF — Epidermal Growth Factor)

(SCR - Short Consensus Repeats)

SCR-Einheit der CB-Doméne (CB — Complement Binding)

Transmembrandoméne

D—Q-(é

Zytoplasmatische Doméne

RARRRRRRRARARR NRRARRRRRARRARR
EREAY ERRARRERREY EERREREERR SRR

P-Selektin

ENDOTHELZELLE
Schema 1.2: Die Strukturen der Selektine.
Die Transmembranregion schlieBlich sorgt flir die Verankerung der Selektine in der

Zellmembran, wihrend die kurze, in das Zytoplasma hineinragende Doméne am Carboxy-

terminus vermutlich eine Rolle bei der Signaltransduktion spielt.
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1.3  PSGL-1 - Ein bedeutender Selektinligand

Wie bereits angesprochen, zeigen die Selektine infolge des lektinartigen Charakters ihrer
N-terminalen, extrazelluliren Domine Ca®’-abhingige adhisive Wechselwirkungen mit
bestimmten Kohlenhydratstrukturen. Aufgrund der ausgepriagten Homologie der CRDs der
einzelnen Selektine bestehen auch zwischen ihren Liganden gewisse strukturelle
Gemeinsamkeiten. So sind alle drei Adhdsionsmolekiile in der Lage, das Tetrasaccharid
Sialyl-Lewis® (SLe"),1%" sein Regioisomer Sialyl-Lewis” (SLe™)™ sowie von ihnen

abgeleitete, dhnliche Strukturen zu erkennen und zu binden (Abb. 1.1).

OH_ HOOC Ho _OH OH HQoH
OH é
Howo Q O/&N\ &ﬁOH
AcHN OH
o} HOOC OH OH
HO AcHN OHQH HO

%\i Ho \é‘: ¢ Sg‘;v\

o \/kj;j\ 00 0

OH 070 o OH
_ AcHN

HO HO HO AcHN

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

Abb. 1.1: Die Tetrasaccharide Sialyl-Lewis” und Sialyl-Lewis®.

An dieser Stelle sei kurz darauf hingewiesen, dass Sialyl-Lewis® sowohl hier als
auch im Folgenden aus Griinden der Ubersichtlichkeit in der Regel nicht in seiner
bioaktiven Konformation bzw. der in Ldsung bevorzugten Konformation, wie sie

NMR-spektroskopisch bestimmt wurde, wiedergegeben ist (vgl. Abb. 1.2)."*74

HO— AcHN— OH

HO HO ~O HO OH
Hood  © d % eon
HO “NoH AcHN
@20}4
ety

Abb. 1.2: Die bioaktive Konformation von Sialyl-Lewis".

Dafiir, dass es sich zumindest bei dem in Sialyl-Lewis® enthaltenen a-glycosidisch
verkniipften Fucosylrest — wenn nicht sogar bei der gesamten Oligosaccharideinheit —
um ein fiir die Bindung an die Selektine essentielles Strukturelement handelt, sprechen
Beobachtungen, welche bei Patienten mit einer speziellen Erbkrankheit, der sogenannten

Leukozyten-Adhésions-Defizienz-II (LAD-II), gemacht wurden.>”"!

Infolge eines
genetischen Defekts weisen diese Menschen einen gestorten Fucose-Stoffwechsel auf und
sind somit nicht dazu in der Lage, das Tetrasaccharid Sialyl-Lewis® sowie verwandte

fucosylierte Strukturen aufzubauen. Dies &uBlert sich unter anderem in einer stark
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reduzierten Féhigkeit von Leukozyten, an Endothelzellen zu adhérieren, woraus letzten
Endes eine deutlich erhohte Anfélligkeit der Patienten gegeniiber hdufig wiederkehrenden,
schweren bakteriellen Infektionen resultiert. Wird diesen Personen tiglich Fucose oral
verabreicht, so kann die Expression von Selektinliganden durch den Organismus
ermdglicht und damit eine normale Funktionsweise des Immunsystems gewihrleistet

werden.[’® 7

Zwar bindet das Tetrasaccharid Sialyl-Lewis® als solches, wie anfingliche Studien

66701 jedoch zeigte sich bald, dass diese eine deutlich

80]

bewiesen, an alle drei Selektine,!
héhere Affinitit zu Liganden von vielfach komplexerer Natur zeigen.®” Demnach
scheinen neben der saccharidischen Einheit weitere Strukturelemente an der spezifischen
Rezeptorbindung beteiligt zu sein, die moglicherweise mit der EGF-Domine der einzelnen
Selektine in Wechselwirkung treten.

Den bislang am umfassendsten charakterisierten natiirlichen, hochaffinen Selektinliganden

19.81-83] Bai diesem

stellt das in Kapitel 1.1 bereits erwihnte Glycoprotein PSGL-1 dar.!
handelt es sich um ein homodimeres membrandses Mucin, dessen Untereinheiten kovalent
iber eine direkt vor der Transmembranregion angesiedelte Disulfidbriicke zwischen zwei

Cysteinresten miteinander verbunden sind (Schema 1.3).

H,N NH,

~

O-Glycane

N-Glycane

yd
~
RRARSRRRRRRORARR
VYLV UV

N ~0
HO_OH HO
0 o)
HO o
SOy SOy HO AcHNg

SOy

(46) (48) (51) (57)

Schema 1.3: Die Struktur des P-Selektin-Glycoprotein-Liganden-1 (PSGL-1) sowie dessen N-terminale

Domdine mit den fiir eine hochaffine Rezeptorbindung essentiellen funktionellen Gruppen.

Jede der beiden Untereinheiten von humanem PSGL-1, die jeweils eine Masse von etwa
120 kDa besitzen, weist drei potentielle N-Glycosylierungsstellen sowie 70 extrazelluldre

Threonin- und Serinreste als mogliche Orte der Anbindung von O-Glycanen auf. Die
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insgesamt auBerordentlich groBe Zahl von Kohlenhydratseitenketten® ist fiir die Klasse
der Mucine typisch und verleiht den Glycoproteinen eine steife und gestreckte
Konformation.®™ Die N-glycosidisch mit dem peptidischen Riickgrat verkniipften Glycane
scheinen allerdings keinen signifikanten Beitrag zu der hochaffinen Bindung des Liganden
an P-Selektin zu leisten, denn auch nach der Behandlung von PSGL-1 mit einer
N-Glycosidase, die selektiv N-Glycoside in Gegenwart von O-Glycosiden spaltet, wurde
keine merkliche Beeintrichtigung der adhisiven Wechselwirkungen festgestellt.' *)

Des Weiteren konnte durch Versuche mit monoklonalen Antikdrpern gegen unter-

85, 86]

schiedliche Peptidepitope! sowie durch Studien an verschiedenen rekombinanten

(87-88] 9ezeigt werden, dass hauptsichlich die duBerste N-terminale

Glycosulfoproteinen
Region des makromolekularen Liganden filir seine hohe Affinitit zu P-Selektin
verantwortlich ist. Der N-Terminus beginnt — nach der Abspaltung eines Signalpeptids und
eines Propeptids — mit dem Aminosiurerest 42 und beinhaltet drei Tyrosineinheiten in den
Positionen 46, 48 und 51 als potentielle Trager von Sulfatgruppen sowie zwei Threonin-
einheiten in den Positionen 44 und 57, die beide fiir die Anbindung einer Kohlenhydrat-
seitenkette im Verlauf der Biosynthese in Frage kommen.

Anhand der Ergebnisse von Experimenten mit rekombinantem PSGL-1, in dem mittels
gerichteter Mutagenese jeweils einer der Tyrosinreste gegen Phenylalanin bzw. einer der
Threoninreste gegen Alanin ausgetauscht wurde, lie sich ableiten, dass fiir eine hohe
Affinitit des Liganden zu P-Selektin mindestens eine Tyrosinsulfateinheit sowie Thr’’ als
O-Glycosylierungsstelle erforderlich sind.®"" Die nach der Behandlung von natiirlichem
PSGL-1 mit einer Arylsulfatase zu beobachtende erhebliche Verringerung der Affinitét
bestdtigte zusitzlich die Notwendigkeit des Vorhandenseins von mindestens einer

2] Hinsichtlich der strukturellen

Sulfatgruppe an einer aromatischen Aminosdure.
Anforderungen an die Kohlenhydratseitenkette nahm man an, dass das Oligosaccharid auf
der sogenannten Core 2-Struktur (vgl. Kapitel 1.5) beruht und das bereits als niedrig
affinen Selektinliganden ausgewiesene Tetrasaccharid Sialyl-Lewis® enthilt, da die
Synthese von hochaffinem rekombinantem PSGL-1 in CHO(Chinese Hamster Ovary)-
Zellen der Koexpression einer Core 2-B-1,6-N-Acetylglucosaminyltransferase und einer

?1-93] Dementsprechend binden Leukozyten von Miusen,

94-96]

a-1,3-Fucosyltransferase bedarf.!
die eines der beiden Enzyme nicht exprimieren, nur schwach an P-Selektin.|
All diese Beobachtungen und Vermutungen finden sich auch durch die Resultate
nachfolgender Untersuchungen der Bindungseigenschaften von verschiedenen mit chemo-
enzymatischen Methoden erhaltenen Glyco(sulfo)peptiden aus der N-terminalen Region
des PSGL-1 bestitigt. Ferner ergab dieser Ansatz weitere wesentliche Hinweise auf die fiir
eine Wechselwirkung mit den Selektinen essentiellen funktionellen Gruppen. Wéhrend das

Glycosulfopeptid GSP-6 (Abb. 1.3), welches sowohl {iber die drei Tyrosinsulfatreste als
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auch iiber eine hexasaccharidische Kohlenhydratseitenkette verfiigt, eine gegeniiber der
des natiirlichen Liganden nahezu unveridndert hohe Affinitit zu immobilisiertem sowie zu
16slichem P-Selektin zeigt, filhren diverse strukturelle Anderungen jeweils zu einer

signifikanten Abnahme der Bindungsstirke."”

AcHN 0
HO _OH HO
o) Q
HO o
SO, SOy so; MO AcHNg

|
Gly-GIn-Ala-Thr-Glu-Tyr-Glu-Tyr-Leu-Asp-Tyr-Asp-Phe-Leu-Pro-Glu-Thr-Glu-Pro-Pro-Glu-Met-Leu

Abb. 1.3: Das Glycosulfopeptid-6 (GSP-6) aus der N-terminalen Domdne des PSGL-1.

Modellsubstanzen, welche entweder vollstindig unsulfatiert oder unglycosyliert sind oder
die Kohlenhydratseitenkette an Thr** statt an Thr’ tragen, binden — im Einklang mit den
zuvor auf anderen Wegen erzielten Ergebnissen — nur schwach,””** ebenso wie Glyco-
sulfopeptide, die im Glycanteil keinen Fucosylrest aufweisen oder nicht sialyliert sind.*®!
Ist Sialyl-Lewis™ nicht in die verzweigte Core 2-Struktur eingebunden, sondern an die
Hydroxylgruppe in 3-Stellung des Galactosylrests aus dem Disaccharid, der sogenannten
Core [-Struktur, gekniipft, so treten ebenfalls nur duBBerst schwache Wechselwirkungen mit
P-Selektin auf.’”) Auch Glycosulfopeptide, in welchen Sialyl-Lewis* von einer bzw.
zweil aufeinander folgenden fucosylierten Lactosamineinheit(en) getragen wird, weisen

I Dies erscheint durchaus

eine deutlich reduzierte Affinitit zu dem Rezeptor auf.l’’
bemerkenswert in Anbetracht der Tatsache, dass die insgesamt ohnehin nur in geringer
Zahl nachweisbaren Fucose enthaltenden O-Glycane in PSGL-1 hiufig mehr oder weniger
ausgedehnte Polylactosaminketten besitzen und verkiirzte Strukturen in der GrdBen-
ordnung des beschriebenen Hexasaccharids vergleichsweise selten auftreten.!'*”’

In Gegenwart von EDTA schlielich kommt es zum vollstindigen Verlust der Affinitt,
was fiir eine Abhingigkeit der Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung von Ca®* spricht.””!
Weiterhin wird angenommen, dass der Sulfatrest an Tyr*® von groBerer Wichtigkeit fiir die
Bindung an P-Selektin ist, als es die beiden anderen aromatischen Sulfate in der Sequenz
sind, wihrend allgemein mit abnehmender Zahl der Sulfatreste die Affinitdt zum Rezeptor

sinkt.¥!
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Um die Notwendigkeit einzelner funktioneller Gruppen innerhalb des Tetrasaccharids
Sialyl-Lewis™ fiir eine effektive Bindung an die Selektine zu ermitteln, wurden schon friih
die verschiedenen monosaccharidischen Bausteine einer systematischen Variation und die
resultierenden Molekiile entsprechenden Untersuchungen unterzogen. Man folgerte, dass
sowohl die Carboxylfunktion der Neuraminsiure!'’"! als auch die Hydroxylgruppen in

4- und 6-Stellung der Galactose!'*>'*! [104]

sowie die Hydroxylgruppen der Fucose
fiir eine Wechselwirkung mit den Selektinen unerldsslich sind, wobei ein Fehlen der
OH-Funktionen in der 2- und der 4-Position der Fucose Interaktionen mit P-Selektin
lediglich schwidcht, wéhrend es eine Bindung an E- und L-Selektin génzlich
ausschlieBt."”" Die einzige Funktion des Glucosaminylrests scheint hingegen die eines
Abstandhalters zu sein, der Fucose und Galactose in der erforderlichen rdumlichen
Anordnung prisentiert.'*> 'l Zudem war festzustellen, dass die Glycerinseitenkette sowie
die Acetamidofunktion der Neuraminsdure die Bindung zu den Selektinen kaum

beeinflussen. !> 107 108]

Eine genauere Aufklirung der Bindungsverhiltnisse zwischen Selektinen und ihren
Liganden gelang schlieBlich anhand der Kristallstrukturanalysen von Komplexen von
Sialyl-Lewis® mit Partialstrukturen aus humanem P- bzw. E-Selektin, welche sowohl
die CRD als auch die EGF-Domine enthalten.!"” Dadurch konnten zusitzlich zu den auf
der Seite des Liganden unabdingbaren funktionellen Gruppen die an der spezifischen
Wechselwirkung beteiligten Aminosaurereste der Selektine ermittelt werden. Man fand,
dass im Bereich der Sialyl-Lewis™-Bindungsstelle ein Calciumion einerseits durch die
Hydroxylgruppen in 3- und 4-Stellung der Fucose und andererseits durch die Seitenketten
der Aminosiuren Glu™, Asn®, Asn'® und Asp'® sowie durch die an der Amidbindung
innerhalb des peptidischen Riickgrats beteiligte Carbonylgruppe von Asp'®® koordiniert
wird. Ferner kommt es zur Ausbildung einer Vielzahl von Wasserstoftbriickenbindungen,
in die bestimmte Aminoséurereste der Selektine sowie die Carboxylgruppe der Sialinsiure
und Hydroxylfunktionen von Fucose und Galactose involviert sind. Eine Kristallstruktur-
analyse eines Komplexes der N-terminalen Domédne von PSGL-1 mit einem P-Selektin-
Fragment vertiefte schlieBlich das Verstindnis dieser speziellen Rezeptor-Ligand-
Interaktion weiter..'"” Demnach stellt Tyr* die am weitesten N-terminal stehende noch
mit dem Rezeptor in Kontakt tretende Aminosiure aus dem PSGL-1-Fragment dar. Uber
ihre Beteiligung an Wasserstoffbriickenbindungen scheinen alle drei Sauerstoffatome der
von ihr getragenen Sulfatgruppe einen entscheidenden Beitrag zu der hochaffinen Bindung
an P-Selektin zu leisten. Auch der Tyrosinsulfatrest in der Position 51 interagiert {iber
Wasserstoftbriickenbindungen mit der Aminosduresequenz des Selektinfragments,

wihrend aus dem Glycanteil lediglich das Sialyl-Lewis*-Motiv direkt an der Rezeptor-
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bindung beteiligt zu sein scheint. Bei einem Vergleich der Strukturen der verschiedenen
Rezeptor-Ligand-Komplexe ldsst sich erkennen, dass es im Falle der Wechselwirkung mit
dem Glycosulfopeptid aus der N-terminalen Region von PSGL-1 zu einer dramatischen
Anderung der Konformation des P-Selektin-Fragments gegeniiber der bei der Bindung an
das Tetrasaccharid Sialyl-Lewis® vorliegenden Orientierung kommt. Dadurch wird das
Auftreten weiterer Interaktionen ermoglicht, welche fiir die signifikant hohe Affinitét des

natiirlichen Selektinliganden PSGL-1 verantwortlich gemacht werden.

Neben seiner zweifelsfrei herausragenden Bedeutung als Ligand des P-Selektins kdnnte
dem mucinartigen Glycoprotein PSGL-1 in der Natur auch eine gewisse Rolle bei
Adhisionsprozessen zukommen, welche durch E-Selektin vermittelt werden.!''” ") Dass
es weiterhin eine wichtige Funktion als Ligand des L-Selektins zu erfiillen scheint, wurde

bereits in Kapitel 1.1 angesprochen.”*>* 'l Seine Affinitit zu diesen beiden Mitgliedern

der Selektinfamilie ist allerdings geringer als diejenige zum priméren Rezeptor.™ ' 113!

Dabei setzt das Auftreten einer moglichst effizienten Bindung an L-Selektin, dessen

Liganden sich iiblicherweise durch eine in der 6-Position des Glucosamins sulfatierte

[18, 114-116]

Sialyl-Lewis*-Einheit auszeichnen, das Vorhandensein mindestens eines

- - 113,117
sulfatierten Tyrosinrests voraus,!''* ']

¢ [91. 118, 119]

wohingegen dies fiir eine Interaktion mit

E-Selektin nicht erforderlich is

1.4  Durch Selektine vermittelte Zelladhdsionsphanomene im

Krankheitsfall und therapeutische Ansitze

Obgleich durch Selektine vermittelte Zelladhésionsprozesse von fundamentaler Bedeutung
fiir die Funktionsweise des Immunsystems und damit letzten Endes flir die Abwehr von
korperfremden Stoffen sowie die Wundheilung sind, kann eine fehlgeleitete, {ibermiBige
Rekrutierung von Leukozyten nach dem beschriebenen Mechanismus im Krankheitsfall zu
schweren Schadigungen von gesundem Gewebe fiihren.

Dies ist zum Beispiel bei rheumatoider Arthritis sowie diversen anderen Autoimmun-
erkrankungen der Fall, bei denen es zu einer gegen korpereigene Strukturen gerichteten
Immunantwort kommt, welche mit einer chronischen Entziindung einhergeht.!'*” Auch

(1211 Wwerden durch das Auftreten einer

Allergien*” und die Abstoung von Transplantaten
unerwiinschten Immunreaktion bedingt, an deren Initiierung die Selektine als Adhésions-
molekiile entscheidend beteiligt sind. Eine unter anderem durch Wechselwirkungen von

Selektinen mit ihren Liganden eingeleitete Schidigung von gesundem Gewebe bis hin zum
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Infarkt kann ferner in der Folge eines voriibergehenden ischdmischen Zustands — also einer
kurzfristig ausbleibenden oder stark verminderten Durchblutung eines Gefiales — im Zuge
des sogenannten Reperfusionssyndroms auftreten,!'** ' das in diesem Zusammenhang
nicht unerwihnt bleiben soll. Mdgliche Griinde bzw. Ursachen fiir die Ischdmie sind

1241 chirurgische Eingriffe im Allgemeinen sowie GeféB-

Organtransplantationen,
verengungen und -verschliisse, die wiederum durch Atherosklerose, Thrombose oder eine
Embolie hervorgerufen werden kénnen. Sobald der normale Blutflu3 wiederhergestellt ist,
beobachtet man in diesen Fillen sowohl eine verstirkte Aggregation von Blutpléttchen und
Leukozyten als auch eine vermehrte Adhdsion von Leukozyten an Endothelzellen und ihre
Wanderung in das umliegende Gewebe, was letztlich auf eine Stimulierung der
Selektinexpression wéihrend des ischdmischen Zustands zuriickgefiihrt wird.

Eine die Thrombozytenaggregation sowie das Auftreten anderer Zellkontakte
unterstiitzende, erhohte Expression von P-Selektin liegt aulerdem bei arterieller
Thrombose selbst vor.l'** 12} Auch im Rahmen der Atherosklerose, die letztlich hiufig die
Entstehung einer arteriellen Thrombose zur Folge hat, wurde ein vermehrtes Auftreten von
Selektinen nachgewiesen.['>"*"]

Ebenfalls vielfach diskutiert wird eine Beteiligung von Selektin-Ligand-Wechsel-

[130-136) B ist bekannt, dass Sialyl-Lewis™

wirkungen an der Metastasierung von Tumoren.
ein tumorassoziiertes Antigen darstellt, also ein Strukturmotiv, welches von malignen
Zellen vermehrt gebildet und présentiert wird. So konnte diese Determinante zum Beispiel
bei Brustkrebs sowie bei Darm- und Pankreaskarzinomen nachgewiesen werden.!'*’"'*!]
Weiterhin wurde festgestellt, dass zwischen dem Grad der Expression von Kohlenhydrat-
antigenen auf Krebszellen und dem Ausmall der Metastasierung, also der Bildung von
Sekundér-Tumoren, sowie der fiir den Patienten resultierenden Prognose eine Korrelation
besteht.!"*"'*? Man vermutet daher, dass mit dem Blutstrom transportierte Krebszellen
tiber die an ihrer Oberflache befindlichen Glycoproteinstrukturen sowohl mit aktivierten
Blutpléttchen als auch mit Endothelzellen, die nach entsprechender Stimulierung P- bzw.
E-Selektin exprimieren, in Wechselwirkung treten und diese Zellkontakte nutzen, um
schlieBlich an einem anderen Ort als dem des primédren Tumors das Gefdl3 zu verlassen und
sich im umliegenden Gewebe oder den peripheren lymphatischen Organen ansiedeln zu
koénnen.'"*! Im Einklang mit dieser Annahme steht der experimentelle Befund, dass
P-Selektin-defiziente Maiuse, denen menschliche Darmkrebszellen intravends injiziert
wurden, weniger Metastasen in der Lunge produzieren als auf die gleiche Weise

behandelte genetisch ,,normale* Tiere.'*

Aufgrund der offensichtlichen Relevanz selektinvermittelter Zelladhdsionsphdnomene

fiir das Auftreten zahlreicher Krankheitsbilder besteht ein ausgeprigtes Interesse an
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der Auffindung hochaffiner 16slicher Selektinliganden, welche in der Lage sind, die
diskutierten, unerwiinschten Zellkontakte kompetitiv zu inhibieren.[*”) Das Tetrasaccharid
Sialyl-Lewis™ fungiert in diesem Zusammenhang als Leitstruktur, da es einen essentiellen
Bestandteil der natiirlichen Selektinliganden darstellt.!'*”!

So zeigte sich, dass Oligosaccharide und Glycopeptide, welche dieses Motiv enthalten, das
Zustandekommen von adhésiven, durch P-, E- und/oder L-Selektin vermittelten Wechsel-
wirkungen sowohl in vitro als auch in vivo hemmen kénnen.

Waihrend Sialyl-Lewis™ alleine in millimolaren Konzentrationen die Adhédsion von Zellen
an P-Selektin inhibiert, vermag das bereits genannte Glycosulfopeptid GSP-6 aus der
N-terminalen Region des PSGL-1, schon in mikromolarer Konzentration die Adhision
von Neutrophilen an P-Selektin in vitro abzuwenden.”” In Tiermodellen sind 15sliche

(1461 ind Ischimie-

Formen von PSGL-1 dazu imstande, die Thrombolyse zu unterstiitzen
Reperfusionsschidigungen zu unterbinden.!** '*") Auch synthetisch hergestellte Derivate
bzw. Analoga von Sialyl-Lewis® wurden im Tiermodell erfolgreich zur Verhinderung von

148-152]

— vornehmlich myokardialen — Reperfusionsverletzungen! und zur Inhibition der

Angiogenese!'”!

eingesetzt. Ferner konnte durch die intravendse Applikation von Sialyl-
Lewis™ als solchem eine von P-Selektin abhdngige Schadigung der Lunge, die man zur
Simulation des Atemnotsyndroms beim Menschen im Tiermodell durch ein Schlangengift,

154] [155] Dementsprechend

den Cobra-Venom-Faktor, hervorruft, stark reduziert werden.
zeigten sich auf Sialyl-Lewis™ basierende Oligosaccharide gegeniiber inflammatorischen
Verletzungen des Lungengewebes, die im Modell durch IgG-Immunkomplexe induziert

werden und von E-Selektin abhingen, ebenso protektiv.['>*

1.5  Grundziige der Glycoprotein-Biosynthese

Der Vorgang der Glycoprotein-Biosynthese lésst sich grob in zwei Abschnitte unterteilen,
den der ribosomalen Proteinsynthese einerseits sowie den der sich anschlieBenden, post-
translationalen Modifizierungen andererseits.!”” Zu diesen Modifizierungen zihlen
sowohl Glycosylierungsreaktionen, welche letzten Endes die vielfdltigen, in den
unterschiedlichen Glycoproteinen enthaltenen Kohlenhydratseitenketten liefern, als auch
mogliche Sulfatierungsreaktionen.

Der Aufbau der komplexen Glycanstrukturen erfolgt schrittweise in verschiedenen
Kompartimenten des Golgi-Apparats. Initiiert wird er im Falle mucinartiger Strukturen
durch die a-glycosidische Verkniipfung von N-Acetyl-D-galactosamin mit Threonin oder
Serin innerhalb des cis-Golgi, die durch eine Reihe von — in ihrer Spezifitdt hinsichtlich

der Peptidsequenz differierenden — Polypeptid-N-acetyl-D-galactosaminyltransferasen
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katalysiert werden kann."* ') Demnach hingen die Positionen der Kohlenhydrat-
seitenketten am Polypeptid stark von der Expression der einzelnen Transferasen ab.

Im Anschluss an die primire Glycosylierung der Hydroxylaminosduren werden je nach
Gewebe- und Zelltyp sowie in Abhéngigkeit vom Entwicklungsstand der betreffenden
Zelle verschiedene Kohlenhydrat-Bausteine durch die entsprechenden Glycosyl-
transferasen auf den N-Acetyl-o-D-galactosaminylrest iibertragen. Dadurch kommt es
zundchst zur Ausbildung bestimmter, charakteristischer Kernstrukturen, der sogenannten
Core-Strukturen. Auf diesen wird dann durch alternierende Anbindung von N-Acetyl-
D-glucosamin und D-Galactose das Riickgrat der Kohlenhydratseitenketten errichtet, in
dem D-Galactose entweder eine B-(1—3)- oder eine B-(1—4)-Verkniipfung zu N-Acetyl-
D-glucosamin aufweist.'® Durch die B-glycosidische Verkniipfung von N-Acetyl-
D-glucosamin mit der 3- und/oder der 6-Position der Galactoseeinheiten entstehen dabei
lineare und verzweigte Oligosaccharidstrukturen. Terminiert wird das Kettenwachstum
schlieBlich innerhalb des trans-Golgi, und zwar in der Regel durch Ubertragung von

N-Acetyl-D-neuraminsdure und/oder L-Fucose bzw. durch Sulfatierung.

Aufgrund der Bedeutung der auf der Core 2-Struktur basierenden O-Glycane fiir die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit interessierenden Zelladhédsionsprozesse soll an dieser
Stelle auf ihre biologische Entstehung etwas niher eingegangen werden.!'®!- 162l

Die durch eine B-1,3-Galactosyltransferase katalysierte Ubertragung eines Galactosylrests
auf die an die Aminosdure gekniipfte, zentrale N-Acetyl-a-D-galactosamineinheit liefert
zunéchst die Core [-Struktur (Schema 1.4), aus welcher im Folgenden unter dem Einfluss
einer P-1,6-N-Acetyl-D-glucosaminyltransferase, der Core2GIcNAcT-I, die verzweigte
Core 2-Struktur entstehen kann. Diese Art der Modifizierung des Core I-Grundkorpers
konkurriert jedoch mit anderen Reaktionen, unter anderem mit einer Sialylierung in der
3-Position des Galactosylrests, die die Ubertragung von N-Acetyl-D-glucosamin, auch im
weiteren Verlauf des Glycanaufbaus, ausschlieft. In diesem Fall kommt es prinzipiell
lediglich zur Einfithrung eines zweiten Neuraminséurerests.

Welcher der konkurrierenden Wege eingeschlagen wird, hingt von den Aktivitidten der
beteiligten Enzyme ab, die wiederum von einer Vielzahl von Faktoren bestimmt

163. 1641 Beispiclsweise sind zundchst naive T-Lymphozyten erst nach einer mit

werden.|
einem Antigenkontakt assoziierten Stimulierung durch spezifische Zytokine dazu befahigt,
auf Core 2 basierende Glycane aufzubauen.'® Die Bildung und Prisentation derartiger
Strukturen scheint fiir sie jedoch niitzlich, wenn nicht erforderlich zu sein, um mit
P-Selektin in Wechselwirkung treten und somit die Wanderung an ihren Wirkungsort

einleiten zu konnen. Im Zuge ihrer Differenzierung zu Gedichtniszellen verlieren
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T-Lymphozyten dagegen die Fahigkeit, Core 2-Strukturen zu generieren. Dadurch wird ihr
Verbleiben im Blutkreislauf gewihrleistet, und sie entgehen den Prozessen der Apoptose,

denen beim Verlust des antigenen Stimulus all jene T-Lymphozyten unterliegen, welche

. . . . 166
die Expression von Core 2-O-Glycanen nicht herunterreguheren.[ ]
a-GalNAc-O-Ser/Thr
B-1,3-GalT
| B-Gal-(1,3)-a-GalNAc-O-Ser/Thr
CoreZGIcNAcT-I\ l Core 1 \ ST-2,3-Gal-|
-GIcNAc-(1,6
B ( )\
B-Gal-(1,3)-a-GalNAc-O-Ser/Thr a-Neu5Ac-(2,3)-B-Gal-(1,3)-a-GalNAc-O-Ser/Thr
Core 2
ST-2,6-GalNAc
B—1,4—GaIT—IV\
-Gal-(1,4)-B-GlcNAc-(1,6 a-Neu5Ac-(2,3
B (1.4)-8 ( )\ ( )\
B-Gal-(1,3)-a-GalNAc-O-Ser/Thr o-Neu5Ac-(2,3)--Gal-(1,3)-a-GalNAc-O-Ser/Thr
ST-2,3-GaI‘

a-Neub5Ac-(2,3)-B-Gal-(1,4)-B-GIcNAc-(1,6) \
B-Gal-(1,3)-a-GalNAc-O-Ser/Thr

a-1,3-FucT-VII \

a-Neu5Ac-(2,3)-B-Gal-(1,4)-p-GlcNAc-(1,6) .
a-Fuc-(1,3) B-Gal-(1,3)-a-GalNAc-O-Ser/Thr

Schema 1.4: Die Core-Strukturen 1 und 2 und potentielle biosynthetische Modifizierungen derselben.

Sobald im Verlauf der Glycoprotein-Biosynthese die Core 2-Grundstruktur gebildet wurde,
ist der Autbau komplexerer Kohlenhydratketten mdglich. So kann es zum Beispiel infolge
des sukzessiven Wirkens der B-1,4-Galactosyltransferase-1V, einer P-Galactosid-a-2,3-
Sialyltransferase sowie der a-1,3-Fucosyltransferase-VII zur Ausbildung eines Core 2-

O-Glycans kommen, welches das Tetrasaccharid Sialyl-Lewis*-enthilt.

1.6  Bekannte Synthesen von (Sialyl-)Lewis” und dieses Motiv

enthaltenden Oligosacchariden sowie Glycopeptiden

Aufgrund der groBen biologischen Bedeutung, die Sialyl-Lewis® und diversen von ihm

abgeleiteten Molekiilen zukommt, wurden in der Vergangenheit verschiedene Strategien
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zur Synthese des Tetrasaccharids ausgearbeitet und zahlreiche rein saccharidische
Verbindungen sowie Glycopeptide und andere Konjugate hergestellt, welche dieses
Strukturmotiv aufweisen. Auch zum heutigen Zeitpunkt besteht im Rahmen der
Entwicklung wirksamer Therapieansitze fiir eine Vielzahl von Krankheiten ein nach wie
vor hohes Interesse an der Identifizierung sowie der Synthese von hochaffinen, auf Sialyl-
Lewis™ basierenden Selektinliganden.

Die erste chemische Synthese eines Derivats des Tetrasaccharids gelang Hasegawa et al.
im Jahre 1991 unter Anwendung einer konvergenten Strategie, wobei ein sialylierter
Galactose-Baustein mit einem entsprechenden Disaccharid aus Fucose und Glucosamin

[167

umgesetzt wurde.!'®”) Daraufhin wurden zahlreiche andere Methoden fiir den unter vielerlei

Gesichtspunkten anspruchsvollen Aufbau des Molekiils entwickelt, welche in aller Regel
auf einem linearen Synthesekonzept beruhen.!'®*'""! Ferner fiihrte man Untersuchungen

zur Ubertragbarkeit der einzelnen Reaktionsbedingungen auf eine fiir industrielle Zwecke

R0

geeignete Synthese im groferen Maf3stab durc ] Neben den chemischen Ansitzen

erlangten auch chemoenzymatische oder rein enzymatische Syntheserouten, die sich

auf den Einsatz von Glycosyltransferasen und/oder Glycosidasen stiitzen,!'”*!

72,73,173]

in einigen
Fillen eine besondere Bedeutung,! obgleich die auf diesen Wegen zu erhaltenden
Substanzmengen gering und einzelne Enzyme nur eingeschrédnkt verfiigbar und damit teuer
sind.

Der Entwicklung vielfiltiger Strategien zur Synthese von Sialyl-Lewis™ schlossen sich
Bemiihungen an, komplexere Strukturen zu generieren, die in ihrer Gestalt den natiirlichen
Molekiilen ndher kommen und damit eine stirkere biologische Wirkung zeigen sollten. So
wurden unter anderem Verbindungen hergestellt, welche ein Dimer von Lewis™ enthalten.
Dabei wurde die Tri- bzw. — im Falle der Ankniipfung von sialyliertem Lewis® — die
Tetrasaccharideinheit zunéchst als Allyl- oder Silylglycosid aufgebaut und dann in einen
geeigneten Glycosyldonor iiberfiihrt.!'"*'" Mittels eines chemoenzymatischen Ansatzes
konnte auferdem ein terminal sialyliertes Lewis*-Trimer synthetisiert werden.!'””! Auch
Derivate des Hexasaccharids aus dem in Kapitel 1.3 vorgestellten GSP-6 wurden

— teilweise in sulfatierter Form — auf chemischem Wege!'®" '8!]

182, 183]

oder unter Anwendung
enzymatischer Methoden! erhalten. In allen beschriebenen Fillen liegt das
Kohlenhydrat allerdings in der Form eines unnatiirlichen Glycosids wie der des Methyl-
oder der des p-Nitrophenylglycosids vor.

An der Herstellung von Glycopeptiden schlieBlich, die jene hexasaccharidische Struktur
bzw. das um den Galactosylrest der Core /-Einheit drmere Pentasaccharid beinhalten,
waren bislang stets enzymatische Methoden beteiligt. Wahrend die Ausgangsverbindungen
dieser Synthesen — vollstindig unglycosylierte bzw. mit einer oder zwei Kohlenhydrat-

einheit(en) modifizierte Peptide — héufig mit chemischen Mitteln erzeugt wurden, kamen
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fiir die folgenden Stufen, Glycosylierungs- sowie Sulfatierungsreaktionen, in aller Regel
Enzyme zum Einsatz. Beispielsweise konnten durch eine derartige chemoenzymatische
Synthese die bereits mehrfach erwahnten Glyco(sulfo)peptide aus der N-terminalen Region
des PSGL-1P" (vgl. Kapitel 1.3) sowie kleinere Ausschnitte aus dieser Sequenz, welche
das genannte Pentasaccharid und einen sulfatierten Tyrosinrest aufweisen, erhalten
werden.!"™ %) Auch ein Fragment aus dem im Zusammenhang mit tumorassoziierten

Antigenstrukturen bedeutsamen Mucin MUC1!#718]

190]

wurde enzymatisch mit dem

hexasaccharidischen O-Glycan versehen.!

1.7  Mimetika des Tetrasaccharids Sialyl-Lewis”

Der grofle Aufwand, der mit der Herstellung von Sialyl-Lewis*-Derivaten verbunden ist,
die daraus und aus den hohen Preisen fiir Sialinsdure und Fucose resultierenden immensen
Kosten solcher Synthesen sowie die geringe Affinitét des ,,einfachen™ Tetrasaccharids zu
den natiirlichen Rezeptoren, seine geringe orale Verfiigbarkeit und kurze Lebensdauer im
Blutkreislauf begriindeten die Suche nach potentiellen Mimetika. Diese sollten
idealerweise alle fiir die Rezeptorbindung essentiellen funktionellen Gruppen in der
notwendigen rdumlichen Anordnung préisentieren, strukturell jedoch mdglichst einfach
aufgebaut und leicht zu synthetisieren sein.

Besonders ausgeprigt sind die Bestrebungen, die teure und zudem schwierig
einzufilhrende Neuraminsdureeinheit zu ersetzen, deren Carboxylfunktion die einzige
pharmakophore Gruppe des Bausteins darstellt. Substitutionen derselben durch einen
Sulfat- oder einen Phosphatrest erwiesen sich bereits als erfolgreich.'*" """ Sehr viel
versprechend erscheint die alternative Verwendung von (S)-Cyclohexylmilchsdure, ein
Ansatz von Kolb und Ernst,[lgs] den Thoma et al. bei der Novartis Pharma AG fir die
Herstellung zahlreicher Mimetika nutzten.[**'*!

Der Fucose-Baustein wurde dagegen nur in einigen wenigen Féllen durch ein nicht
saccharidisches Strukturelement ersetzt. Es bietet sich jedoch an, ihn beispielsweise gegen
D-Arabinose auszutauschen.!'”* %]

Weitere mogliche Substitutionen der verschiedenen Monosaccharideinheiten sowie die
Vielzahl der insgesamt synthetisierten Mimetika sollen an dieser Stelle nicht im Einzelnen

[200

diskutiert werden. Stattdessen sei auf die Ubersichtsartikel von Wong et al.,”**” Unger'”

[201]

sowie Kaila und Thomas verwiesen, die eine umfangreiche Zusammenfassung der

Forschungsergebnisse liefern.
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Prinzipiell sollten sich die unnatiirlichen Strukturen gegeniiber ihren natiirlichen
Vorbildern durch eine erhdhte metabolische Stabilitdt im Korper auszeichnen, da sie fiir
die relevanten Enzyme, wie Fucosidasen und Neuraminidasen, keine geeigneten Substrate
mehr darstellen. Dadurch diirften sie hinsichtlich der pharmazeutischen Anwendbarkeit
den natiirlichen Verbindungen iiberlegen sein. Durch die Variation der Leitstruktur eine
deutliche Steigerung der Affinitit zu den Rezeptoren zu erzielen wéire zudem

winschenswert.
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2 Zielsetzung

Die Applikation loslicher Selektinliganden stellt — wie in Kapitel 1.4 beschrieben — einen
erfolgversprechenden Ansatz zur Therapie einer Vielzahl von Erkrankungen dar, welche
mit dem Auftreten unerwiinschter selektinvermittelter Zellkontakte verbunden sind. Ob es
sich um die Behandlung chronisch entziindlicher Krankheiten, um die Vermeidung einer
aus den verschiedensten Griinden akut eintretenden Zerstorung von gesundem Gewebe
oder um die Einschrinkung der Metastasenbildung von malignen Tumoren handelt — eine
effiziente kompetitive Inhibierung von Wechselwirkungen der Selektine mit ihren
natiirlichen Liganden auf der Oberfldche benachbarter Zellen scheint generell erstrebens-
wert zu sein, um krankhafte Adhésionsphdnomene bereits in einem frithen Stadium
unterbinden und ihren den Organismus nachhaltig schddigenden Folgen somit wirksam
vorbeugen zu konnen.

Dementsprechend liegt das Ziel dieser Arbeit in der Entwicklung einer Strategie, die den
Aufbau von Glycopeptiden mit einer Partialsequenz aus der N-terminalen Domine des
natiirlichen Selektinliganden PSGL-1 auf rein chemischem Wege erlaubt. Die Aminoséure-
sequenz soll dabei mit jenem hexasaccharidischen O-Glycan versehen sein, welches bereits
im Falle des chemoenzymatisch erzeugten Glycosulfopeptids GSP-6 das Auftreten einer
hochaffinen Rezeptorbindung gewihrleistete (vgl. Kapitel 1.3).°") Zudem gilt es, das
zundchst fiir die Herstellung der eher natiirlichen Struktur auszuarbeitende Konzept im
Folgenden auch hinsichtlich seiner Anwendbarkeit bei der Erzeugung von potentiellen
Mimetika zu priifen.

Ein entscheidender Vorteil der chemischen Synthese gegeniiber dem Einsatz gen- und
biotechnologischer Praktiken sowie der Isolierung der gewiinschten Substanz aus
biologischem Material ist in dem Umstand zu sehen, dass durch sie eine einzige,
wohldefinierte Verbindung erhalten werden kann. Aufgrund des im Rahmen dieser Arbeit
zusdtzlich angestrebten vollstindigen Verzichts auf enzymatische Methoden sollten
aullerdem vergleichsweise grole Mengen der Zielverbindungen zugénglich sein. Die Wahl
eines rein chemischen Ansatzes diirfte schlieBlich auch die geplante Herstellung von
potentiellen Mimetika gestatten, die sich bei einer Beteiligung von Enzymen nur in
seltenen Féllen, wenn iiberhaupt, realisieren lieBe, da unnatiirliche Strukturen von den

hochspezifischen Biokatalysatoren in aller Regel nicht als Substrate akzeptiert werden.

Der Aufbau des an die Hydroxylaminosdure gebundenen Hexasaccharids soll nach einem
konvergenten Konzept erfolgen, bei dem ein Sialyl-Lewis*-Derivat mit einem Disaccharid-

Threonin-Konjugat zusammengefiigt wird (Abb. 2.1). Ein solcher Ansatz erscheint
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insbesondere deshalb attraktiv, weil die so entwickelte Strategie letztlich auch fiir die
Synthese anderer Oligosaccharide, welche das Tetrasaccharid Sialyl-Lewis® enthalten,
genutzt werden kann. Zudem wird auf diese Weise die vermutlich am leichtesten zu
kniipfende glycosidische Bindung, diejenige zu der priméren Hydroxylfunktion in der
6-Position des Galactosamins, zuletzt erzeugt, so dass Verluste der wertvollen Substanz

auf dieser spaten Stufe prinzipiell so gering wie moglich ausfallen sollten.

SGO SGOOC sgo 0SG
sGo 056 o 0SG
AcHN Q7 © o5 2o
SGO S6O SGHN
0SG
OSG
SGO0"s60 _05GsGo
(0] Q
SGO (0]
SGO AcHNO
(SG = Schutzgruppe)
]
FmocHN OBu

O

Abb. 2.1: Das zu synthetisierende vollstindig blockierte Hexasaccharid-Threonin-Konjugat.

Besondere Bedeutung bei der Planung der Synthese kommt der Wahl eines zweck-
mafigen Schutzgruppenmusters zu. Die Spaltung des tert-Butylesters der Aminosédure soll
schlieBlich einen vollstindig blockierten, fiir den Einsatz in der Glycopeptid-Festphasen-
synthese geeigneten Baustein liefern.

Unter Anwendung der ausgearbeiteten Strategie sollen — wie bereits erwdhnt — auch
potentielle Mimetika des Oligosaccharids hergestellt werden, in denen die L-Fucose-
einheit durch D-Arabinose und der Sialinsdure-Baustein durch (S)-Cyclohexylmilchsdure
ersetzt ist (Abb. 2.2).

SGO SGOOC g50 _0OSG

SGO 0SG 056
“7~07%-0 Q o
AcHN o5 o
SGo s60 O sanN
SGOOC
8 whoe
- e
Q Q
seoé&o

SGO AcHNO

OBu

FmocHN
o

Abb. 2.2: Geplante Substitutionen zur Erzeugung potentieller Mimetika.

Am Ende der geplanten Synthesen steht dann der jeweilige Einbau der einzelnen Glycosyl-

aminosdure-Bausteine in eine Partialsequenz aus der N-terminalen Doméne des PSGL-1.
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Da Untersuchungen ergeben haben, dass es sich bei Tyr*® — sofern es in sulfatierter Form
vorliegt — um die am weitesten N-terminal stehende an einer adhisiven Wechselwirkung

(1991 go11

mit P-Selektin noch entscheidend beteiligte Aminosdure handelt (vgl. Kapitel 1.3),
in dieser Arbeit ein Ausschnitt aus dem natiirlichen Selektinliganden gewéhlt werden,

welcher von Tyr*® am N-Terminus bis Pro> am C-Terminus reicht (Abb. 2.3).

[ O—Glycosylierungsstelle]

Y \©\ \© j?OOH COOH

Abb. 2.3: Die Partialsequenz 48-59 aus dem P-Selektin-Glycoprotein-Liganden-1 (PSGL-1).

Nach einer Sulfatierung der beiden Tyrosinseitenketten sollten schlielich Verbindungen
zur Verfligung stehen, welche prinzipiell als Inhibitoren von selektinvermittelten
Zelladhésionsprozessen wirksam sein konnten. In biologischen Tests sollen ihre Rezeptor-

bindungseigenschaften genauer untersucht werden.
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3 Allgemeiner Teil

3.1 Die konvergente Synthesestrategie zum Aufbau der

Hexasaccharid-Threonin-Konjugate und ihrer Mimetika

Der Autbau der Hexasaccharid-Threonin-Konjugate A sowie ihrer Mimetika B erfolgt
— wie in Kapitel 2 bereits angesprochen — nach einer konvergenten Synthese-
strategie (Schema 3.1).

Dabei werden zundchst aus den jeweiligen Monosaccharid-Bausteinen und dem
Sialinsdure-Mimetikum die Tetrasaccharide (Fuc)SLe* bzw. (Ara)SLe® sowie ihre
Mimetika (Fuc)CycloLe* bzw. (Ara)CycloLe" in geeignet blockierter Form hergestellt
und in Glycosyldonoren {iiberfiihrt. Diese setzt man dann mit dem Disaccharid-Threonin-
Konjugat um, welches seinerseits aus seinen beiden monosaccharidischen Bestandteilen
sowie der funktionalisierten Aminosdure aufgebaut wird. Im Anschluss an die
Glycosylierungsreaktion werden die erhaltenen, an Threonin gebundenen Oligosaccharid-
derivate A und B jeweils weiteren Schutzgruppenmanipulationen unterzogen, die
schlieBlich die in der Glycopeptid-Festphasensynthese einsetzbaren Bausteine liefern.
(Sédmtliche im Laufe der Synthesen erforderlichen Schutzgruppenoperationen sind in

Schema 3.1 aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht dargestellt.)

Bei der Planung der Synthese der komplexen Zielmolekiile spielt die Entwicklung eines
geeigneten Schutzgruppenmusters eine fundamentale Rolle. Aufgrund der Poly-
funktionalitdt der Kohlenhydratstrukturen miissen Wege gefunden werden, die es erlauben,
die verschiedenen Hydroxylgruppen zu differenzieren. Diese Differenzierung kann
durch Ausnutzung der unterschiedlichen Reaktivititen der einzelnen Hydroxylfunktionen
und ein entsprechend gestaltetes Schutzgruppenmuster realisiert werden. Die am Ende
vorliegenden Festphasenbausteine sollten allerdings ein Minimum an unter verschiedenen
Bedingungen spaltbaren Schutzgruppen aufweisen, um die Zahl der notwendigen
Deblockierungsschritte auf der Stufe der wertvollen Glycopeptide moglichst gering zu
halten.

Besonders héufig verwendete Gruppierungen zum Schutz der Hydroxylfunktionen von
Kohlenhydraten stellen die Benzylether sowie die Acetate dar, welche beide auch in
diesem Fall zur Anwendung kommen. Benzylether besitzen den Vorteil, dass sie in der
Regel unter sehr milden Bedingungen mittels katalytischer Hydrierung gespalten werden

konnen.?*?! Ferner bewirken sie prinzipiell eine héhere Reaktivitit derartig blockierter
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[ Festphasenbausteine ]
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Schema 3.1: Das Retrosyntheseschema der Hexasaccharid-Threonin-Konjugate und ihrer Mimetika.
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Glycosyldonoren bzw. -akzeptoren verglichen mit derjenigen der entsprechenden Acyl-
geschiitzten Bausteine. Acetylgruppen wiederum, welche unter anderem bei einem

203 entfernt werden konnen, erhohen die

pH-Wert von 8.5 unter Zemplén-Bedingungen!
Stabilitit der glycosidischen Bindungen gegeniiber dem Angriff von Sauren.**!! Diese
Stabilisierung ist speziell im Hinblick auf die dem Aufbau der Oligosaccharid-
Aminosdure-Konjugate folgende Glycopeptid-Festphasensynthese von entscheidender
Bedeutung. Sowohl der zur temporiren Blockierung des Carboxyterminus der Glycosyl-
aminosdure dienende tert-Butylester als auch hdufig verwendete Ankergruppierungen zur
Anknilipfung der sequentiell aufgebauten (Glyco-)Peptidkette an die feste Phase und
Seitenkettenschutzgruppen der Aminosduren miissen durch Sduren, insbesondere

Trifluoressigsiure, gespalten werden konnen, ohne dass die glycosidischen Bindungen

beeintrachtigt werden.

Des Weiteren miissen zur Gewéhrleistung der stereoselektiven Produktbildung bei den
Glycosylierungsreaktionen Nachbargruppeneffekte der in der 2-Position der einzelnen

Kohlenhydrate befindlichen Schutzgruppen beachtet werden.

Besondere Bedeutung bei der Erarbeitung des Schutzgruppenkonzepts fiir die in dieser
Arbeit vorgestellten Synthesen kommt der Wahl des Schutzes der anomeren Hydroxyl-
gruppe der Glucosamineinheit einerseits sowie dem der Aminofunktion dieses zentralen
Bausteins andererseits zu.

Die Schutzgruppe in der anomeren Position muss iiber weite Strecken der Synthese unter
den verschiedensten Bedingungen stabil sein, sich jedoch nach erfolgtem Aufbau der
Tetrasaccharid- bzw. ,,Pseudotetrasaccharid“-Bausteine selektiv abspalten lassen, um die
Umwandlung in einen Glycosyldonor zu ermdglichen. Zwei Funktionalitidten, welche
diesen Anforderungen gerecht werden, stellen das rert-Butyldiphenylsilyl(TBDPS)*>27L.
und das Allyl(A1)?* **1-Glycosid dar. Beide werden unter einer Vielzahl von Reaktions-
bedingungen, wie sie im Zuge von Schutzgruppenmanipulationen und Glycosylierungen
Anwendung finden, nicht angegriffen und lassen sich dennoch auf milde Weise in
Gegenwart der iibrigen vorhandenen funktionellen Gruppen selektiv spalten. Aus diesem
Grund werden sowohl der tert-Butyldiphenylsilyl- als auch der Allylrest hinsichtlich
thres Potentials als Schutzgruppe des reduzierenden Endes des Glucosamin-Bausteins
untersucht.

Wie bereits erwidhnt, muss auch der Blockierung der Aminofunktion des Glucosamin-
Bausteins gesonderte Beachtung geschenkt werden, denn auch in diesem Fall bildet eine
sorgfiltig getroffene Wahl der Schutzgruppe zu Beginn der vielstufigen Synthese die

Voraussetzung flir das Gelingen der erst in einem spiten Stadium durchgefiihrten
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Glycosylierung des Disaccharid-Threonin-Konjugats mit den von den Tetrasacchariden
bzw. den ,,Pseudotetrasacchariden* abgeleiteten Donoren. Fiir die stereoselektive Bildung
des gewiinschten B-glycosidisch verkniipften Produkts wird in der 2-Position des
Glycosyldonors eine Schutzgruppe benotigt, welche bei anomerer Aktivierung einen
Nachbargruppeneffekt ausiibt und somit die Entstehung des 1,2-trans-konfigurierten
Glycosids bedingt. Die in der natiirlich vorkommenden Struktur auftretende und damit bei
der chemischen Synthese letzten Endes angestrebte Acetamidofunktion zeigt zwar eine
starke Nachbargruppenaktivitdit und sollte daher {iber ein intermedidr gebildetes
Oxazoliniumion die gewiinschte Stereoselektivitit hervorrufen, in Glycosylierungs-
reaktionen erwies sie sich in der Vergangenheit jedoch als wenig geeignet.”'” Dies liegt in
der groBBen Stabilitdt der Oxazolinstruktur begriindet, welche bei anomerer Aktivierung des
Glucosaminyldonors durch Abstraktion eines Protons gebildet wird (Schema 3.2). Neben
der reversiblen Oxazolinbildung kann aullerdem die irreversible Entstehung eines

entsprechenden Glucals in Konkurrenz zur Glycosylierung eintreten.

OR'

f‘fg&&
HN

HaC
ROH H*
Y
OR' OR' OR'
Py Q Py Q 5 0
20 OR 20 L0
NHAC N
//0 NHAC
HaC

Schema 3.2: Nach anomerer Aktivierung N-Acetyl-substituierter Glucosaminyldonoren aufiretende

Konkurrenzreaktionen.

Die Oxazolinbildung ist zwar reversibel, allerdings sind im Allgemeinen drastische
Bedingungen — ein stark saures Reaktionsmedium und eine erhéhte Temperatur —
erforderlich, um die Reaktion umzukehren und in Richtung des gewiinschten Glycosids zu
lenken. Diese Bedingungen sind bei den angestrebten empfindlichen Kohlenhydrat-
strukturen nicht anwendbar.

Eine erfolgversprechende Losung des Problems liegt in der Verwendung der

[211

2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl(Troc)*''-Gruppe zum Schutz der Aminofunktion. Der

Einsatz dieser Schutzgruppe besitzt den Vorteil, dass es — unter Erhalt des erforderlichen
Nachbargruppeneffekts — in der Regel nicht zu dem beim N-Acetylschutz haufig
zu beobachtenden, drastischen Reaktivititsverlust der Glucosaminyldonoren durch

t [212-214

Oxazolinbildung komm ] Ferner lassen sich derartige Carbamate nach erfolgter
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Glycosylierung unter milden Bedingungen in Gegenwart einer Vielzahl anderer
funktioneller Gruppen selektiv spalten und in die entsprechenden Acetamide liberfiihren.

Alternativ wire auch eine Blockierung der Aminofunktion in Form eines Phthalimids
denkbar.*'>2') Auch diese in der Kohlenhydratchemie weit verbreitete Art des Schutzes
der Aminogruppe erlaubt eine stereoselektive Glycosylierung ohne Einschriankung der
Reaktivitdt des entsprechenden Glucosaminyldonors durch Oxazolinbildung, da letztere

(219} Allerdings sind die

mittels Substitution des Amidprotons wirkungsvoll unterdriickt ist.
Bedingungen, welche fiir die vollstdndige Entfernung der Schutzgruppe angewandt werden
miissen, weniger mild als diejenigen, die zur Spaltung der oben beschriebenen Carbamat-
struktur fiihren. Eine typische Methode zur Deblockierung der als Phthalimid geschiitzten
Aminofunktion stellt die Umsetzung mit Hydrazinhydrat in siedendem Ethanol dar. Da die
Kompatibilitit eines basischen Mediums und einer erhohten Reaktionstemperatur mit den
sensitiven Bindungen innerhalb der Oligosaccharid-Threonin-Konjugate begrenzt ist,
wird fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Synthesen auf den Einsatz des
Phthalimids zugunsten des Urethans verzichtet, obgleich eine erfolgreiche Verwendung
der cyclischen Schutzgruppe bei dhnlichen Problemstellungen in der Literatur belegt

s ot [177,178, 181
it [177- 178, 181]

In den dort beschriebenen Fillen liegt allerdings keine glycosidische
Bindung zu einer Hydroxylaminosdure vor, die bekanntermaBlen besonders anfillig
gegeniiber dem Angriff von Basen ist, wobei eine 3-Eliminierung des Glycans eintritt. Des
Weiteren kommt es unter den erwédhnten Bedingungen zur simultanen Spaltung der

Acetatfunktionen, die erneut eingefiihrt werden miissen.

Der Aufbau der Sialyl-Lewis*-Untereinheit der Zielstrukturen bzw. der entsprechenden
von ihr abgeleiteten Bausteine folgt einer linearen Syntheseroute, die sich an der
bewidhrten Methode fiir die Herstellung eines Sialyl-Lewis™-Derivats orientiert, dessen
reduzierendes Ende eine Azidofunktion trdgt und das zur Herstellung von N-Glycopeptiden
dient "%

In Anlehnung an die literaturbekannte Synthese werden die beiden neu entwickelten
Glucosamin-Bausteine, welche die spitere O-glycosidische Verkniipfung ermdglichen
sollen, zunéchst in der 3-Position fucosyliert bzw. arabinosyliert, bevor der Galactosylrest
— nach regioselektiver Offnung des Benzylidenacetals — in 4-Stellung eingefiihrt wird.
Dieser wiederum wird nach erfolgter O-Deacetylierung in der 3-Position sialyliert bzw. mit

dem Cyclohexylmilchsdure-Baustein in einer Sy2-Reaktion umgesetzt.

Fiir die Herstellung des Disaccharid-Threonin-Konjugats wird auf eine literaturbekannte
Strategie zuriickgegriffen, welche im Zusammenhang mit Synthesen tumorassoziierter

Antigene von Kunz et al. eingefiihrt wurde und sich an der Glycoprotein-Biosynthese
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217- . . . . . . . .
291 Dabei wird zunichst der Galactosamin-Baustein, in dem die Amino-

orientiert.!
gruppe als Azid maskiert ist, an die funktionalisierte Aminosdure gebunden und das
resultierende Konjugat im Anschluss an einige Schutzgruppenoperationen mit einem

vierfach acetylierten Galactosyldonor umgesetzt.
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3.2 Die Monosaccharide und das Sialinsaure-Mimetikum

In den folgenden sechs Unterkapiteln werden zunichst die Synthesen sdmtlicher — fiir den
Aufbau des Sialyl-Lewis"-Tetrasaccharids und seiner potentiellen Mimetika — benétigten
Monosaccharid-Bausteine sowie die Herstellung des Cyclohexylmilchsdurederivats

vorgestellt.

3.2.1 Die Glucosamin-Bausteine

Die Synthesen beider Glucosamin-Bausteine — sowohl die des in der anomeren Position
tert-Butyldiphenylsilyl(TBDPS)-geschiitzten Glucosaminderivats 7 als auch die des

entsprechenden Allylglucosids 14 — gehen von o-D-Glucosamin-Hydrochlorid (1) aus.

Im Falle der Synthese des Silylglucosids 7 blockiert man zunéchst die Aminofunktion
von 1 als Carbamat durch Umsetzung des Hydrochlorids mit Chlorameisenséure-
2,2,2-trichlorethylester (2,2,2-Trichlorethoxycarbonylchlorid, TrocCl) in einer geséttigten

Natriumhydrogencarbonat-Losung (Schema 3.3).22

OH OH OAc

HO 0 TrocCl, NaHCO,, H,0O HO o) Ac,0, Pyridin AcO 0
HO 85 % HO OH ACO OAG
ClHsNG,, ° TrocHN TrocHN
1 2 3

Hydrazinacetat, DMF

OH NaOMe, MeOH OAc TBDPSCI, Imidazol, OAc
o (pH = 8.5) o DMAP, DMF o
Hﬁgég/OTBDPS — A% OTBDPS 990/ AO= on
TrocHN TrocHN ? TrocHN
6 5 4

74 % (2 Stufen)

PhCH(OMe),, p-TsOH
CH4CN, 40 °C

Ph—X-0 o
o)
Ho OTBDPS

TrocHN
7
86 % (2 Stufen)

Schema 3.3: Die Synthese des TBDPS-geschiitzten Glucosamin-Bausteins 7.

Das resultierende Troc-geschiitzte Glucosaminderivat 2, welches man in einer Ausbeute

von 85 % erhdlt, wird im Anschluss acetyliert,[zzo] wobei die Verbindung 3 als
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Anomerengemisch mit einem Verhdltnis von a- zu B-Anomer von etwa 8:1 (mittels
NMR-Spektroskopie bestimmt) anféllt. Dies ist fiir den weiteren Verlauf der Synthese
ohne Bedeutung, da im darauf folgenden Schritt die anomere Acetylgruppe ohnehin durch
Behandlung mit Hydrazinacetat selektiv entfernt wird.!?** 22!

Den in einer Ausbeute von 74 % bezogen auf das Troc-geschiitzte Derivat 2
zu isolierenden reduzierenden Zucker 4 bringt man mit ters-Butyldiphenylsilyl-
chlorid (TBDPSCI) und Imidazol in Gegenwart einer katalytischen Menge an 4-Dimethyl-
aminopyridin (DMAP)**? zur Reaktion.”*>**! Die nur sehr langsam verlaufende
Umsetzung liefert nach einer Reaktionszeit von flinfeinhalb Tagen, dafiir aber mit einer
Ausbeute von 99 %, das gewiinschte Silylglucosid 5. Dass eine derart lange Reaktionszeit
erforderlich ist, ldsst sich auf den groBen sterischen Anspruch des TBDPS-Rests
zurlickfithren, welcher in direkter Nachbarschaft zu der ebenfalls volumindsen Troc-
Gruppe eingefiihrt wird. Letzten Endes ist dies nicht weiter verwunderlich, wenn man
bedenkt, dass man sich die geringere Reaktivitdt sekunddrer Hydroxylgruppen haufig
zunutze macht, um die leichter zugéngliche Hydroxylgruppe in der 6-Position eines
mehrfach ungeschiitzten Zuckers selektiv als TBDPS-Ether zu blockieren.*””! Die sterische
Hinderung erklirt auch die ausschlieBliche Bildung des B-Anomers.

Der Silylierung schlie3t sich eine vollstindige Deacetylierung mit Natriummethanolat in
Methanol nach Zemplén*™! zu Verbindung 6 an. Dabei ist zu beachten, dass der pH einen
Wert von 8.5 nicht iibersteigt, da sonst die Troc-Gruppe in Mitleidenschaft gezogen wird.
Die Angaben in der Literatur hinsichtlich der Basenlabilitdt der Aminoschutzgruppe sind

[202.224] jedoch sprechen die im Rahmen dieser Arbeit gemachten

durchaus kontrovers,
Beobachtungen eindeutig dafiir, dass ihre Stabilitdt gegeniiber dem Angriff von Basen
— zumindest unter den eher schonenden Zemplén-Bedingungen — deutlich eingeschrankt
ist. Riihrt man das dem Baustein 5 entsprechende Allylglucosid 12 beispielsweise einige
Stunden in einer methanolischen Natriummethanolat-Losung bei einem pH-Wert von 9.0
bis 9.5, so kommt es zu einem vollstindigen Verlust der Troc-Gruppe.

Bei sorgfiltiger Kontrolle des pH-Werts wihrend der Deacetylierung ldsst sich
der Grad der Solvolyse jedoch so gering halten, dass der gewiinschte Benzyliden-
geschiitzte Glucosamin-Baustein 7 nach Umsetzung von Verbindung 6 mit Benzaldehyd-
dimethylacetal in Gegenwart einer Kkatalytischen Menge an 4-Toluolsulfonsiure-
Monohydrat (p-TsOH)**! in einer Ausbeute von 86 % iiber beide Stufen erhalten
wird. Bei der Bildung des Benzylidenacetals, welche bei einem pH-Wert von 3.5
durchgefithrt wird, ist eine leicht erhohte Temperatur erforderlich, um das schwer
16sliche Glucosaminderivat 6 in Losung zu halten und somit die Reaktion zu

beschleunigen. Die groflere Stabilitdt des sechsgliedrigen 4,6-Acetals 7 gegeniiber dem

theoretisch ebenfalls mdglichen isomeren flinfgliedrigen Acetal, wie es bei einer Reaktion
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der Hydroxylgruppen in 3- und 4-Stellung gebildet wiirde, fiihrt zur ausschlieBlichen

(221" welches im Folgenden als Fucosyl- bzw.

Entstehung des gewiinschten Produkts,
Arabinosylakzeptor (vgl. Kapitel 3.3) fungieren kann.

Der TBDPS-geschiitzte Glucosamin-Baustein 7 kann auf diese Weise in insgesamt sechs
Schritten, von denen die ersten drei literaturbekannt sind, mit einer Gesamtausbeute von

53 % hergestellt werden.

Fiir die Herstellung des in der anomeren Position durch den Allylrest geschiitzten
Glucosamin-Bausteins 14 wird nicht der im Falle des entsprechenden Silylglucosids 7
gewihlte Syntheseweg eingeschlagen, da eine Allylierung des Glucosaminderivats 4 unter
den tiblicherweise angewandten Bedingungen — der Umsetzung der freien Hydroxylgruppe

mit Natriumhydrid und Allylbromid[226’ 227]

— in Gegenwart der basenlabilen Troc-Gruppe
nicht praktikabel ist. An dieser Stelle soll auf eine andere wirksame Methode zur
Glycosidbildung zuriickgegriffen werden, die Aktivierung eines anomeren Acetats mit
einer Lewis-Sédure und die darauf folgende Reaktion mit einem Alkohol. Da allerdings das
o-Anomer der dafiir erforderlichen acetylierten Verbindung aufgrund des anomeren
Effekts eine zu hohe Stabilitdt aufweist, um eine solche Reaktion einzugehen, erweist sich
das nach der oben beschriebenen Umsetzung zu erhaltende Anomerengemisch 3, welches
iiberwiegend aus dem unreaktiven a-Anomer besteht, als ungeeignet. Man muss demnach
zunichst das Tetraacetat 3 in Form des reinen -Anomers herstellen, was mittels einer

vierstufigen literaturbekannten Synthese gelingt (Schema 3.4).2'% 2]

OAc

OH  p-Anisaldehyd, OH OAc 5.5 M HCI
HO e} NaOH, H,0 HO 0 Acy0, Pyridin Ao 0 Aceton, Riickfluss AcO 0
HO T % HO OH —’60 % AcO OAc 97 % = “Aco OAc
CIHsNG, /N /N NH,CI
1 8 9 10

OMe OMe

AlIOH, BF;Et,0
NaOMe, MeOH OAc MS 4A, CH,Cl, OAc NaHCO;, H,0,
TrocCl, CHCI,

2
pH 8.5) ACO o 0 °C—Raumtemp. ACO o ,
oAl "Aco OAll 94 % Aco OAc 68 %

TrocHN TrocHN TrocHN

12 1

PhCH(OMe),, p-TsOH
CH4CN

P02\ o
% OAll

TrocHN
14

85 % (2 Stufen)

Schema 3.4: Die Synthese des Allyl-geschiitzten Glucosamin-Bausteins 14.
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Aus a-D-Glucosamin-Hydrochlorid (1) wird zundchst mit p-Anisaldehyd in
1 M Natronlauge die Schiffsche Base 8 in einer Ausbeute von 94 % gebildet.**®! Bei der
folgenden Acetylierung mit einer Mischung aus Essigsdureanhydrid und Pyridin
sowie Auskristallisation des Produkts aus Wasser erhdlt man ausschlieBlich das reine
B-Anomer 9 in einer Ausbeute von 60 %.***) Das Imin wird mit einer Ausbeute von 97 %

212, 228]

sauer gespalten, wobei das vierfach acetylierte Hydrochlorid 10 entsteht,' welches

im Anschluss in einem zweiphasigen System unter Schotten-Baumann-Bedingungen in das
entsprechende Carbamat 11 iiberfiihrt wird.*'>

Das in einer Ausbeute von 68 % zu isolierende anomerenreine Glucosaminderivat 11 stellt
nun ein geeignetes Substrat fiir die angestrebte Umsetzung mit Allylalkohol und
Bortrifluorid-Diethyletherat als Lewis-Sdure dar. Man gewinnt dadurch das Allyl-
glucosid 12 in einer reproduzierbar hohen Ausbeute von 94 %. Die ausschlieBliche
Bildung des p-konfigurierten Produkts basiert auf dem Nachbargruppeneffekt der
Aminoschutzgruppe, welcher nur einen Angriff des Allylalkohols am anomeren Zentrum
aus der dquatorialen Orientierung heraus gestattet.

In Analogie zu dem oben beschriebenen Syntheseweg werden durch Umesterung nach
Zemplén®™! die Acetylgruppen entfernt, wobei auch hier — wie bereits diskutiert —
zum Schutz der Carbamatfunktion die obere Grenze von 8.5 fiir den pH-Wert strikt
eingehalten werden muss. Es schlieBt sich die Bildung des Benzylidenacetals durch eine

223] an, welche den

sdurekatalysierte Umacetalisierung mit Benzaldehyddimethylacetall
Glucosamin-Baustein 14 in einer Ausbeute von 85 % iiber zwei Stufen ergibt. In dem hier
vorliegenden Fall kann die Acetalbildung bei Raumtemperatur durchgefiihrt werden, da
das eingesetzte Allylglucosid im Gegensatz zu dem silylierten Baustein 6 eine

ausreichende Loslichkeit in Acetonitril zeigt.

Somit wird das in der anomeren Position Allyl-geschiitzte Glucosaminderivat 14 durch
eine insgesamt siebenstufige Synthese, deren erste vier Schritte literaturbekannt sind, in

einer Gesamtausbeute von 30 % erhalten.

An dieser Stelle soll noch vermerkt werden, dass der auf den ersten Blick umstidndlich
erscheinende, wenn auch notwendige Weg tliber das Imin tatsdchlich keinen groflen
synthetischen Aufwand bedeutet, da die ersten drei Stufen zu leicht auskristallisierenden
Verbindungen fiihren, welche vor der weiteren Umsetzung keiner zusitzlichen Reinigung

unterzogen werden miissen.
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3.2.2 Der Fucose-Baustein

Die vierstufige Synthese des Fucose-Bausteins 19 aus L-Fucose (15) folgt einer literatur-

bekannten Vorschrift von Lonn (Schema 3.5).12*]

EtSH, BF,-Et,0

Ac,0, Pyridin MS 4A, CH,Cl,
OH 0 °C—Raumtemp. OAc 0 °C—Raumtemp. SEt
WBH WBAC WSAC
H OOH Ac OOAc Ac oOAc
15 16 17

88 % (2 Stufen)

NaH, BnBr, DMF :\:)?_'OLVI;,OI\{I%%I;
SEt 0 °C—Raumtemp. SEt
Bn0OB" HoOH
19 18

84 % (2 Stufen)

Schema 3.5: Die Synthese des Fucose-Bausteins 19.

Zundchst wird der 6-Desoxyzucker 15 mit Essigsdureanhydrid in Pyridin quantitativ
acetyliert, wobei das Tetraacetat 16 als Anomerengemisch mit einem Verhéltnis von a- zu
B-Anomer von etwa 8:5 (mittels NMR-Spektroskopie bestimmt) entsteht. Das Vorliegen
eines Anomerengemischs spielt fiir die nachfolgende Reaktion keine Rolle, da sich im
Falle der Fucose sowohl die dquatoriale als auch die axiale Acetatfunktion unter dem
Einfluss von Bortrifluorid-Diethyletherat mit Ethanthiol unter Bildung des Ethylthio-
fucosids 17 umsetzen lassen. Dies steht im Gegensatz zu den Beobachtungen bei der
anomeren Allylierung des in der 1-Position acetylierten Glucosaminderivats, welche im
vorangehenden Abschnitt geschildert wurden. Man erhilt das Thiofucosid 17 — ebenfalls
als Anomerengemisch — in einer Ausbeute von 88 % bezogen auf L-Fucose (15).

Die vollstindige Deacetylierung mit einer methanolischen Natriummethanolat-Losung
nach Zemplén®®! bei einem pH-Wert von 9.0 bis 9.5 liefert die Verbindung 18, die
ohne eine vorherige Reinigung direkt mit Natriumhydrid und Benzylbromid zur
Reaktion gebracht wird. In einer Ausbeute von insgesamt 84 % bezogen auf das acetylierte
Thiofucosid 17 erhidlt man dadurch das benzylierte Fucosederivat 19 in Form seiner
zwei Anomere, welche beide flir den Einsatz in der spiteren Glycosylierung (vgl.
Abschnitt 3.3.1) geeignet sind.

Der gewiinschte Fucosebaustein 19 ldsst sich somit in vier Stufen mit einer

Gesamtausbeute von 70 % bezogen auf L-Fucose (15) herstellen.
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3.2.3 Der Arabinose-Baustein

Auch fiir die Herstellung des Arabinose-Bausteins 24 bezieht man sich auf eine vierstufige

230]

literaturbekannte Syntheseroute,'*” welche sich an der des entsprechenden Fucose-

Bausteins orientiert (Schema 3.6).

OAc SEt
(0] (0]
OAc EtSH, BF;Et,0 OAc
ACOOAC MS 4A, CH,Cl, ACOOAC
OH Ac,0, Pyridin . -30°C—-25°C .
(7 on
OH AcO AcO
HO
O\ ~0Ac O .~ SEt
20 OAc OAc
AcO AcO
21 22
45 % (2 Stufen)
Et Et
0 S 0 S NaOMe, MeOH
OBn OH (pH = 10.0)
BnaOBn NaH, BnBr, DMF noPH
0 °C—Raumtemp.
+ +
BnO HO
O~ SEt O~ SEt
OBn OH
BnO HO
24 23

78 % (2 Stufen)

[a-Pyranosid 24a: 20 % (4 Stufen)]

Schema 3.6: Die Synthese des Arabinose-Bausteins 24a.

In Analogie zu dem oben beschriebenen Vorgehen wird zunédchst D-Arabinose mit
einer Mischung aus Pyridin und Essigsiureanhydrid vollstindig acetyliert.!**#!] Dabei
erhédlt man allerdings nicht nur — wie im Falle der Fucose — die beiden Anomere des in
1-, 2-, 3- und 4-Position acetylierten Kohlenhydrats, sondern es entsteht eine Mischung
aus insgesamt vier isomeren Verbindungen.

Die NMR-spektroskopische Untersuchung dieses Produktgemischs, dessen Bestandteile
sich flashchromatographisch nicht voneinander trennen lassen, bestétigt den Verdacht, dass
in diesem Fall neben den beiden anomeren Pyranoseformen 21a und 21b auch die
entsprechenden Furanoseformen 21c¢ und 21d der peracetylierten Verbindung gebildet
werden (Abb. 3.1). Im 'H-NMR-Spektrum lassen sich vier jeweils von einem anomeren
Proton hervorgerufene Signale ausmachen, deren chemische Verschiebungen mit den

entsprechenden in der Literatur angefiihrten Werten fiir die Verbindungen 21a-d
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weitgehend iibereinstimmen.”* Anhand der Integrale dieser Signale ergibt sich ein
ungefdhres Isomerenverhéltnis von 21a:21b:21¢:21d = 24:46:19:11.

OAc AcO o AcO o oA

’QQTO%C ’gQiom ;_Io%’? ;—IOAC

AcOOAC AcOOAC AcO AcO
21a 21b 21c 21d

3Jntme = 7.0 Hz 3Jn1 e = 2.6 Hz breites Singulett 3nipz = 3.7 Hz
Sy = 5.63 ppm Sy =6.32 ppm S&y1 = 6.16 ppm S4¢ = 6.35 ppm
(Lit.: 844 = 5.63 ppm) (Lit.: 844 = 6.28 ppm) (Lit.: 844 = 6.14 ppm) (Lit.: 844 = 6.32 ppm)

Abb. 3.1: Die bei der Acetylierung von D-Arabinose entstehenden Isomere 2la-d, die jeweiligen

Kopplungskonstanten *Jy; ;; sowie die chemischen Verschiebungen & der anomeren Protonen.

Dieser priparative Befund steht jedoch in keinster Weise im Einklang mit den in der
Literatur vorherrschenden Angaben hinsichtlich des Verlaufs der Acetylierung der
Pentose.!?% 231 2331 Mit Ausnahme der Arbeit, die fiir die NMR-Daten zitiert wurde, in der
allerdings kommerziell erhéltliche D-Arabinose nicht direkt, sondern erst nach einer
speziellen Behandlung in die Acetylierungsreaktion eingesetzt wurde, konnen tatséchlich
keinerlei Hinweise darauf gefunden werden, dass dieses Phdnomen im Zusammenhang mit
der Arabinose bereits in der Vergangenheit beobachtet wurde. In allen Fillen wird
lediglich die Bildung eines o,3-Anomerengemischs der Pyranoseform beschrieben. Einzig
im Kontext der Acetylierung der mit der D-Arabinose strukturell eng verwandten
L-Galactose wurde von C. Filser im Rahmen seiner Dissertation die Entstehung eines

vergleichbaren Pyranose-Furanose-Gemischs der peracetylierten Verbindung diskutiert.**!

Welche Umstiinde fiir das Zustandekommen dieses — im Ubrigen durchaus reproduzier-

baren — Resultats der Reaktion verantwortlich sind, liel} sich bislang nicht ermitteln.

Es wurden aber Versuche unternommen, die Bildung der unerwiinschten Furanose-
formen des Tetraacetats 21 durch Variation der Reaktionsbedingungen zuriick-
zudringen (Tabelle 3.1).

Die Entstehung der Furanoseformen einzuschrianken darf allerdings nicht das alleinige
Ziel der Optimierung darstellen. Auch die bevorzugte Bildung der a- gegeniiber der
B-Pyranoseform ist von groBem Interesse, da in der nachfolgenden Stufe — wie
C. Filser'™! feststellte — nur das a-Anomer eine Reaktion zeigt, wihrend das

entsprechende -Anomer vollstindig zuriickgewonnen wird.
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Tabelle 3.1: Die Ergebnisse der Variation der Reaktionsbedingungen bei der Acetylierung von D-Arabinose.

Reaktionsbedingungen a-Pyranose™ B-Pyranose™ a-Furanose™ B-Furanose™
20 in Pyridin + Ac,0,
24 % 46 % 19 % 11 %
Raumtemp.
- ST
20 in Pyr(;cllg Acy0, 15 % 57 % 17 % 11 %
Ac,0 in Pyridin + 20, 15 % 60 % 15 % 10 %
Raumtemp.
- Sy
Ac,O Hig}j]r‘lféln 20, 0% 100 % 0% 0%
NaOAc "m Ac,O + 20, 46 % 11 % 29 9, 14 %
Riickfluss

™. Gehalt des jeweiligen Isomers im Gemisch (mittels NMR-Spektroskopie bestimmt)

Wie aus Tabelle 3.1 ersichtlich, beeinflusst eine Anderung der Temperatur, bei der
Essigsdureanhydrid zu einer Suspension von D-Arabinose in Pyridin zugetropft wird, das
Pyranose-Furanose-Verhéltnis nur unbedeutend. Bei tieferer Temperatur ist jedoch
erwartungsgemdll die Bildung des P-Anomers gegeniiber der des o-Anomers leicht
bevorzugt.

Ferner kann, um einer ungiinstigen Gleichgewichtseinstellung zwischen den isomeren
Formen des ungeschiitzten Kohlenhydrats in Pyridin entgegenzuwirken, die Reihenfolge,
in der die Reaktanden zusammengegeben werden, variiert werden. Wird in diesem Sinne
eine Mischung aus Pyridin und dem Acylierungsmittel vorgelegt und bei Raumtemperatur
portionsweise mit dem Zucker versetzt, so bleibt das Verhidltnis von Pyranose- zu
Furanoseformen insgesamt nahezu konstant, wéhrend sich die Produktverteilung zwischen
den beiden anomeren Pyranosen geringfiigig zugunsten des ungewiinschten -Anomers
andert. Ein analoges Vorgehen bei einer Temperatur von — 25 °C resultiert schlielich in
der alleinigen Bildung der B-Pyranose 21b. Letzteres entspricht durchaus der allgemeinen
Erfahrung, nach der bei tiefen Temperaturen bevorzugt dasjenige Anomer gebildet wird,
bei dem das Acetat am anomeren Zentrum axial steht. Dementsprechend ist bei hohen
Temperaturen in der Regel die Entstehung des entgegengesetzten Anomers favorisiert.
Effektiv bildet das a-Anomer 21a bei einer Acetylierung in siedendem Essigsdureanhydrid
unter Pufferung durch Natriumacetat mit 46 % den Hauptanteil am Produktgemisch.
Wihrend die Ausbeute an dem im Zuge der ndchsten Umsetzung reaktionstrigen
B-Anomer dabei gleichzeitig deutlich minimiert wird, ldsst sich die Furanosebildung bei
weitem nicht unterdriicken. Der Anteil an o-Furanose erfidhrt sogar eine merkliche
Zunahme im Vergleich mit dem in den anderen Testansidtzen erzielten Gehalt dieses
Isomers im Gemisch. Dennoch scheint das zuletzt angefiihrte Vorgehen in Relation zu den
beschriebenen alternativen Verfahren die Methode der Wahl fiir diese spezielle

Acetylierungsreaktion darzustellen.
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Da es sich bei D-Arabinose um eine preiswerte Ausgangsverbindung handelt und im
Laufe der Synthese des angestrebten benzylierten Thioarabinopyranosids 24a/24b die
ungewiinschten Nebenprodukte flashchromatographisch problemlos abgetrennt werden
konnen, wird an dieser Stelle auf eine weitere, aufwendige Optimierung der Reaktion
verzichtet.

Stattdessen wird das Isomerengemisch 21 mit Ethanthiol und Bortrifluorid-Diethyletherat

als Promotor zu den isomeren Thioarabinosiden 22 umgesetzt.!'” %!

Im Zuge der
flashchromatographischen Reinigung des Rohprodukts koénnen die durch den anomeren
Effekt stabilisierten und in diesem Fall vollig unreaktiven B-Anomere 21b und 21d des
eingesetzten Tetraacetats von dem Produktgemisch abgetrennt werden. Woher die zu
beobachtende Diskrepanz zwischen den Reaktivititen des B-Anomers der peracetylierten
Arabinose einerseits und des entsprechenden o-konfigurierten Fucosederivats andererseits
riihrt, ist ungeklért.

Durch die chromatographische Reinigung des Rohprodukts kann aulerdem unter anderem
eine Fraktion des reinen a-Furanosids 22¢ gewonnen werden, welches zur Bestétigung der
vermuteten Struktur NMR-spektroskopisch mittels verschiedener zweidimensionaler
Experimente untersucht werden kann. Nach der Zuordnung sadmtlicher Signale mit Hilfe
von COSY- und HSQC-Spektren lassen sich anhand des HMBC-Spektrums entscheidende
Riickschliisse auf die tatsdchliche Struktur ziehen (Abb. 3.2).
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65
~70
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Abb. 3.2: Ein Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum des a-Furanosids 22c.
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Dieses spezielle NMR-Experiment bildet "H-">C-Kopplungen ab, die iiber mehr als eine
Bindung — in der Regel zwei oder drei Bindungen — hinweg reichen, und sollte somit bei
dem hier vorliegenden Fall eine Aussage iiber die Ringgrofe ermoglichen. In der Tat
lassen sich sowohl eine Kopplung zwischen dem Proton am anomeren Zentrum und dem
Kohlenstoff in der 4-Position des Kohlenhydratgeriists als auch eine Kopplung des
Methylen-Kohlenstoffatoms-5 mit den Protonen einer CHi;-Gruppe eines Acetylrests
erkennen, wobei beide Beobachtungen die Annahme untermauern, dass es sich um einen

fiinfgliedrigen Ring handelt.

Im Anschluss an die Thioglycosidbildung wird das bezogen auf D-Arabinose (20)
in einer Ausbeute von insgesamt 45 % erhaltene Isomerengemisch 22 unter Zemplén-
Bedingungen?® von den Acetylgruppen befreit.!'”” "] AbschlieBend verethert man die
freien Hydroxylgruppen des rohen Gemischs 23 durch Deprotonierung mittels
Natriumhydrid und nachfolgende Umsetzung mit Benzylbromid.!"*” Auf dieser Stufe wird
das fiir die beabsichtigte Arabinosylierung (vgl. Abschnitt 3.3.2) taugliche benzylierte
Thioarabinopyranosid 24a von den Furanoseformen flashchromatographisch abgetrennt
und in einer Ausbeute von 20 % bezogen auf D-Arabinose (20) erhalten. Das
entsprechende B-Pyranosid 24b, welches fiir die Glycosylierung ebenso geeignet wire wie
das a-Anomer 24a, kann nur in vernachldssigbarer Menge in einer Mischfraktion mit den

beiden Furanoseformen gefunden werden.

3.2.4 Der Galactose-Baustein

Der Galactose-Baustein 31 wird gemél einer literaturbekannten Strategie in insgesamt
sechs Schritten aus D-Galactose (25) hergestellt (Schema 3.7).234

Dabei werden zunichst die vier sekundidren Hydroxylfunktionen von D-Galactose (25)
durch eine sdurekatalysierte Umsetzung mit Aceton in Gegenwart von Kupfer(Il)-sulfat
als wasserentzichendem Mittel als Isopropylidenacetale geschiitzt. ) Wihrend bei
vergleichbaren Reaktionen mit Benzaldehyddimethylacetal selektiv das 4,6-Acetal
entsteht (vgl. Abschnitt 3.2.1), wird im Falle von Isopropylidenacetalen in der Regel der
fiinfgliedrige Ring, also das 3.4-Acetal, bevorzugt gebildet, sofern die beteiligten

(2021 Ohne eine vorherige Reinigung des resultierenden

OH-Gruppen cis zueinander stehen.
Diisopropylidenacetals 26 setzt man im Anschluss die freie, primédre Hydroxylfunktion mit
Natriumhydrid und Benzylbromid um, wobei man den Benzylether 27 erzeugt.!”*®! Dieser
wird — noch leicht verunreinigt — in einer Ausbeute von 62 % nach den ersten beiden

Stufen isoliert.
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HO _OH o OH NaH BnBr, DMF OBn  60%ige ACOH

0 Aceton, konz. H,SO,, CuSO, C——Raumtemp 80-90 °C
HO OH
OH
25 q’

62 % (2 Stufen)

AcO _OBn AcO _OBn HO _OBn
0o A) Hydrazinacetat, DMF, 52 % o) Ac,0, DMAP, Pyridin o
Acog@”OH B) Ethylendiamin, AcOH, THF, 71 % ACO&N‘OAC HO%&%OH
OAc OAc OH
30 29 28
90 % (2 Stufen)
95 % | CI,CCN, DBU, CH,Cl,
AcO _-OBn
O
AcO
ACOo\[(cm3
31 NH

Schema 3.7: Die Synthese des Galactose-Bausteins 31.

Es folgt die saure Hydrolyse der Acetalfunktionen mit 60%iger Essigsdure bei einer
Temperatur von 80 °C bis 90 °C,*®! bevor die nur in der 6-Position durch den Benzylrest
blockierte Verbindung 28 einer vollstindigen Acetylierung unterzogen wird. Dies
geschieht durch Behandlung des Rohprodukts 28 mit einer Mischung aus Essigsdure-
anhydrid und Pyridin, der zur Beschleunigung der Veresterung eine katalytische Menge an

(2361 Man erhilt das Anomeren-

4-Dimethylaminopyridin (DMAP)*" zugesetzt ist.
gemisch 29 in einer Ausbeute von 90 % bezogen auf das Diisopropylidenacetal 27.

Zur Erzeugung des angestrebten Galactosyldonors muss zunichst die anomere Acetyl-
gruppe selektiv entfernt werden. Zu diesem Zweck konnen zwei unterschiedliche
Methoden angewandt werden. Im ersten Fall setzt man das Tetraacetat 29 mit Hydrazin-

(221.238] \vonach der reduzierende Zucker 30 in einer Ausbeute von 52 % isoliert

acetat um,
wird. Die Hauptursache fiir die nur miflige Ausbeute ist vermutlich in der Tatsache zu
suchen, dass es neben der Entfernung der anomeren Schutzgruppe zur Spaltung weiterer
Acetatfunktionen kommt. Aus diesem Grund bietet sich die alternative Reaktion mit

dem Acetat von Ethylendiamin an,**"!

welche in der Regel langsamer verlduft als die
Hydrazinolyse und somit eine hohere Selektivitét zeigen sollte. Tatsdchlich kann in diesem
Fall das gewiinschte Produkt 30 in einer Ausbeute von 71 % gewonnen werden.

Zum Abschluss der Reaktionssequenz iiberfiihrt man die Galactopyranose 30 in das
entsprechende Trichloracetimidat 31, was durch eine basenkatalysierte Addition an

(234, 240]

Trichloracetonitri mit einer Ausbeute von 95 % gelingt. Dabei wird ausschlieflich

das thermodynamisch stabilere a.-Anomer erhalten.
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Der sechsstufigen literaturbekannten Synthesestrategie folgend, kann man somit den zur
spéter durchzufithrenden Galactosylierung (vgl. Kapitel 3.4) beféhigten Donor 31 mit einer

Gesamtausbeute von 30 % bezogen auf D-Galactose (25) herstellen.

3.2.5 Der Neuraminsiure-Baustein

Um das Neuraminsdurexanthogenat 36 herzustellen, iiberfithrt man zunéchst die Carboxyl-
funktion von N-Acetyl-D-neuraminsdure (32) in den Methylester 33 (Schema 3.8), indem
man die Sialinsdure in Methanol suspendiert und mit dem sauren lonenaustauscher
Dowex® 50WX8-200 schiittelt.**"! Die in einer Ausbeute von 98 % entstandene
Verbindung 33 wird mit einer Mischung aus Essigsdureanhydrid und Pyridin vollstindig

#2281 wobei sich das Pentaacetat 34 quantitativ bildet. Dieses reagiert in

acetyliert,!
Acetylchlorid, dem eine geringe Menge Wasser zugesetzt ist, zum Chlorid 35,%** welches
aufgrund des anomeren Effekts ausschlieBlich als -Anomer erhalten wird. Das nicht sehr
stabile Chlorid 35 wird ohne eine vorherige Reinigung umgehend in einer Sxy2-Reaktion
mit Kalium-ethylxanthogenat umgesetzt,***! wodurch sich das Neuraminsiurederivat 36 in

einer Ausbeute von 54 % bezogen auf den Methylester 33 bildet.

Ho OH,y  COOH Ho OH, 4  COOMe ACO OAC \c  COOMe
S ~0-7~on _MeOH, Dowex® 50WX8-200 ool A0, Pyridin c SSAN N
AcHN %8 % AcHN I AcHN
HO ° HO quant. AO
32 33 34
OAc
ACO bac  COOMe

AcHN ” O S\n/OEt
AcO S

36

54 % (3 Stufen) OAc cl
KS(CS)OEt, EtOH ACO\/% AcCl, H,0, 0 °C—Raumtemp.
+ s 07/ ~COOMe
AcHN
OAc AcO
AcO OACH___coome
AcHN / 35
AcO

37

Schema 3.8: Die Synthese des Neuraminsdure-Bausteins 36.

Bei diesem letzten Reaktionsschritt entsteht neben dem gewiinschten Produkt 36 auch das
Eliminierungsprodukt 37, welches sich selbst durch zweifache flashchromatographische
Reinigung nicht vollstindig abtrennen lasst. Da das Glycal 37 allerdings auch im Laufe der
sich anschlieBenden Sialylierungsreaktionen (vgl. Abschnitte 3.5.1 und 3.5.2) gebildet wird

und diese nicht negativ beeinflusst, kann an dieser Stelle auf eine weitere Reinigung
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verzichtet werden, sofern im Folgenden der Grad der Verunreinigung bei der Ansatz-
berechnung beriicksichtigt wird. Mittels NMR-Spektroskopie ldsst sich ein ungefdhres
Verhiltnis der beiden Komponenten im Produktgemisch von Xan:Glycal = 5:1 ermitteln,
was einem Gehalt an Xanthogenat in der Mischung von etwa 86 Gew.-% entspricht. Auf
diesen Wert geht auch die Bestimmung der Ausbeute zuriick. Fiir analytische Zwecke kann

man durch préaparative RP-HPLC reines Produkt erhalten.

Der Neuraminsdure-Baustein 36 wird auf diesem Wege {iiber vier Stufen in einer

Gesamtausbeute von 52 % bezogen auf N-Acetyl-D-neuraminsiure (32) gewonnen.

3.2.6 Der Cyclohexylmilchsiure-Baustein

Die vierstufige Synthese des Cyclohexylmilchsdure-Bausteins 42 (Schema 3.9) beginnt mit
[245, 246]

der Umsetzung von D-Phenylalanin (38) zu der a-Hydroxycarbonsiure 39, welche
durch Diazotierung der Aminosdure und anschlieBende Hydrolyse gelingt.
COOH COOH COOMe
\“LNH2 1.25 M H,S0,, NaNO, in H,0 \“'kOH “Soh
0 °C—Raumtemp. MeOH, Dowex® 50WX8-200
63 % 99 %
38 39 40
COOMe COOMe
wINOTE N . “SOH
T1,0, 2,6-Lutidin, CH,Cl,, 0 °C RN/AI,O3 (5 %), Ha, THF/H,0 (1:1)
90 % 60 %
42 41

Schema 3.9: Die Synthese des Cyclohexylmilchsdure-Bausteins 42.

Durch doppelte Inversion am Stereozentrum bleibt dabei die Konfiguration
erhalten (Schema 3.10). Man gewinnt das (R)-konfigurierte Milchsdurederivat 39 in
einer Ausbeute von 63 % nach Kristallisation aus einem Ethylacetat-Hexan-Gemisch.

P

(0]

OH 0L _o.
/ H (/o\) COOH
R R
<T C A /‘2&4 ®p
H

\

E N
NH, 1.25 M H,SO,, NaNO, in H,0 W CNs W o W
H 0 °C—Raumtemp. H N H Q H
-N,, - H*
39

38

Schema 3.10: Der Mechanismus der Umwandlung der a-Aminosdure 38 in die a-Hydroxysdure 39.
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Die Kontrolle der optischen Reinheit des Produkts erfolgt in diesem Fall lediglich anhand
des Drehwerts. Auf eine zusdtzliche Untersuchung mittels analytischer HPLC an einer
chiralen Saule wird verzichtet, da eventuelle Unreinheiten nach der weiteren Umsetzung
des fertigen Cyclohexylmilchsidure-Bausteins 42 durch die Bildung von Diastereomeren
NMR-spektroskopisch festgestellt werden konnten und die unerwiinschten Nebenprodukte
sich abtrennen lassen sollten. Tatsdchlich werden spiter jedoch auf dieser Stufe keine
Diastereomerengemische gefunden (vgl. Abschnitte 3.5.3 und 3.5.4), was den eindeutigen
stereoselektiven Verlauf der Reaktion bestétigt.

Die a-Hydroxycarbonsédure 39 wird in Methanol in Gegenwart des sauren lonen-

2331 ynd der

austauschers Dowex” 50WX8-200 mit einer Ausbeute von 99 % verestert
Phenylring des Produkts 40 im Anschluss mit Wasserstoff iiber Rhodium auf aktiviertem
Aluminiumoxid hydriert.***”) Dadurch erhilt man das Cyclohexylmilchsiurederivat 41
in einer Ausbeute von 60 %, wobei im Zuge der flashchromatographischen Reinigung des
Produkts zusétzlich 33 % des eingesetzten Phenyl-substituierten Bausteins 40 zuriick-
gewonnen werden. Trotz ausgedehnter Reaktionszeiten von bis zu 14 Tagen konnte in
dieser Arbeit kein hoherer Umsatz bei der Hydrierung des aromatischen Rings erzielt
werden, jedoch kann das nicht umgesetzte Edukt leicht vom Produkt abgetrennt und erneut
der Reduktion unterzogen werden.

Im letzten Schritt muss die Hydroxylfunktion in eine geeignete Fluchtgruppe iiberfiihrt
werden, um den die Sialinsdure ersetzenden Baustein flir die geplanten Sy2-artigen
Reaktionen mit den Trisacchariden (vgl. Abschnitte 3.5.3 und 3.5.4) tauglich zu machen.
Dies geschieht durch eine Umsetzung der OH-Gruppe mit Trifluormethansulfonséure-
anhydrid (Tf,0) und 2,6-Lutidin (2,6-Dimethylpyridin),**®*** 2*] welche das Triflat 42 in
einer Ausbeute von 90 % liefert. Es wird darauf geachtet, dass dieses keinen Temperaturen
oberhalb von 32 °C ausgesetzt wird. Bei — 25 °C unter einer Argonatmosphére aber kann
der fertige Cyclohexylmilchsdure-Baustein 42 monatelang ohne Zersetzung gelagert

werden.

3.3 Die Disaccharide

Die gewdhlte Synthesestrategie (vgl. Kapitel 3.1) sieht vor, dass die Glucosamin-
Bausteine 7 und 14 in der fiir eine Reaktion zur Verfiigung stehenden 3-Position

fucosyliert (vgl. Abschnitt 3.3.1) bzw. arabinosyliert (vgl. Abschnitt 3.3.2) werden.

An dieser Stelle ist in Betracht zu ziehen, dass es alternativ auch denkbar wire, die freie

Hydroxylfunktion in der 3-Position der Glucosaminderivate zundchst mit einer Schutz-
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gruppe zu versehen, welche sich spéter selektiv in Gegenwart der anderen funktionellen
Gruppen wieder entfernen lieBe. Im Anschluss daran konnte das Benzylidenacetal
regioselektiv unter Bildung des primdren Benzylethers gedffnet werden, wodurch die
Hydroxylgruppe in 4-Stellung fiir eine Umsetzung mit dem Galactosyldonor 31 zugénglich
wiirde. Nach erfolgter Galactosylierung sollte in diesem Fall die Hydroxylfunktion in der
3-Position deblockiert und mit dem Fucosyldonor 19 bzw. dem Arabinosyldonor 24a
zu den entsprechenden Trisacchariden umgesetzt werden. Einen Ansatz dieser Art
wihlten beispielsweise W. Broder, " H. Herzner'™" und C. Filser'™*! im Rahmen ihrer
Dissertationen. Als temporire Schutzgruppe fiir die 3-Position des Glucosamin-Bausteins
setzten sie dabei den Allyl(All)- bzw. den Allyloxycarbonyl(Aloc)**-Rest ein. Die von
H. Herzner realisierte Blockierung in Form des Allylcarbonats scheint auch fiir die im
Zuge dieser Arbeit herzustellenden Bausteine geeignet zu sein, da die Schutzgruppe in der
Regel unter milden Bedingungen eingefiihrt werden kann und sie sich — selbst in
Anwesenheit eines Allylethers — selektiv abspalten ldsst. Diese selektive Deblockierung
sollte durch einen Palladium(0)-katalysierten Allyltransfer auf ein adidquates Abfang-
nucleophil, wie zum Beispiel Morpholin,*>*! bzw. unter Verwendung des Wilkinson-
Katalysators (RhC1(PPhs)s) gelingen.!*>* 2>

Als Vorteile eines solchen Vorgehens kdnnen verschiedene Aspekte angefiihrt werden: Der
gegeniiber dem D-Galactosederivat deutlich teurere L-Fucose-Baustein wiirde erst zu
einem spiteren Zeitpunkt eingefiihrt, und die unter sauren Bedingungen durchzufiihrende
Benzylidenacetaloffnung sollte in Abwesenheit der sdureempfindlichen fucosidischen bzw.
arabinosidischen Bindung mit geringeren Ausbeuteeinbuflen verlaufen, als dies hiufig bei
der analogen Reaktion am Disaccharid der Fall ist. Ferner sind bei der Galactosylierung
der ohnehin schwer zugénglichen 4-Position des Glucosaminderivats hohere Ausbeuten zu
erwarten, wenn sie nicht in Nachbarschaft des volumindsen dreifach benzylierten
Fucosylrests vonstatten gehen muss.

Dem steht allerdings entgegen, dass die bei der Acetaloffnung sowie der Galactosylierung
vermutlich zu erzielenden Ausbeutegewinne aller Wahrscheinlichkeit nach mehr oder
weniger kompensiert wiirden durch die Substanzverluste, welche durch die zusitzlichen

beiden Reaktionsschritte in Kauf zu nehmen wiren.

Nach Abwiégung aller augenfilligen Vor- und Nachteile der beiden Strategien wird im
Rahmen dieser Arbeit auf die weniger Schritte erfordernde, ,klassische Methodik
zuriickgegriffen, nach der man zunédchst die Fucose einfiihrt, obgleich ein direkter

Vergleich zwischen den beiden Ansidtzen sicherlich von Interesse wére.
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3.3.1 Die fucosylierten Bausteine

Fiir die Einfiihrung der Fucose bedient man sich des bewihrten in situ-Anomerisierungs-
verfahrens, welches von Lemieux et al.”® entwickelt wurde (Schema 3.11). Da die von
Lemieux eingesetzten Bromide allerdings eine begrenzte Stabilitit aufweisen und somit
nicht gelagert werden kénnen, wird dabei nach einer Variante von Ogawa et al'®”

verfahren, die von den entsprechenden, deutlich stabileren Thioglycosiden ausgeht.

Br

SEt  CuBr,, MS 4A, CH,CI,/DMF (1:1) "Bu,NBr
(0] O _ O Br
OBn OBn OBn
OBn OBn OBn

BnO BnO BnO
19 43a 43b
Ph—\-0 0
0
HO OR
Ph—-0 o TrocHN
o)
o} OR 7 R=TBDPS
TrocHN 14 R=All
Q OBn
BnoOBn

44 R=TBDPS 79 %
45 R=All 76 %

Schema 3.11: Die Fucosylierungen unter Bildung der Disaccharid-Bausteine 44 und 45.

Durch Reaktion von Kupfer(Il)-bromid mit dem benzylierten Thiofucosid 19 entsteht das
anomere Bromid 43a. Das aufgrund des anomeren Effekts stabilere und damit zunéchst
ausschlieflich gebildete o-Anomer wird durch Zugabe von Tetra-n-butylammonium-
bromid ins Gleichgewicht gebracht mit dem entsprechenden -Anomer 43b, welches in
einer Sy2-Reaktion von dem Glycosylakzeptor 7 bzw. 14 angegriffen wird. Aufgrund der
durch den anomeren Effekt hervorgerufenen Stabilitdt axialer Glycosylhalogenide reagiert
bevorzugt das dquatoriale Bromid 43b, das durch das vorliegende Gleichgewicht immer
wieder aus dem a-Anomer nachgebildet wird. Diese Tatsache und die fehlende
Nachbargruppenaktivitit des Benzylrests in der 2-Position der Fucose fiihren zur
Entstehung der gewiinschten, thermodynamisch stabileren o-verkniipften Disaccharide 44
und 45, welche in einer Ausbeute von 79 % bzw. 76 % isoliert werden konnen.

Das Vorliegen der a-fucosidischen Bindung kann NMR-spektroskopisch anhand der
Kopplungskonstante *Ji; 112 von 3.5 Hz (fiir 44) bzw. 3.9 Hz (fiir 45) belegt werden, die
entsprechend der Karplus-Beziehung erwartungsgemif klein ist. Des Weiteren spricht die
Tieffeldverschiebung der anomeren Protonen der Verbindungen 44 und 45 fiir die axiale

Bindung an die Glucosaminderivate.
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Im Falle der Reaktion mit dem allylierten Glucosamin-Baustein 14 wird allerdings zu
einem geringen Anteil auch ein Nebenprodukt erhalten, welches die gleiche Masse besitzt
wie das gewiinschte Produkt 45. Vermutlich handelt es sich hierbei erstaunlicherweise um
das entsprechende B-verkniipfte Disaccharid. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte
dies jedoch nicht zweifelsfrei belegt werden, da die Verbindung nicht in reiner Form
isoliert und NMR-spektroskopisch untersucht werden konnte. Sofern es sich tatsdchlich um
die thermodynamisch nicht favorisierte Struktur handeln sollte, ist ihre Bildung wohl
darauf zuriickzufiihren, dass die Reaktivitdt des sterisch wenig gehinderten Glucosamin-
Bausteins so hoch ist, dass es auch zu einer Reaktion mit dem unreaktiven, axialen Bromid
kommt, weil die Einstellung des Gleichgewichts zwischen den beiden Anomeren zu

langsam erfolgt.

Um die beiden Disaccharide 44 und 45 in geeignete Glycosylakzeptoren fiir die
nachfolgenden Galactosylierungsreaktionen (vgl. Kapitel 3.4) zu iiberfithren, muss das
Benzylidenacetal regioselektiv unter Bildung des primédren Benzylethers gedftnet
werden (Schema 3.12). Dies gelingt in Anlehnung an die von DeNinno et al®*
vorgestellte Methode nach einer Variante von Sakagami et al®® mit Triethylsilan als
Reduktionsmittel und Trifluormethansulfonsidure statt der von DeNinno eingesetzten
Trifluoressigsdure. Von entscheidendem Vorteil bei der Anwendung dieser Methode
anstelle der tiblicherweise gewéhlten Umsetzung mit Natriumcyanoborhydrid und einer

[260] ist, dass der Reaktionsverlauf

gesdttigten Losung von Chlorwasserstoff in Diethylether
nicht so streng kontrolliert werden muss, da es zumindest bei einer Temperatur von
— 78 °C nicht zu einer merklichen Zersetzung infolge eines Angriffs auf die sdurelabile
fucosidische Bindung kommt. Auch die bei der Verwendung von Natriumcyanoborhydrid
im Laufe der spéteren Reinigung hdufig Probleme bereitenden Borverunreinigungen
entfallen. Ferner konnen der insbesondere in groBeren Ansidtzen nicht ungefédhrliche
Einsatz von Chlorwasserstoff in Diethylether sowie der damit verbundene priparative

Aufwand vermieden werden.

OBn
Ph—X0
o A _or HO A _or
o Et,SiH, TFOH, MS 4A, CH,Cl,, - 78 °C o
TrocHN TrocHN
Q OBn Q OBn
50BN 00BN

44 R =TBDPS 46 R=TBDPS 77 %
45 R=All 47 R=All 82 %

Schema 3.12: Die regioselektive Offnung der Benzylidenacetale zu den primdiren Benzylethern 46 und 47.
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Die in der 4-Position des Glucosaminylrests unsubstituierten Bausteine 46 und 47 erhélt
man auf diese Weise in einer Ausbeute von 77 % bzw. 82 %.

Es sollte noch darauf hingewiesen werden, dass bei allen im Rahmen dieser Arbeit
durchgefithrten Acetaloffnungen zur Vervollstindigung der Umsetzung nach einer
Reaktionszeit von etwa zwei Stunden stets weitere 1.5 Aquivalente Trifluormethan-
sulfonsiure zugegeben wurden, nachdem die Reaktionen zunichst mit 1.5 Aquivalenten
Triethylsilan sowie 1.5 Aquivalenten Trifluormethansulfonsiure gestartet worden waren.
Versetzt man die Reaktionsmischung zusétzlich ein weiteres Mal mit dem Reduktions-
mittel, so entsteht in eingeschrinktem Mal3e auch der entsprechende Silylether durch eine

Umsetzung des Reagenzes mit der freien Hydroxylgruppe des angestrebten Produkts.

Die Regioselektivitit der Reaktion ist darauf zuriickzufiihren, dass beim FEinsatz einer
Bronsted-Séure das in der 4-Position des Kohlenhydrats befindliche, basischere
Sauerstoffatom protoniert wird, so dass die anschlieBende Hydridiibertragung durch das

Reduktionsmittel zum entsprechenden 6-O-Benzylether fiihrt (Schema 3.13).12"]

Regioselektive Acetal6ffnung mit einer Brgnsted-Saure
¥ OBn
PO IH®
O —_—mm m-m-

Schema 3.13: Der Mechanismus der regioselektiven Benzylidenacetaloffnung.

Eine volumindse Lewis-Sdure wie Aluminiumtrichlorid greift dagegen an dem sterisch
weniger gehinderten Sauerstoffatom an, also demjenigen in der 6-Position, worauf die
Hydridiibertragung durch Lithiumaluminiumhydrid schlieBlich zur Ausbildung des

sekundiren Benzylethers fiihrt.[¢!)

3.3.2 Die arabinosylierten Bausteine

Eine zu der oben beschriebenen Fucosylierung analoge Arabinosylierung der Glucosamin-
Bausteine 7 und 14 liefert die beiden Disaccharide 48 und 49 in einer Ausbeute von

51 % bzw. 29 % (Schema 3.14). Auch hier weist die Kopplungskonstante 3JH1,H2 von
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3.7 Hz (fiir 48) bzw. 3.5 Hz (fiir 49) eindeutig auf die axiale Bindung der Arabinose an die
Glucosaminderivate, also in diesem Fall eine B-glycosidische Verkniipfung, hin.

Weshalb die Ausbeuten der Arabinosylierungen grundsétzlich hinter denen der
entsprechenden Fucosylierungen zuriickbleiben, konnte bislang nur teilweise aufgeklirt
werden.

Im Falle der Glycosylierung des TBDPS-geschiitzten Glucosaminderivats 7 gibt das
Diinnschichtchromatogramm der Reaktionsmischung eigentlich Anlass dazu, eine deutlich
hohere Ausbeute zu erwarten. Nach der flashchromatographischen Reinigung des Roh-
produkts wird jedoch das gewiinschte Disaccharid 48 nur in einer Ausbeute von 51 %
erhalten. Als mogliche Ursache fiir dieses Ergebnis kann hier nur eine Zersetzung des
Produkts auf der Kieselgelsdule vermutet werden, was in Anbetracht der sdurelabilen
arabinosidischen Bindung durchaus moglich wire.

Ph—X-0
CuBr,, "Bu,NBr, MS 4A, CH,Cl,/DMF (1:1) /% !

- CAOAE SO - o) OR
%gﬁt Raumtemp. (R = TBDPS); 10-15 °C—Raumtemp. (R = All) TrocHN
50BN Q7 oBn
n OBn
24a BnO
Ph—X-O o
9% OR 48 R=TBDPS 51%
TrocHN 49 R =All 29 %
Br,, CH,Cl,, 0 °C 7 R=TBDPS
14 R=All
14
Br Ph—X-0 o
97 oBn \ % OAll
OBn TrocHN
BnO "Bu,NBr, MS 4A, CH,CI,/DMF (1:1) Q7 oBn
50 10-15 °C—Raumtemp. BnoOBn

49
59 %

Schema 3.14: Die Arabinosylierungen unter Bildung der Disaccharid-Bausteine 48 und 49.

Bei der Fucosylierung zum Allylglucosid 49 sieht man sich zusdtzlich mit einem weiteren
Problem konfrontiert, welches zu einer drastischen Minderung der zu erzielenden
Ausbeute fiihrt: Unter den angewandten Reaktionsbedingungen kommt es in erheblichem
MafBe zu einem Angriff auf die Doppelbindung des Allylethers. Worum es sich bei dem zu
isolierenden Nebenprodukt genau handelt, kann nicht mit Bestimmtheit angegeben werden,
jedoch belegt das "H-NMR-Spektrum eindeutig das Fehlen der olefinischen Protonen. Das
im zugehodrigen Massenspektrum zu beobachtende Isotopenmuster legt zusétzlich den
Verdacht nahe, dass es im Laufe der Reaktion zur Addition von HBr an die Doppelbindung
kommt. Dies erscheint prinzipiell nicht abwegig, ist jedoch bei der Synthese des
fucosylierten Allylglucosids 45 auch bei wiederholter Durchfithrung der Umsetzung nicht

zu beobachten, wihrend die Bildung des Nebenprodukts im Zuge der Arabinosylierung
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reproduzierbar auftritt. Leider ist die spektrometrisch zu ermittelnde Molekiilmasse nicht
eindeutig einer Verbindung zuzuordnen. Sie ist zwar identisch mit der Summe aus der
Molekiilmasse des disaccharidischen HBr-Addukts und der Masse von Kalium, allerdings
kann weder der normalerweise wahrscheinlicher zu detektierende [M+Na] -Peak gefunden
werden, noch stimmt der unter Hochauflsung zu erhaltende potentielle [M+K] -Peak
innerhalb der Toleranz mit der berechneten [M+K] -Masse iiberein.

Allgemein lésst sich feststellen, dass die Bildung des Nebenprodukts mit der Reaktionszeit
deutlich zunimmt, insbesondere bei Raumtemperatur. Optimierungsversuchen zufolge ist
fiir die Umsetzung eine Temperatur von etwa 10 °C angeraten, da in diesem Fall die
Nebenreaktion so weit wie moglich eingeschriankt werden kann. Bei tieferen Temperaturen
wird dagegen auch die Entstehung des gewiinschten Produkts unterdriickt.

Um den Angriff auf die allylische Gruppe vollstindig zu unterbinden, muss man jedoch
einen anderen Ansatz wihlen, bei dem man das Arabinosylbromid 50 separat durch
Umsetzung des Thioarabinosids 24a mit elementarem Brom herstellt.!'® %% 22 Dadurch
wird die Anwesenheit von Kupfer(Il)-bromid bei der Glycosylierungsreaktion vermieden.
Die Ausbeute lédsst sich so auf 59 % steigern. Allerdings scheint es auch hier wieder zu

nicht zu vernachlissigenden Substanzverlusten im Zuge der Reinigung zu kommen.

Die sich anschlieende regioselektive Benzylidenacetaloffnung wird entsprechend dem
oben beschriebenen Verfahren durchgefiihrt, wobei die gewiinschten Produkte 51 und 52

jeweils in einer Ausbeute von 74 % gewonnen werden (Schema 3.15).

OBn
Ph—X"0

% X_or Et,SiH, TIOH, MS 4A, CH,Cl,, - 78 °C "% QL or

TrocHN il ’ L2 TrocHN

Q7 oBn Q7 0Bn
BnOCB" BnoCB"

48 R =TBDPS 51 R=TBDPS 74 %
49 R= Al 52 R = Al 74 %

Schema 3.15: Die regioselektive Offnung der Benzylidenacetale zu den primdiren Benzylethern 51 und 52.

Bemerkenswert ist, dass sich keine entscheidenden Unterschiede hinsichtlich der
Ausbeuten zwischen den fucosylierten und den arabinosylierten Bausteinen feststellen
lassen, obwohl auch hier die Rohprodukte einer flashchromatographischen Reinigung
unterzogen werden. Da das Trennproblem in diesen Féllen deutlich einfacher zu
bewiltigen ist als im Anschluss an die Glycosylierungen, kann die Reinigung ziigiger

durchgefiihrt werden, was die eventuell auf der Sdule eintretende Zersetzung minimiert.
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34 Die Trisaccharide

Mit den vier in der 4-Position des Glucosamins unsubstituierten Disaccharid-Bausteinen
46, 47, 51 und 52, deren Synthesen im vorangehenden Kapitel beschrieben wurden, stehen
geeignete Akzeptoren fiir die im Anschluss vorgesehenen Galactosylierungsreaktionen zu
den Lewis™- (vgl. Abschnitt 3.4.1) sowie den Arabino-Lewis®- (vgl. Abschnitt 3.4.2)

Derivaten zur Verfiigung.

3.4.1 Die fucosylierten Bausteine

Die Galactosylierungen der beiden fucosylierten Bausteine 46 und 47 gelingen nach

(263261 it dem Trichloracetimidat 31

dem Schmidf'schen Trichloracetimidatverfahren
als reaktivem Galactosyldonor und Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOTTf) als
Promotor. Dabei werden die gewiinschten Trisaccharide 53 und 54 in einer Ausbeute

von 63 % bzw. 92 % erhalten (Schema 3.16).

AcO _OBn OBn

AcO _-OBn TMSOTY, MS 4A, CH,Cl, Q o
F § 0 - 30 °C—- 20 °C (R = TBDPS); - 30 °C (R = All) AcO 05 OR
AcO
AcO

AcO TrocHN
o.__ccl, Q/ oBn
\n/ OBn

31 NH OE: BnO
HO
o} OR 53 R=TBDPS 63 %
TrocHN 54 R =All 92 %
Q7 oBn
~ oBn 46 R = TBDPS _
| BnO 47 R=All

AcO _-OBn AcO_OBn
Q - Q
Acogg‘@ Acogﬂ/
o\fo 0}
B 4 i

Schema 3.16: Die Galactosylierungen unter Bildung der Trisaccharid-Bausteine 53 und 54.

Die ausschlieBliche Bildung der B-glycosidisch verkniipften Produkte ldsst sich auf den
von der Acetylgruppe in der 2-Position des Glycosyldonors ausgeiibten Nachbargruppen-
effekt zuriickfiihren und kann — zumindest fiir das Allylglycosid 54 — NMR-spektro-
skopisch anhand der groen Kopplungskonstante 3JH1,H2 von 8.2 Hz fiir das anomere
Proton des Galactosylrests eindeutig belegt werden. Bei dem entsprechenden Silylglycosid
ist das fiir die Bestimmung der Konfiguration entscheidende Dublett im 'H-NMR-

Spektrum {iiberlagert, weshalb sich die Kopplungskonstante nicht ermitteln ldsst. Aufgrund



50 ALLGEMEINER TEIL

der relativen Hochfeldverschiebung jenes Signals kann allerdings dennoch mit Sicherheit

auf eine B-glycosidische Verkniipfung geschlossen werden.

Dass die im vorangehenden Kapitel beschriebene regioselektive Benzylidenacetaloffnung
an den beiden Disacchariden 44 und 45 tatsichlich zu den in 4-Stellung unsubstituierten
Bausteinen 46 und 47 fiihrt und der Galactosylrest damit im Zuge der Glycosylierung in
dieser Position angebunden wird, kann auf der Stufe der Trisaccharide leicht durch die
Aufnahme von HMBC-Spektren bewiesen werden. Diese lassen eindeutig die Kopplung
zwischen dem Kohlenstoffatom-1 der Galactose und dem Proton in der 4-Position des
Glucosamins einerseits sowie einen Kreuzpeak zwischen dem anomeren Proton der

Galactose und dem Kohlenstoff in der 4-Position des Glucosamins andererseits erkennen.

Hinsichtlich der Ausbeute sind signifikante Unterschiede zwischen den beiden
Glycosylierungsreaktionen festzustellen. Fiir die deutlich geringere Ausbeute im Falle des
TBDPS-geschiitzten Bausteins scheint die eingeschriankte Zuginglichkeit der zu
glycosylierenden Hydroxylfunktion von Verbindung 46 verantwortlich zu sein. Sehr
wahrscheinlich fiihrt die sterisch anspruchsvolle silylische Schutzgruppe zu einer — fiir eine
Reaktion mit dem volumindsen Galactosylrest — ungiinstigen Konformation des Molekiils.
Um iiberhaupt eine Umsetzung des Disaccharids 46 zu erzielen, muss die Reaktions-
temperatur von —30°C auf —20°C erhoht werden, wihrend die vergleichbare
Glycosylierung von Verbindung 47 bereits bei — 30 °C mit zufriedenstellender Ausbeute
ablduft. Trotz dieser Temperaturerhéhung werden im Zuge der flashchromatographischen
Reinigung neben dem gewiinschten Produkt 53 immer noch 30 % des eingesetzten
Galactosylakzeptors 46 isoliert. Eine in Anlehnung an dhnliche Synthesen'”'! zugelassene
allmdhliche Erhohung der Reaktionstemperatur auf Raumtemperatur resultiert dagegen
— zumindest im Falle des Allyl-substituierten Bausteins — in einer nahezu vollstindigen
Zersetzung der Substanz, vermutlich infolge eines Angriffs auf die sdurelabile fucosidische
Bindung, und bietet somit auch keine Moglichkeit zur Steigerung des Umsatzes.

Die nur méBige Ausbeute von 63 % fiir das Trisaccharid 53 liegt allerdings vollig in der
GroBenordnung der Ausbeuten, welche bei Galactosylierungen dhnlicher in 3-Stellung
fucosylierter bzw. arabinosylierter Glucosaminderivate zur Bildung von Lewis™-Strukturen

230.251. 267 pyyrehaus bemerkenswert ist hingegen die

in der Vergangenheit erzielt wurden.!
reproduzierbar hohe Ausbeute, die im Falle des Allyl-substituierten Bausteins erhalten

werden kann.
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Dass eine Uberfithrung des in hoher Ausbeute zu gewinnenden Allylglucosids 54 in den
entsprechenden TBDPS-geschiitzten Baustein 53 mdglich ist, zeigt sich im Folgenden. Bei
dieser spéten Einfiihrung der silylischen Schutzgruppe kann der Einsatz grofler Mengen an
dem teuren Silylchlorid auf der Stufe des Monosaccharids vermieden werden. Allerdings
bleibt zu bedenken, dass eine Strategie dieser Art zwei zusitzliche Reaktionsschritte am
wertvollen Trisaccharid-Baustein erfordert und die Allylabspaltung der Verwendung eines
ebenfalls nicht preiswerten Katalysators bedarf.

Allgemein bieten sich fiir die Spaltung von Allylethern verschiedene Methoden an.!**”!
In der Mehrzahl der Fille wird eine zweistufige Reaktionssequenz gewdhlt, wobei im
ersten Schritt eine durch einen Ubergangsmetallkomplex oder eine Base®®®! katalysierte
Isomerisierung des Allyl(Prop-2-enyl)-Substituenten zum Prop-1-enylrest erfolgt, welcher

(269 elementarem Tod"*"” oder Quecksilber(IT)-salzen*”"]

dann im zweiten Schritt mit Sdure,
entfernt werden kann. Dieser Weg wird auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit fiir die
Umsetzung des Allylglycosids 54 eingeschlagen. Der Vollstindigkeit halber sei hier
allerdings noch kurz erwéhnt, dass eine direkte Abspaltung des Allylrests ohne eine
vorherige Isomerisierung prinzipiell auch moglich ist. Neben der Umsetzung mit einer

stochiometrischen Menge an Palladium(II)-chlorid™"*

war beispielsweise in einigen Féllen
ein Palladium(0)-katalysierter Allyltransfer auf ein adiquates Nucleophil iiber eine
n-Allyl-Palladium-Spezies erfolgreich, welcher speziell fiir die Spaltung von Allyl-
carbonaten und -estern zur Anwendung kommt. Im Falle der Allylether erwiesen sich als

[273

besonders geeignete Abfangreagenzien fiir den Allylrest Sulfinsiuren,?”*! die gleichzeitig

auch als Protonenquelle dienen. Auf diesem Wege kann der Einsatz von stochiometrischen

Mengen an der Palladiumspezies umgangen werden.*™*!

Da sich bei dhnlichen Problemstellungen fiir die Abspaltung des Allylrests der zweistufige
Prozess unter Verwendung des Baudry-Katalysators, 1,5-Cyclooctadien-bis(methyldi-
phenylphosphin)iridium(I)-hexafluorophosphat ([Ir(COD)(PMePh,),]PF¢),2"> %% bereits
mehrfach bewihrt hat,!'”” 7% 2”278 \ird im Rahmen der vorliegenden Arbeit auf diese
Methodik zuriickgegriffen.

Der Einsatz des Iridiumkatalysators erscheint gegeniiber der Verwendung des Wilkinson-
Katalysators, Tris(triphenylphosphin)rhodium(I)-chlorid ([Rh(PPh3);]C1),2™!  deutlich
von Vorteil zu sein, da es dabei nicht — wie in Gegenwart des Rhodiumkomplexes —
vermehrt zur Reduktion der Doppelbindung durch katalytische Wasserstoffiibertragung
von gingigen organischen Losungsmitteln wie Alkoholen und cyclischen Ethern

kommt,**#*% wodurch das unbrauchbare n-Propylglycosid gebildet wiirde.



52 ALLGEMEINER TEIL

Um die zur Allylisomerisierung befdhigte, aktive Katalysatorspezies zu erhalten, muss
allerdings zunichst der kommerziell erhéltliche, stabile Iridiumkomplex durch Wasserstoff
aktiviert werden (Schema 3.17), wobei die Farbe der Losung von tiefrot nach hellgelb
umschligt. Dabei entsteht keine Metallhydridspezies, sondern es tritt vermutlich eine
Hydrierung einer Doppelbindung des Cyclooctadienrings ein. Anschlieend ersetzt man
die Wasserstoffatmosphére durch eine Argonatmosphére und iiberfiihrt die Losung des
aktivierten Katalysators in absolutem und griindlich entgastem Tetrahydrofuran (THF) in
einen zweiten Kolben, welcher das Trisaccharid 54 in ungeldster Form enthélt.

Innerhalb einer kurzen Reaktionszeit, wihrend der der Fortschritt der Umsetzung mit Hilfe
von Kieselgelplatten mit einer Konzentrierungszone verfolgt werden kann, liuft die
Isomerisierung vollstindig ab. Das erhaltene Prop-1-enylglycosid 55 wird direkt im
Anschluss unter Einwirkung von Iod in der anomeren Position deblockiert. Der dabei
gebildete reduzierende Zucker 56 kann nach flashchromatographischer Reinigung des
Rohprodukts in einer Ausbeute von 83 % bezogen auf das entsprechende Allylglycosid 54

isoliert werden.

[Ir(COD)(PMePh,),]PFg

AcO ~OBn OBn H,, THF AcO _OBn o8
(0] o 0 .
AcO % O~ aktiver Kat. in THF AcO 5 O,
AcO TrocHN X AcO TrocHN
OBn OBn
Bno”B" Bno B"
54 55

NaHCO;, H,0, |, THF
0 °C—Raumtemp.

AcO OBn OBn
Q
AcO o O...oH
AcO 0
TrocHN
Q OBn
BnoOBn

56
83 % (2 Stufen)

Schema 3.17: Die Spaltung des Allylglycosids unter Bildung des reduzierenden Zuckers 56.

Geht man jedoch in Anlehnung an eine in der Literatur zu findende Vorschrift?”® von
einer Losung der allylierten Verbindung 54 aus, versetzt diese mit dem Iridiumkomplex
und fithrt die Aktivierung des Katalysators in Anwesenheit der zu isomerisierenden
Substanz durch, so kann nach der sich anschlieBenden Behandlung des Rohprodukts mit
Iod der gewlinschte reduzierende Zucker 56 nur in einer Ausbeute von 58 % erhalten

werden, da es in erheblichem Mal3e zur Hydrierung der Allyl-Doppelbindung kommt. In
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diesem Fall wird als Nebenprodukt das entsprechende n-Propylglycosid 57 (Abb. 3.3) in

einer Ausbeute von 25 % isoliert.

Abb. 3.3: Das n-Propylglycosid 57 als Nebenprodukt der Allylisomerisierung.

Zur mechanistischen Deutung der Allylisomerisierung durch den Iridiumkatalysator wird

allgemein der sogenannte n-Allyl-Hydrido-Mechanismus herangezogen (Schema 3.18).12"!

‘;=/OR =/—OR

[M]

NN/

|
[M]—H

Schema 3.18: Der fiir die Ir-katalysierte Allylisomerisierung postulierte Allyl-Hydrido-Mechanismus.*™

Dabei kommt es zunichst zur Koordination des Ubergangsmetalls M an die
Doppelbindung und schlieBlich iiber eine m-Allyl-Hydrido-Spezies zur 1,3-Wasserstoff-
verschiebung, welche zu dem entsprechenden Prop-1-enylether bzw. -glycosid fiihrt.

(Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind die Liganden des Ubergangsmetalls M in der

oben wiedergegebenen schematischen Darstellung nicht abgebildet.)

Die sich an die Allylabspaltung anschlieBende anomere Silylierung zum gewiinschten
TBDPS-Glycosid gestaltet sich schwierig. Der Versuch, die Schutzgruppe in Analogie zu
der am Monosaccharid-Baustein vollzogenen Reaktion (vgl. Abschnitt 3.2.1) durch Um-
setzung des reduzierenden Zuckers 56 in N,N-Dimethylformamid (DMF) mit dem Silyl-
chlorid und Imidazol®®! in Gegenwart einer katalytischen Menge an 4-Dimethylamino-
pyridin (DMAP)**?! einzufiihren, scheitert. Auch nach einer Reaktionszeit von fiinf Tagen

kann diinnschichtchromatographisch kein Produkt nachgewiesen werden. Ein Austausch
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des Losungsmittels gegen Dichlormethan erbringt ebenfalls keinerlei Verbesserung, was
vermutlich mit der in diesem Fall unzureichenden Lo&slichkeit von Imidazol begriindet
werden kann. Dieser Verdacht wiederum legt nahe, zusitzlich zur Anderung des
Losungsmittels einen Wechsel der Base vorzunehmen. Tatsichlich kann man beim Einsatz
von N-Ethyldiisopropylamin (DIPEA) in siedendem Dichlormethan nach fiinf Tagen
das gewiinschte Silylglycosid 53 in einer Ausbeute von 78 % erhalten (Schema 3.19).
Allerdings miissen zur Steigerung des Umsatzes wiederholt gréf3ere Mengen an dem Silyl-
chlorid und der Base zugegeben werden, und es werden dennoch 11 % der eingesetzten

Verbindung 56 im Zuge der flashchromatographischen Reinigung zuriickgewonnen.

AcO _-OBn OBn AcO ~OBn OBn
AcOé&/O Q TBDPSCI, DIPEA, DMAP, CH,Cl,, Riickfl AcOé&/O Q
5 OH , ; » CHoCly, Ruckfluss o OTBDPS
AcO TrocHN 78 % AcO TrocHN
Q7 oBn Q7 oBn
OBn OBn

BnO BnO
56 53

Schema 3.19: Die anomere Silylierung unter Bildung des TBDPS-Glycosids 53.

Bei der vergleichbaren Umsetzung in Tetrahydrofuran bei 40 °C findet dagegen selbst
innerhalb von sechs Tagen keine nennenswerte Reaktion statt.

Die auf diesem Wege erhaltene Verbindung ergibt ein NMR-Spektrum, welches mit
dem des durch eine direkte Galactosylierung des TBDPS-geschiitzten Disaccharids 46
entstehenden Trisaccharids identisch ist. Demnach handelt es sich hier — wie es auch

aufgrund sterischer Effekte zu erwarten ist — um das reine B-konfigurierte Silylglycosid 53.

Um die beiden Trisaccharid-Bausteine 53 und 54 in der nachfolgenden Sialylierungs-
reaktion (vgl. Abschnitt 3.5.1) bzw. der Umsetzung mit dem Cyclohexylmilchséure-
derivat (vgl. Abschnitt 3.5.3) verwenden zu konnen, miissen zunédchst die Acetylgruppen
am Galactosylrest entfernt werden. Dies gelingt bei einem pH-Wert von 8.5 unter
Zemplén-Bedingungen™ (Schema 3.20), wobei die Verbindungen 58 und 59 in einer

Ausbeute von 85 % bzw. 89 % nach flashchromatographischer Reinigung erhalten werden.

OBn OBn
AcO o OBn NaOMe, MeOH HO o OBn
AcO o & (PH=85) HO og O

o) OR OR
AcO TrocHN HO TrocHN
97 oBn Q7 0Bn
BnoOBn BnoOBn
53 R =TBDPS 58 R=TBDPS 85 %
54 R=All 59 R=All 89 %

Schema 3.20: Die Zemplén-Verseifung zur Bildung der Trisaccharid-Bausteine 58 und 59.
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Bemerkenswert erscheint, dass bei diesen Acetatspaltungen innerhalb kurzer Reaktions-
zeiten durchweg hohe Ausbeuten erzielt werden, obwohl der pH zum Schutz der
Carbamatfunktion einen Wert von 8.5 nicht iiberschreiten darf. Diese Beobachtung
steht im Gegensatz zu den Erfahrungen, die hiufig bei entsprechenden Deblockierungen
von in der 6-Position benzylierten Galactosylresten in Anwesenheit der ebenfalls
basenlabilen Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl(Fmoc)-Gruppe gemacht wurden.”®' %3 Da
eine Wanderung der Acetylreste an die primidre Hydroxylfunktion bei in 6-Stellung
blockierten Galactosederivaten nicht moglich ist und somit die aus dieser Position

besonders leicht ablaufende Acetylabspaltung verhindert wird, miissen in der Regel

deutliche Einbuflen in der Ausbeute in Kauf genommen werden.

3.4.2 Die arabinosylierten Bausteine

In Analogie zu den im vorangehenden Abschnitt beschriebenen Galactosylierungen
der fucosylierten Bausteine werden auch die beiden Disaccharide 51 und 52 nach
Schmidf**2%) mit dem Trichloracetimidat 31 wund Trimethylsilyltrifluormethan-
sulfonat (TMSOTY) zur Reaktion gebracht (Schema 3.21).

OBn TMSOTY, MS 4A, CH,Cl, AcO ~OBn OBn
AcO ~OBn HO 0 -40 °C— -20 °C (R = TBDPS); Ao =2 o 0
Q 0 OR -30°C (R = All) o O OR
AcO + TrocHN C TrocHN
Ao cal, Q7 oBn Q7 oBn
T\‘(H Bn0o”2" Bno "

31 51 R =TBDPS 60 R=TBDPS 24%
52 R=All 61 R=Al 90 %

Schema 3.21: Die Galactosylierungen unter Bildung der Trisaccharid-Bausteine 60 und 61.

Dabei fillt die Ausbeute an dem TBDPS-geschiitzten Trisaccharid 60 mit 24 % noch
deutlich geringer aus, als dies bei der Herstellung des entsprechenden fucosylierten
Bausteins 53 der Fall ist. Befriedigend lassen sich diese Befunde bislang nicht erklidren. Es
kann jedoch vermutet werden, dass die hier infolge der oben bereits diskutierten geringen
Reaktivitdt des Silylglycosids wiederholt nétigen Zugaben von weiterer Lewis-Sdure in
Kombination mit einer stark verldngerten Reaktionszeit eine vermehrt eintretende Spaltung
der sdurelabilen arabinosidischen Bindung hervorrufen. Weiter verstirkt wird der
Substanzverlust wahrscheinlich im Zuge der flashchromatographischen Reinigung des
Rohprodukts.

Die fiir das Allylglycosid 61 erzielte Ausbeute hingegen ist mit 90 % &hnlich hoch wie

die bei der Synthese des entsprechenden fucosylierten Bausteins 54 erreichte Ausbeute.
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In diesem Fall wurde die flashchromatographische Reinigung aufgrund der zuvor

gewonnenen Erfahrungen duferst ziigig durchgefiihrt.

Das Vorliegen der B-glycosidischen Ankniipfung des Galactosylrests an die Glucosamin-
Bausteine kann abermals anhand der groBen Kopplungskonstante *Jim, von 8.0 Hz
(fiir 60) bzw. 8.6 Hz (fiir 61) fiir das anomere Proton des Galactosylrests eindeutig belegt
werden. Ebenso ldsst sich — wie im vorangehenden Abschnitt bereits erwdhnt — die
Ankniipfung des Galactosylrests an das Glucosamin in 4-Stellung NMR-spektroskopisch
anhand der im jeweiligen HMBC-Spektrum zu erkennenden Kopplungen zwischen dem
anomeren Kohlenstoff der Galactose und dem Proton in der 4-Position des Glucosamins
sowie zwischen dem anomeren Proton der Galactose und dem Kohlenstoffatom-4 des

Glucosamins bestdtigen.

Im Anschluss erfolgt die Abspaltung der Acetylgruppen mit Hilfe einer methanolischen
Natriummethanolat-Losung bei einem pH-Wert von 8.5, wobei sich die dreifach
ungeschiitzten Trisaccharide 62 und 63 in einer Ausbeute von 41 % bzw. 80 %
ergeben (Schema 3.22).

AcO _-OBn OBn NaOMe, MeOH HO ~OBn OBn
AcO 2 o & (PH=85) HO 2o O
Ao O OR o © OR
C TrocHN TrocHN
97 oBn Q7 0Bn
BnoCB" BnoOB"

60 R =TBDPS 62 R=TBDPS 41%
61 R=All 63 R=All 80 %

Schema 3.22: Die Zemplén-Verseifung zur Bildung der Trisaccharid-Bausteine 62 und 63.

Eine Ursache fiir die relativ groBe Differenz zwischen den Ausbeuten an den
Verbindungen 62 und 63 mag erneut darin zu suchen sein, dass eine in beiden
Féllen unterschiedlich schnelle flashchromatographische Reinigung der Rohprodukte
vorgenommen wurde. Aus Zeitgriinden konnte dieses Phdnomen nicht weiter untersucht
werden. Sinnvoll wére es in diesem Zusammenhang sicherlich auch, die Auswirkungen
eines Zusatzes von Triethylamin zum Laufmittel zu priifen, da sich dadurch
Substanzverluste infolge einer Hydrolyse auf der sauren Kieselgelsdule einschrinken

lassen sollten.
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3.5 Die Tetrasaccharide und die Tetrasaccharid-Mimetika

Die am Galactosylrest dreifach ungeschiitzten Trisaccharide 58, 59, 62 und 63, deren
Synthesen im vorangehenden Kapitel vorgestellt wurden, kdnnen in die Sialylierungs-
reaktionen zur Herstellung des Sialyl-Lewis*- (vgl. Abschnitt 3.5.1) und des Arabino-
Sialyl-Lewis*-Bausteins (vgl. Abschnitt 3.5.2) eingebracht bzw. den Umsetzungen mit
dem Cyclohexylmilchsdurederivat 42 zum Aufbau der entsprechenden Tetrasaccharid-

Mimetika (vgl. Abschnitte 3.5.3 und 3.5.4) unterworfen werden.

3.5.1 Der Sialyl-Lewis -Baustein

Bei der Durchfiihrung von Sialylierungsreaktionen sieht man sich mit einer Reihe
von Problemen konfrontiert, die auf der besonderen Struktur der Neuraminsdure beruhen
und zu Ausbeuten fiihren, welche hiufig signifikant niedriger sind als diejenigen bei
anderen Glycosylierungsreaktionen.?** 2%

Zum einen kommt es am anomeren Zentrum wegen der benachbarten Esterfunktion zu
einer sterischen Hinderung, die den Angriff des Akzeptors deutlich erschwert; zum
anderen bewirken von der Carboxylfunktion ausgeilibte elekronische Effekte eine
Destabilisierung des infolge der Aktivierung mit einem geeigneten Promotor aus dem
Sialyldonor 64 sich bildenden Glycosylkations 65 (Schema 3.23). Dadurch tritt leicht eine
Abspaltung eines Protons in 3-Stellung ein, wobei das entsprechende Eliminierungs-

produkt, das Glycal 37, entsteht.

COOMe OAc OAc

OAc
AcO DAc oF~x Aktivierung ~ AcO OACH @ _coome AcO OACH___coome
AcHN —_— AcHN 4 —_— AcHN /
AcO AcO -H AcO

H
64 65 37

Schema 3.23: Die Bildung des Glycals 37 der Neuraminsdure als Nebenreaktion bei der Sialylierung.

Zusétzlich zum Auftreten der Glycalbildung als Nebenreaktion bei der Sialylierung,
welche den Einsatz eines groBen Uberschusses des teuren Neuraminsiuredonors erfordert,
erschwert das Fehlen eines Substituenten in der dem anomeren Zentrum benachbarten
3-Position der Sialinsdure die Bildung des gewlinschten Produkts in hoher Ausbeute. Da
keinerlei Nachbargruppeneffekte ausgenutzt werden konnen, um die stereoselektive
Entstehung einer a- bzw. einer B-glycosidischen Verkniipfung zu gewihrleisten, muss hier

ein anderer Weg gefunden werden, der eine Kontrolle der Stereochemie gestattet.
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Eine Moglichkeit, auf den stereochemischen Verlauf von Sialylierungen gezielt Einfluss zu
nehmen, besteht in der Wahl eines geeigneten Losungsmittels sowie einer zweckdienlichen
Reaktionstemperatur.*®® Setzt man ein Gemisch aus Acetonitril und Dichlormethan als
Losungsmittel ein, so kann der sogenannte Nitrileffekt fiir die Bildung des gewiinschten

287291 Der Zusatz von Dichlormethan wird

a-Glycosids ausgenutzt werden (Schema 3.24).!
dabei benoétigt, um die Reaktionstemperatur auch unter den Gefrierpunkt von Acetonitril,

welcher bei etwa — 46 °C liegt, absenken zu kdnnen.

OAc OAc
AGO OAc (OOMe AGO DAc - @
c 2 T2y o CHCNICHCL, (21) c \/%coom . Me\S/S\n/OEt
AcHN AcHN
AcO ;[( Me~.s-OTf AcO S

\S/\/
36 65

tiefe ROH hohe
Temperatur CH,CN Temperatur

s ROH
G
OAc OAc
AcO oac (N9 AcO OAc KCOS Me
AcHN (¢] HCOOMe AcHN O k-fN‘:C‘CHS
AcO AcO
ROH
66 67
OAc OAc
AcO OAc COOMe ACO OAc OR
AcHN g (@) OR AcHN - (0] COOMe
AcO AcO
a-Glycosid B-Glycosid

Schema 3.24: Der Nitrileffekt bei Sialylierungsreaktionen.

Nach der Aktivierung des in dieser Arbeit als Sialyldonor gewahlten, von Marra und Sinay

62442901

entwickelten Xanthogenats 3 mit in situ aus Methylsulfenylbromid und Silber-

trifluormethansulfonat hergestelltem Methylsulfenyltrifluormethansulfonat (MeSOT£)*!
und wihrend des Austritts der Abgangsgruppe kommt es zur Koordination von
Acetonitril an das Glycosylkation 65. Bei tiefen Temperaturen bildet sich in einer
kinetisch kontrollierten Reaktion bevorzugt das axiale B-Nitrilium-Konjugat 66, wihrend
bei hoheren Temperaturen das thermodynamisch stabilere, Adquatoriale a-Nitrilium-
Konjugat 67 entsteht. Der anschlieBende Angriff des Nucleophils fithrt dann zu der
alleinigen oder zumindest stark favorisierten Bildung des a-glycosidisch verkniipften
Produkts bei tiefer bzw. des B-Glycosids bei hoherer Temperatur.

Grundsatzlich ist es auch moglich, die Stereoselektivitét bei der Produktbildung durch die

Einfiihrung eines dirigierenden Substituenten in die 3-Position des Sialyldonors in der
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[(284.285] Da dies jedoch mehrerer zusitzlicher Stufen

gewlinschten Weise zu beeinflussen.
bedarf, wird im Allgemeinen nicht auf diese Methodik zuriickgegriffen, und auch im

Rahmen dieser Arbeit wird davon abgesehen.

Stattdessen wird unter Ausnutzung des Nitrileffekts der Trisaccharid-Baustein 58 mit
dem Xanthogenat 36 und in situ erzeugtem Methylsulfenyltrifluormethansulfonat als
Promotor'**!!

von —50°C bis —25°C zum Sialyl-Lewis™-Derivat 68 umgesetzt (Schema 3.25). Es

in einem Gemisch aus Acetonitril und Dichlormethan bei einer Temperatur

gelingt allerdings selbst durch zweimalige flashchromatographische Reinigung nicht, das
gewiinschte Produkt vollstindig von Verunreinigungen abzutrennen. Lediglich durch

préaparative RP-HPLC lisst sich die reine Verbindung 68 fiir analytische Zwecke isolieren.

HO _OBn oBn AgOTf, MeSBr in CI(CH,),Cl
OAc COOMe o MS 4A, CH,CN/CH,Cl, (2:1)
AcO OAc HO 0 250 °C—-25 °C

o}
O S OEt + O OTBDPS

ACHN= \n/ HO TrocHN
AcO S ?Qiosn
OBn

36 BnO
58
OA MeOOC AcO OBn Ac,0, DMAP, , OA¢ Me00G  HO OBn OBn
AcO gg; . Pyrdin \/k?@%\o Q o o
AcHN oTRBDPS AcHNA S N O OTBDPS
TrocHN ¢ o TrocHN
97/ oBn % OBn
n
BnOOBn BnO
69 68

70 % (2 Stufen)

Schema 3.25: Die Synthese des Sialyl-Lewis™-Derivats 69.

Da fiir die nachfolgende Reaktion jedoch eine weitere Reinigung nicht zwingend
erforderlich ist, kann direkt weiter gearbeitet und die Acetylierung mit Essigsdureanhydrid
in Pyridin in Gegenwart einer katalytischen Menge an 4-Dimethylaminopyridin (DMAP)
angeschlossen werden. In Anbetracht der Tatsache, dass das im Galactoseteil einfach
acetylierte Derivat eine dhnliche Polaritit aufweist wie das zweifach acetylierte Produkt
und sich die Reaktion selbst mittels analytischer RP-HPLC nicht zweifelsfrei kontrollieren
lasst, empfiehlt es sich, vor dem Abbrechen der Umsetzung zusétzlich eine massen-
spektrometrische Untersuchung durchzufiihren. Dabei sollte unbedingt beachtet werden,
dass es meistens — anstelle des iiblicherweise zu beobachtenden [M+Na] -Peaks — zum
Auftreten eines Massenpeaks kommt, welcher auf ein Addukt aus dem gewiinschten

Produkt und protoniertem DMAP zuriickzufiihren ist. SchlieBlich erhélt man nach erneuter
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zweimaliger flashchromatographischer Reinigung die zweifach acetylierte Verbindung 69
in einer fiir Sialylierungsreaktionen zufriedenstellenden Ausbeute von 70 % bezogen auf
das Trisaccharid 58.

Das dem Baustein 58 entsprechende Allylglycosid 59 erweist sich dagegen fiir
Sialylierungen unter Verwendung des Neuraminsduredonors 36 erwartungsgemal3 als
ginzlich ungeeignet, da von dem zur Aktivierung des Xanthogenats bendtigten weichen

Elektrophil ebenfalls die Doppelbindung des Allylrests angegriffen wird.

Die bei der Sialylierungsreaktion zu beobachtende regioselektive Ankniipfung der
Neuraminsdure in der 3-Position des Galactosylrests ldsst sich durch die Unterschiede in
den Reaktivititen der OH-Gruppen in 2-, 3- und 4-Stellung erkldren. Die dquatoriale
Hydroxylfunktion in der 3-Position weist eine hohere Nucleophilie auf und ist zudem
sterisch weniger gehindert als die beiden anderen freien OH-Gruppen, so dass es
ausschlieBlich zur Bildung des angestrebten Regioisomers kommt. Auf eine mit
zusitzlichem synthetischem Aufwand verbundene Einfiihrung von Schutzgruppen in
die 2- sowie die 4-Position kann folglich verzichtet werden, womit sich auch eine
Beeintrachtigung der Reaktivitédt in 3-Stellung durch sterische oder elektronische Effekte
benachbarter Substituenten vermeiden ldsst. Allein die primdre Hydroxylfunktion muss
blockiert sein, um einer Sialylierung dieser Position vorzubeugen.

Eindeutig belegen ldsst sich die Art der Verkniipfung anhand der Kopplung zwischen dem
Kohlenstoffatom-2 der Neuraminsidure und dem in 3-Stellung am Galactosylrest befind-

lichen Proton, welche im HMBC-Spektrum der Verbindung zweifelsfrei zu erkennen ist.

Der Nachweis des Vorliegens der a-glycosidischen Bindung kann im Falle von Sialin-
sdurederivaten nicht auf die iibliche Weise anhand der Kopplungskonstante erbracht
werden, da es sich hier bei dem anomeren Zentrum um einen quartiren Kohlenstoff
handelt.

In der Literatur finden sich empirische Regeln fiir die Zuordnung der anomeren

Konfiguration peracetylierter Neuraminsaureglycoside: >

D 8i3aq (a-Anomer) > Syzzq (B-Anomer)

2)24 2315, (0-Anomer) < 84 (B-Anomer)

3P 8k9a — Suop| (-Anomer) < [Sroa — Spop| (B-Anomer)
4)1 3 1 s (a-Anomer) > Ju7 us (B-Anomer)

Allgemein giiltig sind diese Regeln jedoch nicht.
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Zuverléssig bestimmt werden kann die anomere Konfiguration hingegen mit Hilfe eines
HMBC-Experiments (Abb. 3.4): Im Falle des a-Anomers ist entsprechend der Karplus-
Beziehung eine starke Kopplung zwischen dem Kohlenstoffatom-1 und dem axial
orientierten Proton H3,, in der 3-Position zu erwarten, da die von den beiden Kernen
ausgehenden Bindungen einen Winkel von 180 ° einschlieBen. Demnach sollte diese
Kopplung in Form eines Kreuzpeaks im HMBC-Spektrum zu sehen sein, sofern ein
a-Glycosid vorliegt. Bei einer [B-glycosidischen Verkniipfung dagegen besteht eine
axial-dquatorial-Wechselwirkung zwischen den beiden entscheidenden Kernen, woraus
nach der Karplus-Beziehung lediglich eine schwache Kopplung resultiert, welche im

HMBC-Spektrum nicht zu erkennen ist.

e AL

E 90
H3,,-Sia H3, -Sia

= F 95

3 co => (2-Sia
— E100
E105
F110
F11s
F120
F125
— F130
] F135
= F140
F145
E150
7 F1s5
E160
F165
= E170
E175

3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 ppm

Abb. 3.4: Ein Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum des Sialyl-Lewis*-Derivats 69.

Da fiir Verbindung 69 ein Kreuzpeak zwischen Cl1 und H3,c im HMBC-Spektrum
gefunden wird, ldsst sich das Vorliegen der vermuteten Struktur, des o-Sialosids,

zweifelsfrei beweisen.

Nachdem fiir den folgenden Verlauf der Synthese die benzylischen Schutzgruppen nicht
mehr bendtigt werden, ihre Anwesenheit vielmehr zu Problemen aufgrund einer erhéhten

Séurelabilitiat der glycosidischen, insbesondere der fucosidischen Bindung(en) fiihrt, wére

[204

es erstrebenswert, sie an dieser Stelle durch Acetylreste zu ersetzen.**”! Dass ein solcher
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Austausch spidtestens vor der Erzeugung des Glycosylaminosdure-Bausteins flir die
Glycopeptid-Festphasensynthese erforderlich ist, sofern fert-Butylester und -ether zum
Schutz der Carboxylfunktion des — das Hexasaccharid tragenden — Threonins bzw. von
Seitenkettenfunktionen der Aminoséuren eingesetzt werden sollen, wurde von O. Knoll im
Rahmen seiner Dissertation gezeigt.””” Um in einem spiteren Stadium die in der
Peptidchemie gidngigen sdurelabilen Schutzgruppen mit Hilfe von Trifluoressigsdure
entfernen zu kénnen, ohne dass die fucosidische Bindung in Mitleidenschaft gezogen wird,
muss man ein Vorliegen des Desoxyzuckers in vollstindig benzylierter Form umgehen.
Dagegen gelingt die saure Schutzgruppenabspaltung bei der Bildung der Festphasen-
bausteine genauso wie diejenige am fertigen Glycopeptid ohne bemerkenswerte
Substanzverluste, wenn die Fucose durch Acetylreste blockiert ist, wie C. Filser im
Rahmen seiner Dissertation beweisen konnte.**”!

Ob die Debenzylierung am Tetrasaccharid-Baustein 69 mittels katalytischer Hydrierung in
Gegenwart des Trichlorethoxycarbonylrests praktikabel ist, erscheint allgemein fraglich.
Da in der Literatur allerdings ein eindeutiger Hinweis auf die Stabilitdt der Schutzgruppe

(2021 sollte in der vorliegenden Arbeit

unter diesen Bedingungen gefunden werden kann,
ein entsprechender Versuch unternommen werden. Dessen Resultat zeigt jedoch, dass es
bei der Hydrierung in Gegenwart einer katalytischen Menge an Palladium auf Kohle
in erheblichem MaBe zu Reaktionen an der Troc-Funktion kommt, wobei mehrere,
anscheinend verschieden stark reduzierte Produkte gebildet werden. Diese lassen sich nicht
alle eindeutig charakterisieren, massenspektrometrisch ist anhand des zu beobachtenden
Isotopenmusters jedoch ein Verlust von Chloratomen festzustellen. Demzufolge muss der
Austausch der Benzyl- gegen die Acetylgruppen auf einen spiteren Zeitpunkt verschoben

werden.

Man {iberfiihrt stattdessen den Tetrasaccharid-Baustein 69 direkt in einen Glycosyldonor,
der anschlieBend in der Glycosylierung zur Herstellung des angestrebten Hexasaccharid-
Threonin-Konjugats (vgl. Abschnitt 3.8.1) eingesetzt werden kann.

Da Trichloracetimidate sich in der Vergangenheit sowohl in eigenen als auch in literatur-
bekannten Synthesen vielfach als reaktive Glycosyldonoren bewdhrt haben und ihre
Aktivierung, wie im Zuge der Ankniipfung des Galactosylrests festgestellt werden konnte,
mit dem vorliegenden Schutzgruppenmuster kompatibel ist, soll auch fiir die bevor-

stehende Glycosylierung auf das Trichloracetimidatverfahren zuriickgegriffen werden.

Dazu muss zundchst die anomere Hydroxylgruppe des Silylglycosids 69 freigesetzt

werden. Dies gelingt mit Tetra-n-butylammoniumfluorid (TBAF) in Tetrahydro-
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furan (THF), wobei Essigsdure der Reaktionsmischung zugesetzt wird, um der Basizitét

des Fluorids entgegenzuwirken (Schema 3.26).

OAc MeOOC AcOo _OBn OAc MeOOC Ho _OBn

AcO. OAc E o OBn TBAF, AcOH, THF  AcO OAC o OBn
= o} o (o} 0 °C—Raumtemp. = 0 o o}
AcHN = O&/OTBDPS —Op» AcHN = %5 OH
AcO Ac TrocHN 69 % AcO H TrocHN
Q7 oBn Q7 oBn
OBn OBn

BnO BnO

69 70

OAc MeOOC AcO _OBn

ACO. &/ A) CI,CCN, K,COj, CH,Cl,, 26 %
AcHN CCI3 0 °C—Raumtemp.

AcO TrocHN B) CI;CCN, DBU, MS 4A, CH,Cl,, 50 %
OBn 0 °C—Raumtemp.

Il

Schema 3.26: Die Synthese des Sialyl-Lewis™-Donors 71.

Trotz der an sich starken Triebkraft der Umsetzung, der Ausbildung einer Silicium-Fluor-
Bindung, welche energetisch um 30 kcal/mol gegeniiber der Silicium-Sauerstoff-Bindung
begiinstigt ist,**® verlduft die Spaltung langsam. Nach einer Reaktionszeit von 14 Stunden
kann diinnschichtchromatographisch immer noch ein grofler Anteil an nicht umgesetztem
Edukt nachgewiesen werden. Auch nach 40 Stunden, nach denen die Reaktion wegen eines
ausbleibenden Fortschritts und beginnender Zersetzung abgebrochen wird, erhédlt man das
gewiinschte Produkt 70 nur in einer Ausbeute von 69 %. Bei der flashchromatographischen

Reinigung werden auflerdem 5 % des Silylglycosids 69 isoliert.

Die sich anschlieBende Bildung des Trichloracetimidats 71 bereitet ebenfalls
unvorhergesehene Probleme. Unter Anwendung der fiir die Herstellung des Galactosyl-
donors 31 (vgl. Abschnitt 3.2.4) standardmifBig gewdhlten Reaktionsbedingungen, einer
durch DBU Kkatalysierten Addition an Trichloracetonitril in absolutem Dichlormethan,
erhdlt man das gewiinschte Produkt 71 nur in einer Ausbeute von 50 %, wéhrend 17 % des
reduzierenden Zuckers 70 zuriickgewonnen werden. Anzunehmen ist, dass es neben einem
unvollstindigen Umsatz auBBerdem bei der flashchromatographischen Reinigung trotz des
Zusatzes von 0.1 % Triethylamin zum Laufmittel teilweise zur Hydrolyse vor allem des im
Allgemeinen besonders empfindlichen 3-Anomers des Produkts kommt.

Der Versuch, den Umsatz durch vorheriges Trocknen von Trichloracetonitril {iber
Molekularsieb zu erhohen, fiihrt nicht zum Erfolg. Ebenso bringt der vollstindige Verzicht

auf den Einsatz von Molekularsieb, welcher aufgrund des Verdachts gepriift wurde, dessen
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Anwesenheit konne in gewissem Malle ein Abfangen der Base bewirken, keine
Verbesserung mit sich. Ein Austausch der Base DBU gegen Kaliumcarbonat schlieBlich
ergibt eine noch deutlich geringere Ausbeute. In diesem Fall kénnen lediglich 26 % des
Trichloracetimidats 71 isoliert werden, wéhrend 61 % der eingesetzten Verbindung 70

zuriickgewonnen werden.

Obgleich die zuletzt beschriebene Reaktion alles andere als zufriedenstellend verlduft,
steht dennoch nun ein viel versprechender Glycosyldonor fiir die geplante Glycosylierung

zum Hexasaccharid-Threonin-Konjugat zur Verfliigung (vgl. Abschnitt 3.8.1).

3.5.2 Der Arabino-Sialyl-Lewis"-Baustein

Das Arabino-Lewis*-Derivat 62 wird entsprechend der im vorangehenden Abschnitt
dargelegten Herstellung des Sialyl-Lewis™-Bausteins 68 mit dem Xanthogenat 36 der
Neuraminsdure und Silbertrifluormethansulfonat (AgOTf) sowie Methylsulfenylbromid
zur Reaktion gebracht (Schema 3.27).

HO _OBn AgOTY, MeSBr in CI(CH,),Cl

OBn
OAc .. COOMe o MS 4A, CH,CN/CH,Cl, (2:1)

AcO OA HO o/é&/ =50 °C—=-25°C
hif TrocHN
AcO s L/ 0Bn
OBn

36 BnO

62

OAc MeOOC Ho _OBn

OAc I\A/IEOOC AcO _OBn OBn Ac,0, DMAP, , DAc 0Bn
AcO B o) o Pyridin S ~0-7~0 O o o
AcHN—_/L7 © o3 otBDPS < AcHN o OTBDPS

ASG A PTN AcO HO TrocHN
No OBn R/ o8n
BnOoBn BnOOBn
73 72

25 % (2 Stufen)

Schema 3.27: Die Synthese des Arabino-Sialyl-Lewis"-Derivats 73.

Erneut liefert die flashchromatographische Reinigung das Tetrasaccharid 72 nicht in reiner
Form. In diesem Fall scheinen sich allerdings selbst durch RP-HPLC die Verunreinigungen
nicht vollstdndig abtrennen zu lassen. Daher wird direkt die Acetylierung zum komplett
blockierten Arabino-Sialyl-Lewis*-Baustein 73 vollzogen. Nach der Reinigung des
Rohprodukts sowohl durch Flashchromatographie als auch durch prédparative RP-HPLC

kann man das gewliinschte Produkt schlieflich in reiner Form gewinnen.
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Die gewiinschte Regioselektivitit sowie die Stereoselektivitit der Sialylierungsreaktion
sind NMR-spektroskopisch mit Hilfe eines HMBC-Experiments eindeutig nach-
zuweisen (vgl. Abschnitt 3.5.1).

Die Ausbeute ist jedoch — wie im Falle der arabinosylierten Bausteine schon haufig
beobachtet — mit 25 % iiber beide Stufen eher gering. Mogliche Ursachen wurden in den
vorangehenden Kapiteln bereits hinreichend diskutiert. An dieser Stelle ldsst sich
zusdtzlich allerdings noch ein Substanzverlust wihrend der Reinigung durch priparative

RP-HPLC als Grund fiir die drastische Ausbeuteminderung anfiihren.

Prinzipiell sollte sich die Verbindung 73 in Analogie zum vergleichbaren fucosylierten
Baustein 69 in das entsprechende Trichloracetimidat iiberfithren lassen. Aus Zeitgriinden
wurde im Rahmen dieser Arbeit jedoch von einer weiteren Umsetzung des Arabino-Sialyl-

Lewis"-Derivats 73 abgesehen.

3.5.3 Das Sialyl-Lewis*-Mimetikum

Fiir die Herstellung des Sialyl-Lewis*-Mimetikums, in dem der Neuraminsdure- durch den
Cyclohexylmilchsédurerest ersetzt ist, bietet sich der Einsatz des fiir die Sialylierungs-

reaktion ungeeigneten Allyl-geschiitzten Trisaccharids 59 an.

Um bei der Umsetzung des Triflats 42 mit dem dreifach ungeschiitzten Trisaccharid 59
eine regioselektive Ankniipfung des Milchsdurederivats in der 3-Position des
Galactosylrests gewihrleisten zu konnen, greift man auf die Stannylen-Methode!*”>*%
zuriick (Schema 3.28). Dabei wird zundchst durch Reaktion der beiden zueinander
cis-stindigen Hydroxylfunktionen in 3- und 4-Stellung des Trisaccharids 59 mit
Di-n-butylzinnoxid in siedendem Methanol das Stannylenacetal 74 gebildet. Dieses liegt
vermutlich nicht in Form des Monomers, sondern als Dimer, wenn nicht sogar als
Oligomer vor. Im Rahmen dieser Arbeit wurden allerdings keine Versuche unternommen,
der tatsdchlichen Struktur auf den Grund zu gehen. Auch in der Literatur ist das allgemeine
Erscheinungsbild solcher Stannylenacetale noch nicht hinreichend aufgeklirt. Ebenso
wenig besteht Gewissheit iiber den genauen Mechanismus der sich anschlieBenden
Reaktion. Bekannt ist nur, dass — wie auch im hier vorliegenden Fall festzustellen ist —
nach der Aktivierung des Acetals bevorzugt die dquatoriale Hydroxylgruppe elektrophil

angegriffen wird.**!!
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Versetzt man in diesem Sinne das Stannylenacetal 74 in Anlehnung an die Arbeiten
von Bdnteli®™ und Thoma et al™* "7 zunichst mit Cisiumfluorid und fiigt dann das
Cyclohexylmilchséduretriflat 42 hinzu, so entsteht ausschlieBlich das in der 3-Position des
Galactosylrests substituierte Trisaccharid 75. Nach flashchromatographischer Reinigung

des Rohprodukts kann es in einer Ausbeute von 71 % isoliert werden.

0 _OBn

HO __OBn OBn o / OBn
o Bu,Sn o
HO 0 (0] "Bu,SnO, MeOH, Riickfluss \O o o)
fo) OAIl o OAll

MeoOC AcO -OBn OBn MeOOC HO OBn an
Oé&/ Q Ac,0, DMAP, Pyridi
- %% OAll 0. - Tyndin OAII
C o TrocHN 88 % TrocHN
OBn
OBn

OBn
BnO

76

71 % (2 Stufen)

Schema 3.28: Die Synthese des Sialyl-Lewis™-Mimetikums 76.

Der regioselektive Verlauf der Reaktion ldsst sich erneut NMR-spektroskopisch anhand
des HMBC-Spektrums beweisen: Da in diesem sowohl eine Kopplung zwischen dem in
a-Stellung zur Esterfunktion befindlichen Kohlenstoffatom des Milchsédurederivats und
dem Proton in der 3-Position der Galactose als auch ein Kreuzpeak zwischen dem Proton
in der Nachbarschaft zur Esterfunktion und dem Kohlenstoffatom-3 der Galactose klar
auszumachen sind, muss die Anbindung des Cyclohexylmilchsdure-Bausteins an das
Trisaccharid in der Tat {iber das Sauerstoffatom in der 3-Position des Galactosylrests
erfolgen.

Die Bestimmung der absoluten Konfiguration am Kohlenstoffatom-2 des Cyclohexyl-
milchsdurerests ist im Gegensatz zur Bestimmung derjenigen am anomeren Zentrum des
sialylierten Bausteins 69 (vgl. Abschnitt 3.5.1) nicht mittels NMR-Spektroskopie zu
erreichen. Die alternative Moglichkeit, eine Kristallstrukturanalyse zur Ermittlung der
Konfiguration heranzuziehen, besteht hier ebenfalls nicht, da die Verbindung nicht
kristallin vorliegt. Es wird jedoch davon ausgegangen, dass es sich tatsdchlich um das

gewliinschte (S)-konfigurierte Milchséurederivat handelt, da der Angriff der OH-Gruppe
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an dem elektrophilen Kohlenstoffatom-2 des Triflats im Sinne einer Sy2-Reaktion
ablaufen sollte. Wiirde es zur Bildung eines Syl-artigen Intermediats kommen, so wéren
diastereomere Produkte zu erwarten, was sich anhand der NMR-Spektren sowie durch
eine Untersuchung der erhaltenen Substanz mittels analytischer RP-HPLC zweifelsfrei
ausschlieBen ldsst. Ferner sprechen die in der Literatur zu findenden Ergebnisse analoger

Reaktionen eindeutig fiir das Vorliegen der angenommenen Struktur['?® 197- 23]

Die sich anschlieBende Acetylierung mit Essigsdureanhydrid in Pyridin in Anwesenheit
einer katalytischen Menge an 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) liefert schlieBlich das
vollstindig blockierte ,,Pseudotetrasaccharid 76 in einer Ausbeute von 88 %. Verzichtet
man versuchsweise auf den Zusatz von DMAP, um einerseits moglichen Nebenreaktionen
im Basischen vorbeugen und andererseits die Acetylierung der im Allgemeinen schwerer
zuginglichen 4-Position der Galactose eventuell vermeiden zu kénnen, wodurch man sich
die spiter gegebenenfalls problematische Deblockierung dieser Hydroxylgruppe ersparen
wiirde, so kommt es zur Entstehung eines Gemischs aus der einfach sowie der zweifach
acetylierten Verbindung. Auch nach einer Reaktionszeit von acht Tagen kann kein
einheitliches Produkt erhalten werden. Grundsitzlich ist bei dieser Acetylierung eine
massenspektrometrische Kontrolle des Reaktionsfortschritts unbedingt angeraten, da das
zweifach acetylierte Produkt auch mittels analytischer RP-HPLC nicht von der
entsprechenden einfach acetylierten Verbindung zu unterscheiden ist und diese Form der
Reaktionskontrolle somit ausscheidet. Zu beachten ist allerdings wiederum, dass das
Massenspektrum des Rohprodukts — wie schon in Abschnitt 3.5.1 diskutiert — lediglich den
Massenpeak zeigt, welcher einem Addukt aus der gewlinschten Verbindung und

protoniertem DMAP zuzuordnen ist.

Um auch das Sialyl-Lewis*-Mimetikum auf die nachfolgende Glycosylierung des
Disaccharid-Threonin-Konjugats (vgl. Abschnitt 3.8.2) vorzubereiten, muss zunéchst die
anomere Schutzgruppe entfernt werden. Dies gelingt — in kompletter Analogie zu der am
Trisaccharid 54 durchgefiihrten Reaktion (vgl. Abschnitt 3.4.1) — durch Isomerisierung des
Allylsubstituenten zum Prop-1-enylrest und anschlieBende Spaltung des Glycosids mit
Hilfe von elementarem lod (Schema 3.29). Nach flashchromatographischer Reinigung des
Rohprodukts wird der reduzierende Zucker 77 in einer Ausbeute von 86 % bezogen auf das

Allylglycosid 76 erhalten.
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[Ir(COD)(PMePh,),]PFg

MeOOC AcO -OBn OBn e, THE

aktiver Kat. in THF

0
Oé&/ogé&om
AcO TrocHN
WOBn
OBn

BnO
76

MeOOC AcO -OBn OBn
0&&/0 0
0

AcO OBn
NaHCO,, H,0, I,, THF  Me00C ° OBn
0 °C—Raumtemp. o o (0]
o o OH
Ac TrocHN
Q OBn
BnoOBn

77
86 % (2 Stufen)

CI,CCN, DBU, CH,Cl,

60 %

Schema 3.29: Die Synthese des Trichloracetimidats 78.

Mittels einer basenkatalysierten Addition an Trichloracetonitril ergibt sich das gewiinschte
Trichloracetimidat 78, welches man nach flashchromatographischer Reinigung des Roh-
produkts ausschlieflich in Form des thermodynamisch stabileren a-Anomers in einer
Ausbeute von 60 % isoliert. Auflerdem konnen 16 % des reduzierenden Zuckers 77
zuriickgewonnen werden. Wie schon zuvor ist auch hier dem bei der Chromatographie
zum FEinsatz kommenden Laufmittel ein geringer Prozentsatz Triethylamin zuzusetzen, um

das Produkt vor saurer Hydrolyse auf der Kieselgelsidule zu bewahren.

3.5.4 Das Arabino-Sialyl-Lewis*-Mimetikum

Das Arabino-Sialyl-Lewis*-Mimetikum 79 ldsst sich analog zu dem entsprechenden

(299,300 it einer

fucosylierten Baustein 75 unter Anwendung der Stannylen-Methode
Ausbeute von 69 % herstellen (Schema 3.30). Im Zuge der flashchromatographischen

Reinigung werden in diesem Fall 4 % des eingesetzten Trisaccharids 63 zuriickgewonnen.

HO ~OBn OBn MeOOC HO OBn OBn
Hog&o Q 1) "Bu,SnO, MeOH, Ruckfluss
O OAll OAII
o TrocHN 2) CsF, DME TrocHN
e OBn COOMe OB”
BnO

69 %

Schema 3.30: Die Synthese des Arabino-Sialyl-Lewis"-Mimetikums 79.
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Hinsichtlich der Moglichkeiten, die Regio- sowie die Stereochemie der Verkniipfung zu

belegen, sei an dieser Stelle auf die Ausfithrungen im vorangehenden Abschnitt verwiesen.

Aus Zeitgriinden musste die Synthese des auf dem Arabino-Sialyl-Lewis"-Mimetikum
beruhenden Oligosaccharid-Threonin-Konjugats auf dieser Stufe eingestellt werden,
obwohl eine fiir die weitere Umsetzung durchaus ausreichende Menge des ,,Pseudo-
tetrasaccharids‘ zur Verfligung stiinde. Sie sollte sich allerdings in kompletter Analogie zu

der des vergleichbaren fucosylierten Bausteins fortsetzen lassen.

3.6 Die Galactose-Threonin-Konjugate

Die biomimetische Synthese des Disaccharid-Threonin-Konjugats, welches in den
angestrebten Glycosylierungsreaktionen mit dem Sialyl-Lewis™-Donor 71 bzw. dessen
Mimetikum 78 als Glycosylakzeptor fungieren soll (vgl. Kapitel 3.8), orientiert sich
— wie in Kapitel 3.1 bereits erwihnt — an einer literaturbekannten Strategie.*' "]

Dabei wird zundchst der erste Galactosylrest mit einem geeignet geschiitzten
Threoninderivat verkniipft und das resultierende Konjugat dann nach einigen Schutz-
gruppenmanipulationen in der 3-Position des Zucker-Bausteins ein weiteres Mal

galactosyliert (vgl. Kapitel 3.7).

Um den fiir die spdteren Glycopeptid-Festphasensynthesen nach der Fmoc-Strategie
tauglichen, als Galactosylakzeptor geeigneten Aminosdure-Baustein 82 herzustellen, setzt
man zundchst die Aminogruppe von L-Threonin (80) mit Fluoren-9-ylmethyl-succin-

imidyl-carbonat (FmocOSu) um,*”! wobei sich das Carbamat 81 bildet (Schema 3.31).

FmocOSu, NaHCO,

HO Aceton/H,0 (1:1) HO DCC, 'BuOH, CuCl, CH,Cl, HO
OH OH OBu
H,N FmocHN FmocHN

o O O

80 81 82

68 % (2 Stufen)

Schema 3.31: Die Synthese des N- und C-terminal geschiitzten Threonin-Bausteins 82.

AnschlieBend wird dessen freie Carboxylfunktion durch Veresterung mit terz-Butanol

[304

unter dem aktivierenden Einfluss von N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)®*! und

Kupfer(I)-chlorid als ferz-Butylester blockiert.2'* %> 3%! Nach flashchromatographischer

Reinigung und Umkristallisation kann man die sowohl N- als auch C-terminal geschiitzte
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Aminoséure 82 in einer Ausbeute von 68 % bezogen auf L-Threonin (80) isolieren. Bei der
Durchfiihrung des zweiten Syntheseschritts ist darauf zu achten, dass es aufgrund des
groBen Uberschusses von fert-Butanol und DCC nicht zu einer zusitzlichen Blockierung
der Hydroxylfunktion des Threonins in Form eines fert-Butylethers kommt. Durch eine
strenge diinnschichtchromatographische Kontrolle der Umsetzung und die Vermeidung

ausgedehnter Reaktionszeiten lésst sie sich jedoch vollstindig umgehen.

Zur Erzeugung des Galactosederivats, welches in der 2-Position eine in Gestalt eines Azids
maskierte Aminofunktion trigt und fiir die Glycosylierung des geschiitzten Aminosdure-
Bausteins 82 verwendet werden kann, wird D-Galactose (25) durch Reaktion mit
Essigsdureanhydrid in Gegenwart einer katalytischen Menge an Perchlorsdure peracetyliert
und das entstandene Pentaacetat in situ mit einer 33%igen Losung von Bromwasserstoff
in Eisessig zum Galactosylbromid 83 umgesetzt (Schema 3.32).°°7) Dabei bildet sich
aufgrund des anomeren Effekts ausschlielich das a-Anomer. Dieses {iberfiihrt man direkt
durch Reduktion mit aktiviertem Zink in Gegenwart einer katalytischen Menge an
1-Methylimidazol in das Galactal 84,5°7:3%] 4a5 nach flashchromatographischer Reinigung
des Rohprodukts in einer Ausbeute von 59 % bezogen auf D-Galactose (25) anfillt.

HO _OH 1) Ac,0, 60%ige HCIO, AcO _OAc Zn, 1-Methylimidazol AcO OAc
§ o 2) HBr in Eisessig (33 %) E o EtOAc, Riickfluss &i\
HO OH AcO AcO —
OH AcO
Br
25 83 84

59 % (2 Stufen)

(NH,),[Ce(NO3)e], NaN,

AcO OAc
0 CH4CN, - 25 °C
AcO ONO,

Ns
85

57 %

Schema 3.32: Die Synthese des Azidonitrats 85.

In der sich anschlieBenden Azidonitratisierung nach Lemieux""*'" mittels Cer(IV)-
ammoniumnitrat und Natriumazid werden eine Nitratgruppe am anomeren Zentrum sowie
die bereits erwihnte Azidofunktion in 2-Stellung eingefiihrt. Dies gelingt mit einer
Ausbeute von 57 %, wobei das Produkt 85 als Anomerengemisch mit einem ungefdhren
Verhéltnis von a- zu B-Anomer von 1:1 (mittels NMR-Spektroskopie bestimmt) erhalten
wird. Durch fraktionierende Kristallisation aus Diethylether lassen sich die beiden

Anomere trennen, jedoch ist dies fiir den nachfolgenden Syntheseschritt nicht erforderlich.
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Der Mechanismus der Azidonitratisierung wurde von Lemieux in der folgenden Weise
gedeutet (Schema 3.33):%) Zunichst abstrahiert Cer'” als starkes Oxidationsmittel ein
Elektron aus dem Azidanion, wobei es selbst zu Cer' reduziert wird. Das gebildete
Azidradikal erfdhrt dann eine Koordination an die Doppelbindung des Galactals 84,
bevor unter dem Einfluss eines weiteren Cer''-Ions die Oxidation zum entsprechenden
Oxycarbeniumion eintritt, in dem der Azidosubstituent in 2-Stellung angebunden ist. Der

Angriff eines Nitratanions am anomeren Zentrum ergibt schlieBlich das Nitrat 85.

Ce* + Ny —— Ce* + N,

AcO OAc AcO OAc AcO OAc AcO OAc
Io) *N3 o) Ce* O.@ NO3 o)
AcO = AcO Ced* AcO ) AcO ONO,
~ | -
N3 N3 ®
84 85

Schema 3.33: Der Mechanismus der Azidonitratisierung nach Lemieux."*

Durch Umsetzung mit Lithiumbromid ldsst sich das Azidonitrat 85 in das anomere
Bromid 86 iiberfiihren (Schema 3.34),'% wobei wiederum aufgrund des anomeren Effekts
ausschlieflich das a-Anomer entsteht. Wegen seiner stark begrenzten Stabilitét setzt man
dieses ohne eine vorherige Reinigung direkt in die nachfolgende Glycosylierungsreaktion

ein, welche nach der von Paulsen und HolckP'"-'?) entwickelten Methode durchgefiihrt

wird.
Ag,CO,, AgCIO,
AcO _OAC AcO _OAC MS 4A, CH,Cl,/Toluol (1:1) AcO _OAc
o LiBr, CH;CN 0 0 °C—Raumtemp. o
AcO ONO, AcO AcO
N3 N3 N3
Br O
85 86 HO
oB
OBu FmocHN !
FmocHN o

O
87

82 46 % (2 Stufen)

Schema 3.34: Die Galactosylierung des Threoninderivats 82 unter Bildung des Konjugats 87.

Dabei bringt man das Bromid 86 unter Aktivierung durch eine dquimolare Menge an
Silbercarbonat sowie eine katalytische Menge an Silberperchlorat mit dem Threonin-

217 Infolge der fehlenden Nachbargruppenaktivitit der Azido-

Baustein 82 zur Reaktion.
funktion in der 2-Position des Glycosyldonors kommt es zur Bildung des durch den
anomeren Effekt favorisierten a-Glycosids 87, welches in einer Ausbeute von 46 %

bezogen auf das Azidonitrat 85 gewonnen wird.



72 ALLGEMEINER TEIL

Das Vorliegen der a-glycosidischen Bindung ldsst sich NMR-spektroskopisch anhand der
kleinen Kopplungskonstante 3JH1,H2 von 3.4 Hz sowie der relativen Tieffeldverschiebung

des anomeren Protons eindeutig belegen.

Bei der spiteren Ankniipfung des zweiten Galactosylrests an das Galactose-Threonin-
Konjugat (vgl. Kapitel 3.7) sollen zwei unterschiedliche Bausteine als Glycosylakzeptoren
gepriift werden, zum einen eine in der 2-Position des Zuckers Azido-substituierte

Verbindung, zum anderen ihr Acetamido-substituiertes Analogon.

Zur Herstellung eines als Galactosylakzeptor geeigneten Bausteins mit einer Azido-
funktion in 2-Stellung werden zunéchst die Acetylgruppen von Verbindung 87 unter
Zemplén-Bedingungen™ entfernt (Schema 3.35).*'"! Dabei muss man — wie schon im
Falle der Troc-geschiitzten Glucosamin-Bausteine (vgl. Abschnitt 3.2.1) — strikt darauf
achten, dass ein pH-Wert von 8.5 nicht iiberschritten wird, um die Abspaltung der

. .. 217
basenlabilen Fmoc-Gruppe zu unterdriicken.!*!”!
Ph
0
AcO ~OAc NaOMe, MeOH HO _OH o)
o (pH = 8.0-8.5) 0 PhCH(OMe),, p-TsOH, CH,CN 0
AcO ——— Ho HO
N; Nj N3
o) o) o)
I I{ If
FmocHNK‘/o Bu FmocHNK‘/O Bu FmocHNx‘/o Bu
o) o) 0
87 88 89

67 % (2 Stufen)

Schema 3.35: Die Synthese des Galactose-Threonin-Konjugats 89.

Das gewonnene Rohprodukt 88 wird schlieflich einer durch 4-Toluolsulfonsdure-
Monohydrat (p-TsOH) katalysierten Umacetalisierung mit Benzaldehyddimethylacetal

219, 225]

unterzogen,' welche das entsprechende 4,6-O-Benzyliden-geschiitzte Galactose-

derivat 89 in einer Ausbeute von 67 % bezogen auf den acetylierten Baustein 87 liefert.

Alternativ setzt man das Glycosylierungsprodukt 87 mit aktiviertem Zink in einer
Mischung aus Essigsédure, Essigsdureanhydrid und Tetrahydrofuran um, wobei die Azido-
zur Aminofunktion reduziert und letztere direkt acetyliert wird (Schema 3.36).71% 314

Das auf diese Weise in einer Ausbeute von 77 % zugingliche Acetamid 90 wird
anschlieBend in Analogie zur weiteren Umsetzung des Azido-funktionalisierten

[203

Bausteins 87 nach Zemplén'®®®! mit einer methanolischen Natriummethanolat-Losung von

den Acetylgruppen befreit.*'”! Dabei entsteht die dreifach ungeschiitzte Verbindung 91,
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welche ohne eine vorherige Reinigung durch eine sdurekatalysierte Umacetalisierung®*”!
. . .. . . . .1 [219
in das entsprechende Benzyliden-geschiitzte Galactosederivat 92 iiberfiihrt wird.*"”!
AcO _OAc AcO OAc NaOMe, MeOH HO OH
o Zn, AcOH/AC,O/THF (1:2:3) o (pH = 8.0-8.5) o
AcO — AcO —————— Ho
N3 ° AcHN AcHN
2 o) o
If if
FmocHNK‘/otBu FmocHNL‘/O Bu FmocHN\'/:n/o Bu
o} (6] (6]
87 90 91

Ph

(¢}

e}
o PhCH(OMe),, p-TsOH, CH;CN
HO
AcHN
(e}
OB
FmocHN !

O
92

83 % (2 Stufen)

Schema 3.36: Die Synthese des Galactose-Threonin-Konjugats 92.

Das ebenfalls fiir die Galactosylierung in der 3-Position geeignete Galactose-Threonin-

Konjugat 92 kann so iliber zwei Stufen in einer Ausbeute von 83 % erhalten werden.

3.7  Das Disaccharid-Threonin-Konjugat

Fir die Herstellung des Disaccharid-Threonin-Konjugats, welches zu einem spiteren
Zeitpunkt als Glycosylakzeptor fungieren soll (vgl. Kapitel 3.8), sollen zwei der
gingigen Glycosylierungsmethoden hinsichtlich ihres Potentials in diesem speziellen
Fall miteinander verglichen werden, zum einen das bereits diskutierte Trichlor-

acetimidatverfahren nach Schmidt,*%>>°!

[315,316

und zum anderen eine von Helferich entwickelte

I der Glycosylierung nach Koenigs-Knorr.®'"

Variante
Zunichst werden die bendtigten vierfach acetylierten Galactosyldonoren, das Trichlor-
acetimidat 95 sowie das Bromid 83, auf literaturbekannte Weise aus D-Galactose (25)

erzeugt (Schema 3.37).
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Dabei iiberfiihrt man im ersten Schritt D-Galactose (25) in einer Mischung aus Essigsdure-
anhydrid und Pyridin in das Pentaacetat 93, welches sich quantitativ bildet.

Die selektive Abspaltung der anomeren Schutzgruppe, die sich sowohl durch Umsetzung
mit Hydrazinacetat**'! als auch durch Reaktion mit dem Acetat von Ethylendiamin'**’
realisieren ldsst (vgl. Abschnitt 3.2.4), liefert den reduzierenden Zucker 94 in Ausbeuten
von 62 % bzw. 53 %. Die nur méBigen Ausbeuten fiir diese Deblockierung sind aller
Wahrscheinlichkeit nach darauf zuriickzufiihren, dass es trotz strenger Reaktionskontrolle
leicht zur Abspaltung von weiteren, nicht anomeren Acetylgruppen kommt. Nach einer
basenkatalysierten Addition an Trichloracetonitril***2%*'® kann man schlieBlich das

Trichloracetimidat 95 in Form des thermodynamisch stabileren a-Anomers in einer

Ausbeute von 89 % bzw. einer Gesamtausbeute von 55 % bezogen auf D-Galactose (25)

isolieren.
HO OH AcO OAc AcO _OAc
o Ac,0, Pyridin o A) Hydrazinacetat, DMF, 50 °C, 62 % o
HO&SMOH quant. Aco&mom B) Ethylendiamin, AcOH, THF, 53 % Acogﬁww
OH OAc OAc
25 93 94

HBr in Eisessig (33 %), CH,Cl,

0,
70% 0 °C—Raumtemp.

89 % | CI;CCN, DBU, CH,Cl,

AcO _OAc AcO _OAc
go %O
AcO AcO
AcOBr AcOO ccl,
83 95 \ﬂ/

NH

Schema 3.37: Die Synthesen der Galactosyldonoren 95 und 83.

Die Umsetzung des vollstindig geschiitzten Galactosederivats 93 mit einer 33%igen
Losung von Bromwasserstoff in Eisessig hingegen ergibt das gewiinschte Bromid 83

319, 320

in einer Ausbeute von 70 %.! ! Aufgrund des anomeren Effekts wird auch dieser

Galactosyldonor ausschlieflich in Form seines a-Anomers erhalten.

Bringt man das Galactose-Threonin-Konjugat 89 mit dem Trichloracetimidat 95 nach
Schmidf**2*) unter dem aktivierenden Einfluss von Trimethylsilyltrifluormethan-
sulfonat (TMSOTTY) zur Reaktion, so erhdlt man das Disaccharid-Threonin-Konjugat 96
in einer Ausbeute von 59 % (Schema 3.38). Infolge des von der Acetylgruppe in der
2-Position des Glycosyldonors ausgeiibten Nachbargruppeneffekts wird die gewlinschte
B-glycosidische Verkniipfung der beiden Bausteine erreicht. Eindeutig beweisen lésst sie

sich NMR-spektroskopisch anhand der groBen Kopplungskonstante *Ji; 11, von 7.8 Hz.
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Ph Ph
0 0
AcO _OAc o) TMSOTF, MS 3A, CI(CH,),Cl AcO_OAc O
o) (o) - 18 °C—Raumtemp. o) o)
AcO + HO 59 % AcO o
AcO N3 ° AcO N3
O.__CCl, o 0
95 \II;IJT" 1 OtB
FmocHN OBu FmocHN !
0 0
89 96

Schema 3.38: Die Galactosylierung unter Bildung des Disaccharid-Threonin-Konjugats 96.

An dieser Stelle sollte ausdriicklich darauf hingewiesen werden, dass ein Erwérmen des
Ansatzes auf Raumtemperatur vor der Neutralisierung unbedingt erforderlich ist, um eine
akzeptable Ausbeute an dem gewiinschten Disaccharid 96 zu gewihrleisten. Fiihrt man die
Neutralisierung bereits bei einer Temperatur von — 15 °C durch, so sinkt die Ausbeute an
der Verbindung 96 dramatisch ab auf etwa 24 %, und es wird hauptsdchlich der
entsprechende Orthoester 97 isoliert (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: Der Orthoester 97 als Konkurrenzprodukt bei der Galactosylierungsreaktion.

Dass es sich bei dem im zuletzt geschilderten Fall vorwiegend gebildeten Produkt in
der Tat um den Orthoester 97 handelt, kann NMR-spektroskopisch eindeutig belegt
werden (Abb. 3.6 und 3.7): Zum einen weist das Dublett fiir das anomere Proton des
entscheidenden Galactosylrests die fiir eine dquatoriale Orientierung typische Tieffeld-
verschiebung sowie eine — wie fiir dquatorial-axial-Kopplungen zu erwarten — eher kleine
Kopplungskonstante von 4.7 Hz auf; zum anderen weicht die chemische Verschiebung
eines der vier Singuletts fiir die Methylprotonen deutlich von der der iibrigen ab
(0 (CH3-Orthoester) = 1.82 ppm gegeniiber (6 (CHs-Ac) = 2.02 ppm). Auch im PC-NMR-
Spektrum treten die beiden fiir derartige Orthoester-Strukturen charakteristischen Signale

[321

auf, eines bei & = 121.02 ppm fiir den quartiiren Kohlenstoff des Orthoesters’**" und eines

bei & = 23.02 ppm fiir die entsprechende Methylgruppe.©***!
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Abb. 3.6: Das ' H-NMR-Spektrum des Orthoesters 97.
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Abb. 3.7: Das " C-NMR-Spektrum des Orthoesters 97.

Das Ergebnis der beiden Glycosylierungsreaktionen legt den Verdacht nahe, dass sich ein
Grofiteil des angestrebten P-verkniipften Disaccharids 96 nicht direkt bei Temperaturen
zwischen — 18 °C und — 10 °C bildet, sondern dass das gewiinschte Produkt erst beim

Erwidrmen des Ansatzes aus dem Orthoester 97 entsteht.

In der Literatur findet sich eine eingehende Beschreibung des allgemeinen Mechanismus
derartiger Glycosylierungsreaktionen, welche unter der Beteiligung eines Glycosyl-
donors mit einem nachbargruppenaktiven Substituenten in der 2-Position ablaufen
(Schema 3.39).5%!
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Schema 3.39: Die Orthoesterbildung als Konkurrenzreaktion zur Entstehung des [-Glycosids.

Demnach bestehen prinzipiell zwei Mdéglichkeiten fiir den Angriff des Glycosylakzeptors
(in der schematischen Darstellung zur Vereinfachung als ,,ROH*“ wiedergegeben) an
dem nach Aktivierung des Glycosyldonors vorliegenden Kation. Zum einen kann er
orbitalkontrolliert am anomeren Zentrum erfolgen, woraus das gewiinschte B-Glycosid
resultiert; zum anderen kann es unter Ladungskontrolle zu einer Reaktion am
Dioxolenium-Kohlenstoff kommen, wobei der entsprechende Orthoester entsteht. Die
Bildung des kinetisch favorisierten Orthoesters ist jedoch reversibel. So wird unter sauren
Bedingungen, die in gewissem Mafle auch schon durch den Lewis-sauren Promotor selbst
bzw. die aus ihm gebildete Sdure gegeben sind, eine Umlagerung herbeigefiihrt, die unter
Eliminierung und erneuter Addition des Glycosylakzeptors das thermodynamisch stabilere
B-Glycosid liefert.

Anscheinend ist in dem hier beschriebenen speziellen Fall eine Temperaturerh6hung auf
Raumtemperatur erforderlich, um diese Umlagerung voranzutreiben.

324] und

Das Auftreten derartiger Orthoester-Strukturen wurde bereits von 7. Reipen'
C. Brocke®™ im Rahmen ihrer Dissertationen bei in 2-Stellung Acetamido-substituierten
Glycosylakzeptoren beschrieben. Die im Falle der Acetamido- anstelle der entsprechenden
Azido-funktionalisierten Bausteine noch erheblich stirker ausgeprigte Orthoesterbildung
wurde von C. Brocke auf eine Wechselwirkung zwischen der Sdure und dem basischen
Sauerstoffatom der der Orthoesterfunktion benachbarten Carbonylgruppe zuriickgefiihrt,
welche eine Umlagerung in das gewiinschte Disaccharid offenbar weitgehend

unterdriicken kann.

Fiir die Glycosylierung der Akzeptoren, die in der 2-Position eine Acetamidogruppe

315, 316]

tragen, zeigte sich daher das Verfahren von Helferich! am ertragreichsten.*'®! Bei

dieser Methode, bei der die Aktivierung der als Glycosyldonoren eingesetzten Bromide
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durch Quecksilber(Il)-cyanid erfolgt, wird die Orthoesterbildung dadurch wirkungsvoll
vermieden, dass eine voriibergehende Anbindung des Cyanidions an den Dioxolenium-
Kohlenstoff eintritt (Abb. 3.8).
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Abb. 3.8: Die Steuerung der Regioselektivitdt bei Glycosylierungsreaktionen nach der Helferich-Methode.

Durch diese ladungsgetriebene Addition wird schlieBlich eine selektive Ankniipfung des

Glycosylakzeptors an das anomere Zentrum des Glycosyldonors gewihrleistet.

Auf der Grundlage dieser Erfahrungen sollte auch in der vorliegenden Arbeit fiir die
Galactosylierung des Acetamido-funktionalisierten Glycosylakzeptors 92 auf das bewéhrte
Verfahren von Helferich®">*'! zuriickgegriffen werden.

Eine dementsprechende Umsetzung des Konjugats 92 mit dem vierfach acetylierten
Galactosylbromid 83 unter dem aktivierenden Einfluss von Quecksilber(Il)-cyanid ergibt
das gewiinschte B-verkniipfte Disaccharid in einer Ausbeute von 71 % (Schema 3.40).
Erneut kann das Vorliegen der angestrebten [-Konfiguration NMR-spektroskopisch

anhand der groBen Kopplungskonstante *Jy; 1, von 7.0 Hz eindeutig bewiesen werden.
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Schema 3.40: Die Galactosylierung unter Bildung des Disaccharid-Threonin-Konjugats 98.

Die bei dieser Reaktion erreichte Ausbeute fillt zwar durchaus zufriedenstellend aus, bleibt
jedoch hinter derjenigen zuriick, welche von C. Brocke in einem dhnlichen Fall erhalten
wurde. '™

Allgemein léasst sich eine verminderte Ausbeute bei derartigen Umsetzungen auf die

reduzierte Reaktivitit der als Nucleophil fungierenden Hydroxylgruppe in der 3-Position
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infolge der Ausbildung einer intramolekularen Wasserstoffbriickenbindung zu der
benachbarten Acetylfunktion zuriickfiihren (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9: Die Wasserstoffbriickenbindung innerhalb des Acetamido-substituierten Glycosylakzeptors 92.

Ahnliche Beobachtungen wurden beispielsweise auch schon von K. von dem Bruch“* und

K. Peilstocker™*® gemacht.

In dem hier vorliegenden Fall kann dieser Sachverhalt jedoch offensichtlich nicht als
Begriindung fiir die geringere Ausbeute herangezogen werden, da auch bei der von
C. Brocke beschriebenen Umsetzung eine solche Konstellation gegeben ist. Allerdings
verwendete sie einen in der 6-Position benzylierten Glycosyldonor, der vermutlich
reaktiver als das hier zum Einsatz kommende vierfach acetylierte Galactosederivat 83 ist.
Entsprechend erhielt N. Bézay bei der analogen Reaktion mit dem vierfach acetylierten

Baustein ebenfalls nur eine Ausbeute von 63 %.2!!

Alternativ lisst sich das gewiinschte Disaccharid-Threonin-Konjugat 98 auch aus dem
Azido-funktionalisierten Baustein 96 durch Reduktion mit aktiviertem Zink und
anschlieBende N-Acetylierung in situ mit Essigsdureanhydrid in einer Mischung aus Essig-

[313,314] -

sdure und Tetrahydrofuran in einer Ausbeute von 66 % gewinnen (Schema 3.41).
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o o Zn, ACOH/AC,O/THF (1:2:3) o o
AcO O 66 % AcO O
AcO N3 ? AcO AcHNG
O
f OBu
FmocHNji”/O Bu FmocHNK‘/
0 (0]
96 98

Schema 3.41: Die Synthese des Disaccharid-Threonin-Konjugats 98 durch Reduktion des Bausteins 96.

Ob eine teilweise eintretende Spaltung des sdurelabilen Benzylidenacetals fiir die nur

méfBige Ausbeute verantwortlich ist, bleibt unklar. Allerdings liegt die im Falle der
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analogen Umsetzung des acetylierten Galactose-Threonin-Konjugats 87 erreichte Ausbeute
mit 77 % ebenfalls nicht sehr hoch, was fiir eine eher geringe Beeintrichtigung der

Ausbeute aufgrund einer Entfernung der Schutzgruppe spricht.

Um das Disaccharid-Threonin-Konjugat 98 schlielich in einen geeigneten Glycosyl-
akzeptor fiir die nachfolgende Umsetzung mit dem Sialyl-Lewis*-Donor 71 bzw. seinem
Mimetikum 78 (vgl. Kapitel 3.8) zu iiberfiihren, spaltet man das Benzylidenacetal in
80%iger Essigsdure bei 80 °C, wobei man den sowohl in 4- als auch in 6-Stellung

ungeschiitzten Baustein 99 in einer Ausbeute von 81 % erhilt (Schema 3.42).
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Schema 3.42: Die Synthese des Disaccharid-Threonin-Konjugats 99.
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3.8 Das Hexasaccharid-Threonin-Konjugat
und sein Mimetikum als Bausteine fiir die Glycopeptid-

Festphasensynthese

Fiir die Synthesen des Hexasaccharid-Threonin-Konjugats sowie seines Mimetikums
stethen mit den Trichloracetimidaten 71 und 78, deren Aufbau in den Kapiteln 3.2
bis 3.5 beschrieben wurde, und dem Disaccharid-Threonin-Konjugat 99, mit dessen
Herstellung sich die Kapitel 3.6 und 3.7 befassten, sowohl der jeweilige Glycosyldonor als

auch der bendtigte -akzeptor zur Verfligung.

Bei der Glycosylierung des Bausteins 99 ist trotz des Vorliegens zweier freier
OH-Gruppen nahezu ausschlieBlich eine Umsetzung der priméren Hydroxylfunktion in der
6-Position der Galactosamineinheit zu erwarten. An dieser Stelle sollte die Reaktivitit um
ein Vielfaches hoher sein als in der 4-Position, welche sowohl durch den Raumbedarf des
benachbarten Galactosylrests als auch iiber 1,3-diaxiale Wechselwirkungen eine starke
sterische Hinderung erfihrt. Bestatigt findet sich diese Annahme mehrfach in der Literatur,
beispielsweise im Zusammenhang mit einer dhnlichen Problemstellung.!"*" Selbst bei der
Sialylierung eines zusétzlich in 3-Stellung des Zuckers ungeschiitzten Galactose-Threonin-

Konjugats wird regioselektiv die in der 6-Position derivatisierte Verbindung erhalten.**”!

Es ist auf der Grundlage der allgemeinen Erfahrungen in diesem Sinne anzunehmen, dass
fiir die angestrebten Synthesen eine selektive Deblockierung der primdren Hydroxyl-
funktion des Galactosamins nicht vonnéten ist, um die Bildung eines einheitlichen
Produkts bei den Glycosylierungsreaktionen zu gewihrleisten. Demzufolge wurde bei der
Herstellung des Glycosylakzeptors auf eine regioselektive Offnung des Benzylidenacetals
zugunsten der vollstindigen Abspaltung der Schutzgruppe verzichtet (vgl. Kapitel 3.7).
Auch im Hinblick auf die wahrscheinliche Beeintridchtigung der Glycosylierungsausbeute,
zu der das Vorliegen einer Benzyletherfunktion in 4-Stellung fiihren mag, und in
Anbetracht der eventuell auf einer spiteren Stufe auftretenden Probleme bei dem Versuch

einer vollstindigen Deblockierung erscheint die Entscheidung durchaus sinnvoll.
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3.8.1 Der Sialyl-Lewis" enthaltende Glycosylaminosiure-Baustein

(2632661 it dem

Setzt man das Disaccharid-Threonin-Konjugat 99 nach Schmidt
Trichloracetimidat 71 unter dem aktivierenden Einfluss von Trimethylsilyltrifluormethan-
sulfonat (TMSOTf) um, so kann man das gewlinschte Hexasaccharid-Threonin-

Konjugat 100 in einer Ausbeute von 23 % isolieren (Schema 3.43).
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Schema 3.43: Die Synthese des Hexasaccharid-Threonin-Konjugats 100.

Dabei wird im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Glycosylierungsreaktionen der
Akzeptor in einem geringen Uberschuss eingesetzt, um den Verlust an dem wertvollen

Tetrasaccharid-Baustein mdglichst klein zu halten.

Dass bei der Reaktion tatsdchlich die B-glycosidische Bindung gebildet wird, wie es
infolge des von der Carbamatfunktion in 2-Stellung des Glycosyldonors ausgeiibten
Nachbargruppeneffekts zu erwarten ist, lasst sich wiederum NMR-spektroskopisch anhand
der grofen Kopplungskonstante 3JH1’H2 von 8.0 Hz fiir das anomere Proton belegen.

Der Nachweis der regiochemischen Gegebenheiten hingegen gelingt in diesem Fall nicht
auf die libliche Weise mittels eines HMBC-Experiments, da das entsprechende Spektrum
weder eine Kopplung des anomeren Protons des Glucosamins mit dem Kohlenstoffatom-6
(bzw. dem Kohlenstoffatom-4) des Galactosamins noch einen Kreuzpeak zwischen dem
anomeren Zentrum und einem Proton in 6- (bzw. 4-) Stellung des Glycosylakzeptors zeigt.
Fiir das Vorliegen der gewiinschten Verknilipfung iiber die 6-Position des Galactosamins

sprechen allerdings die NOE-Kontakte zwischen dem anomeren Proton der



ALLGEMEINER TEIL 83

Glucosamineinheit und den Methylenprotonen am Kohlenstoffatom-6 des Galactosamins,
welche dem zugehorigen NOESY-Spektrum eindeutig zu entnehmen sind, obgleich im
'H-NMR-Spektrum die Signale fiir H1-GIcN und H1-Gal zusammenfallen (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: Ein Ausschnitt aus dem NOESY-Spektrum von Verbindung 100.

Ein Signal fiir einen solchen Kontakt mit dem Proton in der 4-Position des Galactosamins
wird nicht aufgefunden. Da dieses NMR-Experiment jedoch lediglich Wechselwirkungen
zwischen rdaumlich benachbarten Kernen und keine Kopplungen iiber chemische
Bindungen wiedergibt und eine rdumliche Ndhe des anomeren Protons HI1-GIcN zu
den Methylenprotonen H6a,b-GaIN auch denkbar widre bei einer Anbindung des
Tetrasaccharids an das Sauerstoffatom in 4-Stellung, kann das Auffinden der genannten
Signale zwar als Anzeichen, nicht aber als zweifelsfreier Beweis fiir das Vorliegen der
angestrebten Verkniipfung gewertet werden. Vielmehr bleibt abzuwarten, ob eine
eindeutige Aufklarung der Struktur anhand entsprechender aus dem HMBC-Spektrum zu
entnehmender Kopplungen auf einer spateren Stufe der Synthese mdglich ist.

Erwidhnt werden soll an dieser Stelle allerdings noch, dass die bestehenden NOE-Kontakte
zwischen dem anomeren Proton der Glucosamineinheit und den axial orientierten
Protonen in 3- sowie in 5-Stellung des Glucosaminylrests zusitzlich das Vorliegen der

B-glycosidischen Verkniipfung belegen.
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Das angestrebte Hexasaccharid-Threonin-Konjugat 100 kann durch die oben beschriebene
Umsetzung zwar gewonnen werden, jedoch fiihrt die Reaktion insgesamt zu einem
bemerkenswerten, absolut unerwarteten und interessanten Ergebnis: Wéhrend man das
gewiinschte Produkt 100 nur in einer Ausbeute von 23 % erhilt, isoliert man im Zuge der
flashchromatographischen Reinigung neben 7 % des eingesetzten Glycosyldonors 71, der
trotz der wissrigen Aufarbeitung in nicht hydrolysierter Form zuriickgewonnen wird, eine
grole Menge einer Substanz, welche deutlich unpolarer als die Verbindung 100 ist,
allerdings das gleiche Molekulargewicht wie jene aufweist. Erstaunlicherweise handelt es
sich dabei um das Regioisomer der Verbindung 100, das iiber die 4-Position der
Galactosamineinheit verkniipfte Hexasaccharid-Threonin-Konjugat 101 (Abb. 3.11),

welches in einer hohen Ausbeute von 59 % entsteht.
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Abb. 3.11: Das Hexasaccharid-Threonin-Konjugat 101 als ,, Neben “produkt der Glycosylierung.

Zwar ist eine vollstdndige Interpretation der NMR-Spektren dieser Substanz aufgrund von
zu vielen an den entscheidenden Stellen auftretenden Signaliiberlagerungen nicht moglich
und eine zweifelsfreie Aufklarung der vorliegenden Struktur daher nicht zu erreichen,
jedoch ergibt ein Vergleich der fiir die Verbindungen 100 und 101 zu erhaltenden
phasensensitiven 'H-"C-korrelierten Spektren (HSQC bzw. HMQC) einen aufBerst
charakteristischen Unterschied bei einem ansonsten eher dhnlichen Erscheinungsbild:
Wihrend sich anhand der Kreuzpeaks fiir die Methylengruppe des Galactosaminylrests
im Falle des gewiinschten Produkts 100 eine chemische Verschiebung fiir das
Kohlenstoffatom-6 von 69.15 ppm ermitteln ldsst (Abb. 3.12), ist bei dem entsprechenden
Konkurrenzprodukt 101, relativ gesehen, eine deutliche Hochfeldverschiebung zu
verzeichnen (Abb. 3.13), sowohl fiir das Signal des besagten Kohlenstoffatoms
(0 =159.15 ppm) als auch fiir die Signale der zugehorigen Protonen (8pe, = 3.73 ppm und
Oneb = 3.43 ppm fiir 101 gegeniiber dpe, = 3.96 ppm und Sye, = 3.66 ppm fiir 100).
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Abb. 3.12: Ein Ausschnitt aus dem HSQC-Spektrum von Verbindung 100.
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Abb. 3.13: Ein Ausschnitt aus dem HMQC-Spektrum von Verbindung 101.
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Dies spricht dafiir, dass es sich um eine CH,-Gruppe handelt, welche eine unsubstituierte

Hydroxylfunktion tréagt.

Um diese Vermutung bestitigen zu konnen, bietet es sich an, die Verbindung 101 einer
Acetylierung zu unterziehen. Das aus dieser Umsetzung resultierende Produkt liefert
schlieBlich ein HSQC-Spektrum, in welchem die Kreuzpeaks fiir die interessierende

Methylengruppe abermals signifikant verschoben sind (Abb. 3.14):
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Abb. 3.14: Ein Ausschnitt aus dem HSQC-Spektrum des Produkts der Acetylierung von Verbindung 101.

Sowohl das Kohlenstoffsignal (6 = 65.03 ppm) als auch die Signale fiir die zugehorigen
Protonen (Sp¢. = 4.36 ppm und Suep = 4.14 ppm) erfahren, relativ zu den Signalen fiir die
entsprechenden Kerne der Ausgangsverbindung gesehen, eine charakteristische Tieffeld-
verschiebung.

Dieser Befund wiederum bekriftigt den Verdacht, dass die Verbindung 101 {iber eine freie

primdre Hydroxylfunktion verfiigt, welche nun in acetylierter Form vorliegt.
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Obgleich alle Anzeichen darauf hindeuten, dass die Glycosylierung des zweifach
ungeschiitzten Disaccharid-Threonin-Konjugats 99 tatsdchlich in erster Linie zu dem
unerwiinschten in der 4-Position der Galactosamineinheit substituierten Produkt 101 fiihrt,
bleibt zu kldren, aus welchem Grund bzw. nach welchem Mechanismus es entgegen aller
bisherigen Erfahrungen zu der eher unwahrscheinlich anmutenden Entstehung dieses
Regioisomers kommt. Zur Zeit kann iiber Ursachen und Wege der Bildung dieses Produkts
nur spekuliert werden. Eine Deutung des Reaktionsverlaufs bestiinde zum Beispiel darin,
davon auszugehen, dass es zundchst durch eine entsprechende Umsetzung der erwartungs-
gemall reaktiveren Hydroxylgruppe in 6-Stellung intermedidr zum Auftreten einer
orthoesterartigen Struktur kommt. Diese konnte schlieBlich aufgrund einer giinstigen
rdumlichen Orientierung einer Umlagerung zu dem iiber die 4-Position verkniipften
Glycosylierungsprodukt unterliegen (Abb. 3.15). Die Bildung der orthoesterartigen

Struktur ist allerdings bei Verwendung der Troc-Gruppe sonst nicht zu beobachten.!*'

BnO
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AcO 0
OBn y 0.
OAc RO t
AcQ L 0.0 OBu
ACO OAc FmocHN o

R =NHAc

Abb. 3.15: Ein mogliches Intermediat bei der Bildung des Glycosylierungsprodukts 101.

Es wire von Interesse herauszufinden, inwieweit man durch Anderung der Reaktions-
bedingungen, beispielsweise durch Variation der Temperatur, auf das Mengenverhiltnis
der sich bildenden regioisomeren Produkte Einfluss nehmen kann.

Zu ermitteln wire ferner, ob der Einsatz eines in 4-Stellung blockierten Glycosylakzeptors
eventuell doch, trotz des vermutlichen Auftretens der zu Beginn des Kapitels dargelegten
nachteiligen Effekte, einen sinnvollen Ansatz zur Losung des Problems bieten kann.

Aus Zeitgriinden konnten im Rahmen dieser Arbeit derartige Untersuchungen nicht mehr

durchgefiihrt werden.
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Die Herstellung des angestrebten Hexasaccharid-Threonin-Bausteins fiir die Glycopeptid-
Festphasensynthese schlieBlich erfordert noch einige Schutzgruppenmanipulationen an
dem Glycosylierungsprodukt 100 (Schema 3.44).

Zunichst wird der Trichlorethoxycarbonylrest reduktiv mit aktiviertem Zink in Essigsdure
entfernt.”'” Die resultierende freie Aminofunktion wird ohne eine vorherige Reinigung
des Rohprodukts mit einer Mischung aus Essigsdureanhydrid und Pyridin acetyliert.
Dabei kommt es auBBerdem zu einer Blockierung der Hydroxylgruppe in 4-Stellung der
Galactosamineinheit als Acetat, und man erhélt das vollstdndig geschiitzte Acetamid 102

nach der Reinigung in einer Ausbeute von 62 % bezogen auf Verbindung 100.
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(0] (0]
100 AcO (o}
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AcO pAC o OBn
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OBn
OBn
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AcO DA s OAc o
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WOAC 2) FmocOSu, DIPEA, CH,Cl, (pH = 9.0-9.5)
OAc 3) Ac,0, Pyridin
ACO™AcO _OAc AcO
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OB
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(o}

Schema 3.44: Die Synthese des vollstindig blockierten Hexasaccharid-Threonin-Konjugats 103.

In Abwesenheit der Troc-Gruppe kann an dieser Stelle nun auch die reduktive Spaltung der
Benzylether vorgenommen werden (vgl. Abschnitt 3.5.1). Zu diesem Zweck scheint der
Einsatz des besonders reaktiven Pearlman-Katalysators (Pd(OH), auf Aktivkohle)**®!

geeignet zu sein, wie Versuche zur Debenzylierung an dem im Rahmen der vorliegenden
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Arbeit hergestellten Mimetikum des Hexasaccharid-Threonin-Konjugats 102 ergaben
(vgl. Abschnitt 3.8.2). Bevor alle Benzylreste entfernt sind, kommt es dabei allerdings
auch zu einer vollstindigen Abspaltung der Fmoc-Gruppe, welche im Folgenden erneut
eingefiilhrt werden muss. Die in der Literatur zu findenden Angaben zur Stabilitét
der Aminoschutzgruppe unter den Bedingungen einer katalytischen Hydrierung sind
widerspriichlich: Wéhrend Carpino und Han deren Erhalt bei hydrogenolytischen
Schutzgruppenabspaltungen iiber Palladium auf Aktivkohle beschrieben,**”! beobachteten
Atherton et al. beispielsweise unter analogen Bedingungen die Entstehung des mesomerie-
[330]

stabilisierten Dibenzofulvens,

funktion freigesetzt wird (Schema 3.45).

i &

O I H,, Pd/C (10 %), MeOH

’ 0~ “NHR ’ +  HNR
-co,

v

Schema 3.45: Der Verlust der Fmoc-Gruppe unter den Bedingungen einer katalytischen Hydrierung.

wobei unter Kohlenstoffdioxidbildung die Amino-

Auch C. Filser, der im Rahmen seiner Dissertation eine Reihe von Versuchen unternahm,
Benzylether selektiv in Gegenwart der Carbamatfunktion zu spalten, stellte in allen Féllen
eine simultane Entfernung der Fmoc-Gruppe fest.!””! Da diese sich jedoch leicht wieder
einfiihren lésst, sollte ihr Verlust fiir die hier beschriebenen Synthesen kein groferes
Problem darstellen.

Bei der Durchfithrung der Debenzylierung ist allerdings unbedingt zu beachten, dass
zunichst der Katalysator in einer Mischung aus Essigsdure und Wasser mit Wasserstoff
gesittigt wird, bevor man eine griindlich entgaste Losung des Substrats in Methanol zugibt.
Legt man in Analogie zu der bei Debenzylierungsreaktionen iiblichen Vorgehensweise
eine Losung der Substanz in einer Mischung aus Methanol, Essigsdure und Wasser vor,
versetzt diese mit dem Katalysator und setzt sie erst dann einer Wasserstoffatmosphére
aus, so kommt es in ganz erheblichem Malle zu einer Methylierung der ungeschiitzten
Aminofunktion des Threonins. Dies ist vermutlich auf eine durch den Palladiumkatalysator
bewirkte Bildung von Formaldehyd aus Methanol wéhrend des Entgasens der Reaktions-
mischung in Abwesenheit von Wasserstoff zuriickzufiihren. Durch Anwendung der oben
beschriebenen Methode kann die unerwiinschte Nebenreaktion zwar in den meisten
Féllen vermieden werden, jedoch ldsst sie sich nicht reproduzierbar unterdriicken.
Demnach scheint es allgemein ratsam zu sein, einen Wechsel des Losungsmittels
vorzunehmen. Anbieten wiirde sich fiir diesen Zweck zum Beispiel der Einsatz von Dioxan

anstelle der Verwendung von Methanol. Ob ein solcher Austausch tatséchlich zum Erfolg
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fiihrt, konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit aus Zeitgriinden allerdings nicht mehr
untersucht werden.

Die Debenzylierung betreffend, sollte an dieser Stelle noch angemerkt werden, dass eine
Kontrolle des Reaktionsfortschritts mittels analytischer RP-HPLC unter Verwendung eines
auf UV/VIS-Absorption beruhenden Detektors nicht zu bewerkstelligen ist. Lediglich das
Vorhandensein bzw. die erfolgte Umsetzung des in die Reaktion eingebrachten Edukts
lasst sich auf diese Weise liberpriifen. Sobald es aber zum Verlust der Fmoc-Gruppe
gekommen ist, kdnnen die einzelnen, verschieden stark benzylierten Verbindungen nicht
mehr detektiert werden, da sie gegeniiber dem Fmoc-Spaltprodukt UV/VIS-Licht deutlich
schwicher absorbieren. Deshalb muss der Ablauf der Reaktion massenspektrometrisch
verfolgt werden.

Die sich anschlieBende erneute Einfilhrung der Fmoc-Gruppe gelingt durch
Umsetzung des Rohprodukts der Debenzylierung mit Fluoren-9-ylmethyl-succinimidyl-
carbonat (FmocOSu) in Gegenwart von N-Ethyldiisopropylamin (DIPEA) bei einem
pH-Wert von 9.0 bis 9.5. Um einen moglichst vollstindigen Umsatz zu erzielen, muss man
dabei streng darauf achten, dass der pH-Wert eher bei 9.5 als bei 9.0 liegt. In Anbetracht
der Tatsache, dass es im basischen Milieu auch zur Abspaltung der Schutzgruppe kommen
kann (Halbwertzeit (Fmoc-Val-OH / 50 % DIPEA in DMF) =~ 10 h),***) muss zudem der
Nutzen einer verliangerten Reaktionszeit gewissenhaft erwogen werden. Die personliche
Erfahrung zeigt, dass eine sorgfiltige Einstellung des pH-Werts von sehr viel groBerer
Bedeutung fiir das Erreichen einer hohen Ausbeute ist als die gewdhlte Reaktionszeit.
Hinsichtlich der massenspektrometrischen Untersuchung des aus der Umsetzung
resultierenden Rohprodukts sollte festgehalten werden, dass die gewiinschte Verbindung
vornehmlich als Addukt mit protoniertem DIPEA im Spektrum zu finden ist und das Edukt
der Reaktion, das freie Amin, nicht zuverlissig detektiert werden kann.

Die Acetylierung des Rohprodukts mit einer Mischung aus Essigsdureanhydrid und Pyridin
liefert schlieBlich das im Glycanteil vollstindig acetylierte Hexasaccharid-Threonin-
Konjugat 103 in einer Ausbeute von 34 % bezogen auf die benzylierte Verbindung 102.
Auch hier wird bei der massenspektrometrischen Untersuchung einer direkt aus dem
Ansatz entnommenen Probe nur ein Massenpeak gefunden, welcher einem Addukt aus der
gewiinschten Substanz und protoniertem DIPEA zuzuordnen ist, da auf die Reinigung des
in die Reaktion eingesetzten Edukts verzichtet wurde. Nach einer entsprechenden
Reinigung des Rohprodukts dieser Stufe tritt jedoch der gewdhnliche [M+Na]'-Peak im
Spektrum auf.

Die nur miBige Ausbeute ist offensichtlich vor allem auf die unvollstindige Wieder-
ankniipfung der Fmoc-Gruppe im zweiten Schritt der Reaktionssequenz zurilickzufiihren.

Dementsprechend kann im Zuge der flashchromatographischen Reinigung neben dem
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gewlinschten Produkt 103 ebenfalls die an der Aminofunktion des Threonins acetylierte
Verbindung 104 in einer Ausbeute von 24 % isoliert werden (Abb. 3.16).

QA%I\A/IgOOC AcO OAc OAc
S (e}

AcHNZ /97 0 o5 2o

AcO AcO AcHN
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OAc

AcO.

ACO™Aco _OAc AcO
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AcO ACHNO
1
B
AcHN OBu
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Abb. 3.16: Die an der Aminofunktion des Threonins acetylierte Verbindung 104 als ein Nebenprodukt der

Schutzgruppenmanipulationen.

Im Rahmen dieser Arbeit gelang es leider nicht, eine zufriedenstellende Ausbeute fiir den
Austausch der Benzyl- gegen die Acetylgruppen zu erreichen. Bei einem weiteren Ansatz,
bei dem die N-terminale Blockierung der Aminosdure deutlich erfolgreicher als in
dem oben geschilderten Fall verlief, war es im Verlauf der Hydrogenolyse bereits
teilweise zu einer Methylierung der Aminofunktion gekommen. Infolgedessen fiihrt die
Reaktionssequenz letzten Endes zu einem flashchromatographisch nicht zu trennenden
Gemisch aus dem gewiinschten Produkt 103 und der entsprechenden methylierten
Verbindung 105 (Abb. 3.17) in einem Verhiltnis von etwa 1.2:1.0 (mittels analytischer
RP-HPLC bei einer Wellenldnge von 214 nm bestimmt). Erstaunlicherweise beeintrachtigt
das Vorhandensein der Methylgruppe in diesem Fall die Bildung des Carbamats nicht

merklich.
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Abb. 3.17: Die an der Aminofunktion des Threonins methylierte Verbindung 105 als ein Nebenprodukt der

Schutzgruppenmanipulationen.

Dafiir, dass das Nebenprodukt 105 in der Tat die genannte Struktur besitzt, spricht zum

einen das Ergebnis der massenspektrometrischen Untersuchung: Auch unter Hoch-
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auflosung kann die Ankniipfung einer Methylgruppe belegt werden. Zum anderen weisen
charakteristische Signale in den NMR-Spektren einer auf analogem Wege zu erhaltenden,
auf dem Sialyl-Lewis*-Mimetikum beruhenden Verbindung auf das tatsdchliche Vorliegen

der angenommenen Struktur hin (vgl. Abschnitt 3.8.2).

Dass in Verbindung 103 die Sialyl-Lewis™-Einheit tatsédchlich an das Sauerstoffatom in der
6-Position des Galactosamins gebunden ist, wie zunédchst nach der Glycosylierungsreaktion
auf der Grundlage der zu beobachtenden NOE-Kontakte vermutet wurde (vgl. Seite 83),
kann hingegen auch auf dieser Stufe nicht bewiesen werden. Das HMBC-Spektrum
der reinen Substanz ldsst erneut weder eine Kopplung zwischen dem anomeren
Proton und einem Kern des Galactosamins noch einen Kreuzpeak zwischen dem
Kohlenstoffatom-1 des Glucosamins und den entscheidenden Protonen der Galactosamin-
einheit erkennen. Demzufolge bleibt zu hoffen, dass das Problem zu einem
spiteren Zeitpunkt endgiiltig zweifelsfrei gelost werden kann. Die NMR-Spektren von
Verbindung 103 sind allerdings in ihrem Erscheinungsbild denen des entsprechenden
auf dem Sialyl-Lewis*-Mimetikum basierenden Bausteins duflerst dhnlich, wobei sich
die angenommene Regiochemie flir das Mimetikum eindeutig anhand seines
HMBC-Spektrums belegen ldsst (vgl. Abschnitt 3.8.2). Dies wiederum spricht auch im
Falle des Konjugats 103 fiir das Vorliegen der gewiinschten Struktur.

Die NMR-Spektren von Verbindung 103 betreffend, soll an dieser Stelle darauf
hingewiesen werden, dass es im Allgemeinen zu einer signifikanten Verbreiterung der
einzelnen Signale, insbesondere der *C-Signale fiir verschiedene Kerne der Glucosamin-
einheit, kommt. Infolgedessen sind innerhalb des Glucosaminylrests ferner sowohl die

'H-"C-Kopplungen deutlich schwicher, als dies

'H-'"H-Kopplungen als auch die
entsprechend der Theorie einerseits und den bisherigen Erfahrungen andererseits zu
erwarten wire. Dies duflert sich in einem deutlichen Verlust an Intensitit, den die
Kreuzpeaks in den zweidimensionalen Spektren (COSY, TOCSY, HSQC sowie HMBC)
erfahren. Speziell die Lagen der Signale fiir das Kohlenstoffatom-2 des Glucosamins sowie
das zugehorige Proton lassen sich dadurch nur schwer ausmachen. Eine Erkldrung fiir

dieses Phianomen steht noch aus.

Obgleich das bislang erzielte Resultat der beschriebenen Schutzgruppenmanipulationen
verbesserungsbediirftig erscheint, ist anzunehmen, dass sich die Ausbeute auf der Grund-
lage der gemachten Erfahrungen in der Zukunft noch deutlich steigern ldsst. Nachdem die
besonderen Probleme der einzelnen Schritte bekannt sind und erste Losungsansitze

gefunden wurden, sollte sich die Reaktionssequenz entscheidend optimieren lassen.
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Zur Herstellung des fiir den direkten Einsatz in der Festphasensynthese geeigneten
Glycosylaminosdure-Bausteins (vgl. Abschnitt 3.9.3) muss abschliefend nur noch der
tert-Butylester des vollstindig geschiitzten Hexasaccharid-Threonin-Konjugats 103

gespalten werden. Dies gelingt mit Trifluoressigsdure (TFA) in Dichlormethan unter

Zusatz von Triethylsilan als Kationenfinger (Schema 3.46).%*!]
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Schema 3.46: Die Synthese des Glycosylaminosdure-Bausteins 106.

Die fucosidische Bindung bleibt dabei aufgrund des stabilisierenden Effekts der Acetyl-
gruppen erhalten, und man gewinnt die freie Sdure 106 nach flashchromatographischer

Reinigung des Rohprodukts in einer Ausbeute von 78 %.

3.82 Der das Sialyl-Lewis'-Mimetikum enthaltende Glycosyl-

aminosaure-Baustein

In Analogie zu der im vorangehenden Abschnitt beschriebenen Glycosylierung des
Disaccharid-Threonin-Konjugats 99 mit dem Sialyl-Lewis™-Derivat 71 wird der Glycosyl-

akzeptor 99 auch mit dem Trichloracetimidat 78 nach Schmid***2%

mit Trimethylsilyl-
trifluormethansulfonat (TMSOTY) als Promotor umgesetzt (Schema 3.47). Dadurch kann

die Verbindung 107, ein Mimetikum des Hexasaccharid-Threonin-Konjugats 100, nach
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flashchromatographischer Reinigung des Rohprodukts in einer Ausbeute von 55 %

erhalten werden.
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Schema 3.47: Die Synthese des ,, Pseudohexasaccharid “-Threonin-Konjugats 107.

In diesem Fall wird das dem Baustein 101 entsprechende Nebenprodukt 108 (Abb. 3.18)
nur in einer Ausbeute von 33 % isoliert. Die Entstehung des gewiinschten iiber das
Sauerstoffatom in 6-Stellung des Galactosamins verkniipften Glycosylierungsprodukts 107

ist hier also tatséchlich gegeniiber der Bildung des Regioisomers 108 bevorzugt.
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Abb. 3.18: Das ,, Pseudohexasaccharid “-Threonin-Konjugat 108 als Nebenprodukt der Glycosylierung.

Worauf der Unterschied in den Ergebnissen der beiden Glycosylierungsreaktionen
zuriickzufithren ist, bleibt unklar, ebenso wie der Mechanismus, nach welchem es
tiberhaupt zur Umsetzung des Lewis™-Derivats mit der generell unreaktiveren, sekundiren

Hydroxylfunktion in der 4-Position des Glycosylakzeptors kommen kann.
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Die tatsdchliche Ausbildung der angestrebten B-glycosidischen Bindung im Produkt 107
kann abermals NMR-spektroskopisch anhand der groBen Kopplungskonstante >Jij o
von 7.4 Hz fir das anomere Proton der Glucosamineinheit belegt werden, wihrend
der Nachweis der Regiochemie auf dieser Stufe auch in diesem Fall nicht gelingt. Da
— wie schon zuvor bei der sialylierten Verbindung 100 — keine Kreuzpeaks im
HMBC-Spektrum der Substanz 107 aufgefunden werden konnen, welche Aufschluss iiber
den Ort der Ankniipfung geben, muss abgewartet werden, ob eine zweifelsfreie Aufklirung
der Struktur auf einer spiteren Stufe mdglich ist. Als deutliche Anzeichen fiir das
Vorliegen der gewiinschten Anbindung konnen allerdings wiederum die NOE-Kontakte
gewertet werden, welche dem NOESY-Spektrum der Verbindung 107 zu entnehmen
sind (Abb. 3.19).

H3-GalN /
Héb-GalN

A
(0]

H4-GalN IBa-G@IN
'

H3-GIcN

~6.0
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 ppm

Abb. 3.19: Ein Ausschnitt aus dem NOESY-Spektrum von Verbindung 107.

In diesem Fall ist allerdings zu beachten, dass das Signal fiir H6a-GalN mit demjenigen flir
H4-GalN iiberlagert ist, so dass die Wechselwirkung zwischen dem anomeren Proton des
Glucosamins und einem Proton der Methylengruppe der Galactosamineinheit leicht durch
einen Kontakt zwischen H1-GIcN und dem Proton in 4-Stellung des Galactosamins
vorgetduscht werden konnte. Da jedoch ein Kontakt zwischen H1-GlcN und dem zweiten
Proton der CH,-Gruppe festzustellen ist, diirfte es sich dennoch um die angegebene

Verkniipfung handeln. Zwar fillt auch das Signal fir H6b-GalN mit einem weiteren
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Signal, und zwar demjenigen fiir H3-GalN, zusammen, jedoch erscheint eine rdumliche
Néhe zwischen HI-GlcN und H3-GalN unabhingig von der Art der Verkniipfung der
beiden Reaktionspartner unwahrscheinlich.

Wie bereits in Abschnitt 3.8.1 erwidhnt, spricht auch hier das Auftreten von Kontakten
zwischen H1-GlcN und den axial orientierten Protonen in 3- sowie in 5-Stellung desselben
Bausteins fiir die B-glycosidische Bindung, was bereits aus der GroBe der Kopplungs-

konstante 3JH1,H2 abgeleitet wurde.

Die Struktur des Nebenprodukts 108 der Glycosylierung ldsst sich NMR-spektroskopisch
ebenso wenig zweifelsfrei belegen wie die der sialylierten Verbindung 101. Ein Vergleich
seines HSQC-Spektrums (Abb. 3.20) mit demjenigen des Hauptprodukts 107 (Abb. 3.21)
fiihrt allerdings zu dem gleichen Ergebnis wie die Gegeniiberstellung der entsprechenden
Spektren fiir die sialylierten Verbindungen, die im vorangehenden Abschnitt beschrieben
wurden: Da sowohl das Signal fiir das Kohlenstoffatom-6 des Galactosamins als auch
die Signale fiir die zugehdrigen Protonen im Falle des Nebenprodukts 108 relativ zu
den entsprechenden Signalen des gewiinschten Produkts 107 eine deutliche Hochfeld-
verschiebung aufweisen (8ce = 59.19 ppm, Opea = 3.80 ppm sowie Opep = 3.50 ppm fiir 108
gegeniiber dcg = 69.56/69.43 ppm, Spea = 3.96 ppm und dye, = 3.67 ppm fiir 107), diirfte
diese Methylengruppe eine unsubstituierte Hydroxylgruppe tragen.
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Abb. 3.20: Ein Ausschnitt aus dem HSQC-Spektrum von Verbindung 107.
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Abb. 3.21: Ein Ausschnitt aus dem HSQC-Spektrum von Verbindung 108.
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Abb. 3.22: Ein Ausschnitt aus dem HSQC-Spektrum des Produkts der Acetylierung von Verbindung 108.
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Im Einklang mit dieser Vermutung steht wieder der Befund, dass es bei einer Acetylierung
der Verbindung 108 zu einer charakteristischen Tieffeldverschiebung der entscheidenden
Signale kommt (3¢ = 65.03 ppm, dyea = 4.44 ppm sowie Opep = 4.10 ppm), was erneut fiir
das Vorliegen einer Acetatfunktion an dieser Stelle spricht (Abb. 3.22).

An dem Glycosylierungsprodukt 107 werden schlielich die gleichen Schutz-
gruppenmanipulationen vollzogen, die bereits im vorangehenden Abschnitt beschrieben
wurden (Schema 3.48).

Im ersten Schritt wird die Troc-Gruppe mit aktiviertem Zink in Essigsidure abgespalten,*'"!
wobei das entsprechende freie Amin entsteht. Dieses tiberfiihrt man ohne eine vorherige
Reinigung des Rohprodukts mit einer Mischung aus Essigsdureanhydrid und Pyridin in das
Acetamid 109, das in einer Ausbeute von 89 % bezogen auf die Verbindung 107 isoliert
werden kann. Auch hier tritt eine Acetylierung der Hydroxylfunktion in der 4-Position des

Galactosamins ein.

MeOOC AcO ~OBn OBn MeoOC AcO ~OBn OBn
0 o)
0 03 2o 1) Zn, AcOH 0 o5 %o
AcO TrocHN _ 2 Ac,0, Pyridin e AcHN
Q OBn Q OBn
OBn OBn
BnO™Aco _OAc HO BnO™ Ao _OAc AcO
0 0 0 0
107 AcO o] 109 AcO o
AcO AcHNO AcO AcHNO
89 % (2 Stufen)
lB tB
FmocHN OBu FmocHN OBu
o) o)
Me0OC AcO ~OAc OAc
Q 0
o oo o 1) Hy, Pd(OH),/C (15-20 %),
AcO ACHN MeOH/AcOH/H,0 (50.0:5.0:0.3)
OAc 2) FmocOSu, DIPEA, CH,CI, (pH = 9.0-9.5)
OAc 3) Ac,0, Pyridin
ACO™AcO _OAc AcO
o) o)
110 AcO o)
AcO AcHNo

97 % (3 Stufen)

4
FmocHN OBu

(e}

Schema 3.48: Die Synthese des volistindig blockierten ,, Pseudohexasaccharid “-Threonin-Konjugats 110.

Wie in Abschnitt 3.8.1 bereits bemerkt, sollte der fiinffach benzylierte Baustein 109 als
Substrat fiir die Optimierung der Reaktionsbedingungen der Debenzylierungsreaktion
dienen. Als Katalysatoren (bzw. als Katalysatorvorstufe) fiir die hydrogenolytische
Spaltung der Benzylether bieten sich prinzipiell Palladium(Il)-acetat, Palladium auf
Aktivkohle sowie Palladium(Il)-hydroxid auf Aktivkohle an. Sowohl der Einsatz von
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Palladium(IT)-acetat als auch die Verwendung von Palladium auf Aktivkohle fiihren
bei der vorliegenden Problemstellung jedoch nicht zum Erfolg: Widhrend unter dem
Einfluss der aus Pd(OAc),, Triethylsilan und Triethylamin gebildeten aktiven Katalysator-

: 332
spezies!®*?]

unter dem Erhalt sdmtlicher Benzyletherfunktionen lediglich die Fmoc-Gruppe
entfernt wird, fithrt die nur langsam ablaufende Hydrierung in Gegenwart von Palladium
auf Aktivkohle (10 % Pd) zu einem komplexen Produktgemisch. Beim Einsatz des
besonders reaktiven Pearlman-Katalysators (Pd(OH), auf Aktivkohle)®* hingegen
verlauft die Debenzylierung unter gleichzeitigem Verlust der Fmoc-Gruppe innerhalb von
drei Tagen glatt. Die massenspektrometrische Kontrolle der Reaktion weist ausschlieBlich

auf die Entstehung des gewliinschten Produkts hin.

Das auf diesem Wege erhaltene Rohprodukt muss im Folgenden durch Umsetzung
mit Fluoren-9-ylmethyl-succinimidyl-carbonat (FmocOSu) in Gegenwart von N-Ethyl-
diisopropylamin (DIPEA) bei einem pH-Wert von 9.0 bis 9.5 wieder mit der Fmoc-Gruppe
versehen und anschlieBend mit einer Mischung aus Essigsdureanhydrid und Pyridin
vollstidndig acetyliert werden. Bei der massenspektrometrischen Untersuchung des Roh-
produkts der erneuten Einfiihrung der Aminoschutzgruppe wird in aller Regel wiederum
ausschlieBlich ein Peak gefunden, welcher von einem Addukt aus der gewiinschten
Substanz und protoniertem DIPEA herriihrt (vgl. Abschnitt 3.8.1). Das acetylierte
Oligosaccharid-Threonin-Konjugat 110 kann schlieBlich in einer Ausbeute von 97 %

bezogen auf die benzylierte Verbindung 109 erhalten werden.

Auf dieser Stufe gelingt nun der noch ausstehende Beweis der bei der Glycosylierung
erzielten Verkniipfungsform: Da das fiir die acetylierte Verbindung 110 zu erhaltende
HMBC-Spektrum zweifelsfrei Kopplungen zwischen dem anomeren Zentrum des
Glucosamins und den beiden Protonen in 6-Stellung der Galactosamineinheit erkennen

lasst (Abb. 3.23), kann die Struktur bestétigt werden.

Wie schon im vorangehenden Abschnitt zu den NMR-Spektren des Bausteins 103 erwéhnt,
kommt es auch hier zu einer merklichen Verbreiterung von Signalen. Erneut gilt dies im
Besonderen fiir Peaks im *C-Spektrum, welche Kernen des Glucosamins zuzuordnen sind.
Das Auffinden dieser Signale und derjenigen der entsprechenden Protonen ist dadurch
zwar nicht unmdglich, in Anbetracht der unerwartet intensititsschwachen Kreuzpeaks in

den zweidimensionalen Spektren jedoch deutlich erschwert.
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Abb. 3.23: Ein Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum von Verbindung 110.

SchlieBlich sollte, damit auch fiir das Nebenprodukt 108 der Glycosylierungsreaktion ein
eindeutiger Nachweis der angenommenen Struktur erbracht werden kann, dieses den
gleichen Schutzgruppenoperationen unterzogen werden wie zuvor das gewliinschte
Produkt 107.

Die bereits beschriebene Reaktionssequenz — Abspaltung des Troc-Rests, Acetylierung,
Hydrogenolyse, Wiederankniipfung der Fmoc-Gruppe sowie eine abschlieBende
vollstindige Acetylierung — liefert in diesem Fall die an der Aminofunktion des Threonins
methylierte Verbindung 111 in einer Gesamtausbeute von 26 % iiber die genannten flinf
Stufen (Schema 3.49). Im Gegensatz zu den vorherigen Synthesen wurde dabei auf eine
flashchromatographische Reinigung der in die Debenzylierung eingesetzten Substanz
verzichtet. Ferner legte man zur Spaltung der Benzylether eine Losung der Verbindung vor
und fligte dann den Katalysator hinzu, bevor der Ansatz einer Wasserstoffatmosphére
ausgesetzt wurde. Massenspektrometrisch ldsst sich in der Folge ausschlieflich die

Entstehung der an der Aminofunktion des Threonins methylierten Verbindung nachweisen.
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Schema 3.49: Die Schutzgruppenmanipulationen an dem Nebenprodukt 108 der Glycosylierung unter

Bildung der N-methylierten Verbindung 111.

Wie in Abschnitt 3.8.1 bereits vorweggenommen, kann auf der Stufe des acetylierten

Bausteins 111 die Bildung des unerwarteten Produkts auch mit Hilfe NMR-spektro-

skopischer Methoden belegt werden: So zeigt das 'H-NMR-Spektrum zwei Singuletts mit

einer chemischen Verschiebung von 3.05 ppm bzw. 2.91 ppm (Abb. 3.24), welche der

besagten CH3-Gruppe zuzuordnen sind. Das Auftreten zweier Signale fiir den Methyl-

substituenten wird durch das Vorliegen von Rotameren um die Amidbindung innerhalb der

Carbamatfunktion bewirkt.
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Abb. 3.24: Das ' H-NMR-Spektrum von Verbindung 111.
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Auch das fiir die Verbindung 111 zu erhaltende HMBC-Spektrum weist klar auf
die N-Methylierung hin: In diesem lassen sich eindeutig Kopplungen zwischen
den CH;-Gruppen der beiden Rotamere und dem jeweils benachbarten Carbonyl-
Kohlenstoffatom der Carbamatfunktion erkennen (Abb. 3.25).

W ppm
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Abb. 3.25: Ein Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum von Verbindung 111.

Die Anbindung des Lewis*-Derivats an das Sauerstoffatom in der 4-Position des
Galactosamins kann hingegen nach wie vor nicht endgiiltig bewiesen werden, da es neben
dem bereits erwdhnten Auftreten zweier Singuletts fiir den Methylrest zu einer Reihe von
weiteren Signalverdopplungen kommt, die eine vollstindige Interpretation der Spektren

unmoglich machen.

Unabhingig davon liegt mit dem vollstindig geschiitzten Oligosaccharid-Threonin-
Konjugat 110, dessen Struktur auf der Grundlage der NMR-spektroskopischen Unter-
suchungen als gesichert angesehen werden kann, der gewiinschte Baustein vor, welcher
nach der Spaltung des fert-Butylesters direkt in die Glycopeptidsynthese an der festen
Phase eingebracht werden kann (vgl. Abschnitt 3.9.4).
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Wie schon im Falle der entsprechenden sialylierten Substanz 103 gelingt die

Deblockierung der Sdurefunktion von Verbindung 110 mit Trifluoressigsdure (TFA) in

Dichlormethan unter Zusatz von Triethylsilan als Kationenfinger (Schema 3.50).%*!

MeOOC Aco OAgc OAc MeOOC Aco OAc OAc
TFA/CH,CI, (1:2), Et,SiH
AcHN AcHN
96 ©
ﬁ\iom % ?\iom
OAc OAc
AcO OAc AcO AcO OAc AcO
0 o)
110 112
AcHN/, AcHN )
1
FmocHN O Bu FmocHN OH
o) o)

Schema 3.50: Die Synthese des Glycosylaminosdure-Bausteins 112.

Ohne dass eine Spaltung der fucosidischen Bindung eintritt, kann so der Glycosyl-
aminosdure-Baustein 112 in einer Ausbeute von 96 % nach flashchromatographischer

Reinigung des Rohprodukts gewonnen werden.
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3.9 Die (Glyco-)Peptide mit einer Partialsequenz aus dem
PSGL-1

Die erhaltenen Glycosylaminosidure-Bausteine 106 und 112, deren Herstellung in den
vorangehenden Kapiteln beschrieben wurde, konnen direkt in die geplanten Glycopeptid-
synthesen an der festen Phase eingebracht werden (vgl. Abschnitte 3.9.3 und 3.9.4).
Zunichst soll allerdings die entsprechende unglycosylierte Aminosduresequenz aus dem
P-Selektin-Glycoprotein-Liganden-1 (PSGL-1) aufgebaut werden (vgl. Abschnitt 3.9.2).
Dadurch sollten sich speziell mit der angestrebten Sequenz verbundene Probleme ermitteln
und moglicherweise 16sen lassen, bevor die wertvollen Oligosaccharid-Aminoséure-
Konjugate in die Synthese eingesetzt werden. Ferner kann das gewonnene Peptid bei den

vorgesehenen biologischen Tests als Vergleichssubstanz dienen.

3.9.1 Grundlegende Prinzipien der (Glyco-)Peptidsynthese und

das allgemeine Protokoll der automatisierten Festphasensynthese

Die Grundlage der Festphasensynthese bilden die bereits 1963 verdffentlichten Arbeiten
von Merrifield, welche auf dem Einsatz von quervernetztem Polystyrol als Tragermaterial
beruhen.***! Allgemein geht man bei der sequentiellen (Glyco-)Peptid-Festphasensynthese
von einer N-terminal geeignet blockierten Aminoséure aus, die iiber ihre Carboxylfunktion
an eine Ankergruppe gebunden ist, welche wiederum mit dem unloslichen polymeren
Trager verkniipft ist. Somit erfolgt der chemische Aufbau von Peptiden, im Gegensatz zu
ihrer Biosynthese, ausgehend vom C-Terminus. Zum temporidren Schutz der Amino-
funktion der ersten sowie aller folgenden Aminosduren dient in der Regel der unter milden
Bedingungen abspaltbare, basenlabile Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl(Fmoc)-Rest.**”!
Alternativ kann auch die im Sauren zu entfernende tert-Butyloxycarbonyl(Boc)-Gruppe
verwendet werden.******) Da in diesem Fall jedoch nicht auf gingige sauer spaltbare
Anker und sdurelabile Schutzgruppen fiir Seitenkettenfunktionen der Aminosduren
zuriickgegriffen werden kann und unter den Bedingungen der Boc-Abspaltung zudem
die Gefahr eines Angriffs auf die sdureempfindlichen saccharidischen Bindungen besteht,
wird der Fmoc- gegeniiber der Boc-Strategie gewohnlich der Vorzug gegeben, so auch in

dieser Arbeit.

Im ersten Schritt der Synthese wird die Aminogruppe der an das funktionalisierte Harz

gebundenen Startaminoséure selektiv deblockiert (Schema 3.51), sofern sie in geschiitzter
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Form vorliegt. Bei Anwendung der Fmoc-Strategie geschieht dies unter Einwirkung von

361 oder Piperidin.m” Die resultierende freie Amino-

sekundiren Basen wie Morpholin!
funktion steht fiir die Ankniipfung der zweiten N-terminal geschiitzten Aminosdure zur
Verfiigung, welche unter dem Einfluss geeigneter Kupplungsreagenzien gelingt. Um die
Entstehung von Fehlsequenzen zu vermeiden, die dem gewiinschten Peptid sehr dhnlich
und damit am Ende — wenn iiberhaupt — nur schwer von diesem abzutrennen sind, werden
dann im sogenannten Capping-Schritt die nicht umgesetzten Aminogruppen durch
Reaktion mit Essigsdureanhydrid acetyliert und so der weiteren Kettenverlingerung
entzogen. Ein wiederholtes Durchlaufen der dreistufigen Reaktionssequenz liefert
schlieBlich das Peptid in vollstindig geschiitzter Form. Fiir eventuell vorhandene
Seitenkettenfunktionen der Aminosduren miissen Schutzgruppen gewidhlt werden, welche
wihrend der Festphasensynthese erhalten bleiben, sich spéter jedoch unter milden
Bedingungen abspalten lassen. Zur Herstellung von Glycopeptiden werden vorgefertigte

Glycosylaminosiure-Bausteine an der gewliinschten Stelle in die Sequenz eingebaut.

Fmoc—AS . polymerer Trager

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

Q 2) Aminoséaure-Kupplung: Fmoc-AS-OH, HBTU, HOBt, DIPEA, DMF bzw.
U Fmoc-AS-OH, HATU, HOAt, NMM, NMP

3) Capping: Ac,0, DIPEA, HOBt, NMP

Fmoc— (AS).+ .

Schema 3.51: Das allgemeine Protokoll der automatisierten (Glyco-)Peptid-Festphasensynthese nach der

Fmoc-Strategie.

Nach erfolgter Synthese wird das (Glyco-)Peptid vom Harz abgespalten und der polymere
Trager durch Filtration entfernt. In Abhéngigkeit von den Reaktionsbedingungen kann
dabei gleichzeitig eine Ablosung von Seitenkettenschutzgruppen der Aminosduren
eintreten. Verbliebene Schutzgruppen im Peptid- sowie im Glycanteil werden schlieBlich
durch entsprechende Umsetzungen in Losung entfernt.

Der Aufbau von Aminosduresequenzen an der festen Phase besitzt gegeniiber der
entsprechenden Synthese in Losung den entscheidenden Vorteil, dass die polymer-
gebundenen Peptidketten von den Reagenzien leicht durch Filtration und griindliches
Waschen abgetrennt werden konnen. Diese einfache Form der Reinigung gestattet zum
einen den Einsatz grofler Reagenzieniiberschiisse, die in der Regel fiir das Erreichen hoher
Umsitze innerhalb kurzer Reaktionszeiten erforderlich sind, und ermdglicht zum anderen

die Automatisierung der Synthese.
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Im Folgenden soll auf die verschiedenen Schritte der Festphasensynthesen, wie sie in
dieser Arbeit vollzogen werden, zundchst in allgemeiner Form etwas genauer eingegangen
werden, bevor die Reaktionssequenzen zur Herstellung der angestrebten (Glyco-)Peptide
im Einzelnen vorgestellt werden.

Durchgefiihrt werden die Synthesen an einem ABI-433A-Peptidsynthesizer der Firma
Applied Biosystems. Als polymeren Trager verwendet man ein kommerziell erhiltliches
Polystyrol-Harz der Firma Rapp Polymere, welches iiber einen 2-Chlortritylanker®*®!
mit der C-terminalen Startaminosdure L-Prolin versehen ist (ungefihre Beladung:
0.77 mmol/g). Das gewihlte Ankersystem nach Barlos ist besonders sdurelabil, so dass das
fertige (Glyco-)Peptid auf milde Weise mit einer Mischung aus Essigséure, Trifluorethanol
und Dichlormethan vom Harz abgespalten werden kann. Unter diesen Bedingungen
bleiben selbst die sdurelabilen Schutzgruppen der Seitenkettenfunktionen der eingesetzten
Aminoséuren, fert-Butylester und -ether, erhalten.

Durch Verwendung des sterisch anspruchsvollen Tritylankersystems lédsst sich zudem eine
bei Peptidsynthesen nach der Fmoc-Strategie vielfach nicht zu vernachldssigende
Nebenreaktion, die 2,5-Diketopiperazinbildung, wirksam unterdriicken. Insbesondere
Aminosduresequenzen, welche Glycin oder Prolin als Startaminosdure am C-Terminus
aufweisen, unterliegen hiufig in hohem MaBe dieser basenkatalysierten Reaktion.*
Dabei kommt es unter den Bedingungen der N-terminalen Fmoc-Abspaltung auf der Stufe
des Dipeptids zu einem intramolekularen Angriff der freien Aminofunktion an der

Carboxylgruppe der Startaminosiure und somit letzten Endes zum Verlust der wachsenden
Peptidkette (Schema 3.52).

HO .
o R Pineridi ] Y o 1
iperidin
FmocHN\)J\N)\”/O _Piperidn__ Re AN Zinp, - .
L. \n/k

2,5-Diketopiperazin

Schema 3.52: Die 2,5-Diketopiperazinbildung als Nebenreaktion bei der Peptidsynthese.

Eine Alternative zur Verwendung eines volumindsen Ankers besteht in der Kupplung eines
Dipeptids an die Startaminosdure zur Vermeidung der Diketopiperazinbildung. Sofern das
Schutzgruppenmuster und die Struktur des Ankers es zulassen, kann alternativ auch die
zweite Aminosdure in Boc-geschiitzter Form angekniipft werden. In diesem Fall erfolgt die
N-terminale Deblockierung in saurem Milieu, wodurch ein Auftreten der Nebenreaktion

ausgeschlossen wird.
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Prinzipiell konnte anstelle des 2-Chlortritylankers auch der unsubstituierte Tritylanker

[B1340.341] 1 polymerem Tréiger

eingesetzt werden, der hiufig in Verbindung mit TentaGe
verwendet wird.” Es zeigt sich jedoch, dass das entsprechend funktionalisierte kommerziell
erhiltliche Harz nicht zuverldssig von zufriedenstellender Qualitét ist: So ldsst der Verlauf
der Fmoc-Abspaltung von der an die feste Phase gebundenen Aminosdure auf eine deutlich
geringere als die vom Hersteller angegebene Beladung schlieBen. Dies resultiert
vermutlich aus einem Angriff auf die Tritylgruppe, welche gegeniiber der 2-Chlortrityl-
einheit noch deutlich siureempfindlicher ist.”** Dass eine verminderte Beladung lediglich
durch eine unvollstindige N-terminale Blockierung der Aminosdure vorgetduscht wird,
was kein Problem fiir die weitere Synthese darstellen wiirde, kann ausgeschlossen werden,
da auch die Fmoc-Abspaltung von der in der Sequenz folgenden Aminosédure
unbefriedigend verlduft. Beim Einsatz des mit dem 2-Chlortritylanker modifizierten

Polystyrol-Harzes treten derartige Probleme hingegen nicht auf, und es konnen durchweg

verléssliche Ergebnisse erzielt werden.

In diesem Fall beginnt die (Glyco-)Peptid-Festphasensynthese direkt mit der Ankniipfung
der zweiten Aminosdure, da das kéufliche Harz die Startaminosdure in N-terminal
ungeschiitzter Form trdgt. Die Aktivierung der Carboxylfunktion der anzubindenden
Aminosédure erfolgt in situ durch spezielle Kupplungsreagenzien. Zur Erzeugung der
Peptidbindung bei Synthesen an der festen Phase haben sich fiir die Bildung von Aktiv-
estern insbesondere Uroniumsalze wie HBTUP**#! ynd HATUP****! in Kombination

mit 1-Hydroxybenzotriazolen wie HOBt>**! und HOAt™*" bewihrt (Abb. 3.26).

€] €]
PFq SN PFg “N—
D D
97 N— I e
N/ NNy
N LN
N XN
HBTU HATU
O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramethyl- O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramethyl-
uroniumhexafluorophosphat uroniumhexafluorophosphat
OH OH
N, NN
N N
N XN
HOBt HOAt
1-Hydroxybenzotriazol 7-Aza-1-hydroxybenzotriazol

Abb. 3.26: Die Kupplungsreagenzien HBTU und HATU sowie die Additive HOBt und HOALt.

" Bei TentaGel® handelt es sich um ein Polystyrol-Harz mit aufgepfropften Polyethylenglycoleinheiten. Es
besitzt besonders giinstige Quelleigenschaften in organischen aprotischen Losungsmitteln wie NMP.
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8 in vielerlei

Diese sind den ebenfalls als Kupplungsreagenzien gingigen Carbodiimiden”*
Hinsicht iiberlegen: Sie verfiigen iiber eine groBere Reaktivitit, senken die Gefahr der
Racemisierung des gebildeten Aktivesters und filhren zudem nicht — wie N,N'-Dicyclo-
hexylcarbodiimid (DCC) — zu einem unldslichen Nebenprodukt, welches nur schwer von
dem polymergebundenen Peptid abgetrennt werden kann.

Mechanistisch betrachtet, 1duft die Aktivierung durch HBTU und HOBt in der folgenden
Weise ab: Zunidchst werden die freie Carbonsdure sowie das saure, supernucleophile
Additiv HOBt mit einer &dquimolaren Menge an N-Ethyldiisopropylamin (DIPEA)
deprotoniert (Schema 3.53). Darauthin kommt es zu einer Umsetzung des Carboxylats mit
dem Uroniumsalz HBTU, wobei das entsprechende reaktive O-Acyl-Uroniumsalz als
Zwischenstufe entsteht. Dieses wiederum wird von dem deprotonierten HOBt unter

Bildung eines weiteren Aktivesters angegriffen, welcher schlieBlich mit der freien

Aminofunktion reagiert, wodurch die gewiinschte amidische Peptidbindung erhalten wird.

DIPEA DIPEA HOBt

LA SV

PFe°
o o N7
~H FmocHN "*)@ ~
N ° Y O lil
: P :
) “H O
\N\ QC\)N ) \CL
.9 °q )
- N,
HBTU N

FmocHN

Schema 3.53: Der Mechanismus der Peptidkupplung unter Verwendung von HBTU und HOBL.

Durch Zusatz von HOBt anstelle der alleinigen Verwendung von HBTU als Kupplungs-
reagenz lasst sich die Gefahr der Racemisierung der Carbonsdurekomponente entscheidend

herabsetzen. Dies liegt in der besonders hohen Reaktivitdt des mit deprotoniertem HOBt
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gebildeten Aktivesters begriindet, der sich schnell mit der Aminofunktion umsetzt.
Damit erhidlt man die gewiinschte Peptidbindung, bevor es zur Racemisierung des aktiven
Intermediats kommt.

Der Einsatz der 7-Aza-Analoga von HBTU und HOBt, HATU und HOAt, in
Kombination mit N-Methylmorpholin (NMP) als Base empfiehlt sich bei Kupplungs-
reaktionen, welche mit besonderen Problemen behaftet sind, wie die Ankniipfung der
sterisch anspruchsvollen Glycosylaminosidure-Bausteine. Verglichen mit den preis-
werteren, standardméfBig verwendeten Reagenzien HBTU und HOBt, zeichnen sich
HATU und HOAt durch eine nochmals gesteigerte Reaktivitit aus.***! Die erhohte
Reaktivitit sowohl des Reagenzes selbst als auch der entstehenden Aktivester ist auf
das zusdtzliche elektronenziehende Stickstoffatom zuriickzufiihren. So stellt HOAt
beispielsweise gegeniiber HOBt eine stirkere Sdure und seine deprotonierte Form
dementsprechend eine bessere Abgangsgruppe dar. Die Erhdhung der Reaktivitit hat
wiederum eine Verminderung der Racemisierungsgefahr zur Folge. Ferner kommt es unter
Verwendung von HOAt zur Ausbildung einer Wasserstoffbriicke zwischen dem
zusitzlichen Stickstoffatom des Kupplungsreagenzes und der freien Aminofunktion der

polymergebundenen Peptidkette (Schema 3.54).
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Schema 3.54: Der Mechanismus der Peptidkupplung unter Verwendung von HATU und HOAt.
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Dadurch erfdhrt die Aminokomponente eine Vororientierung, die den folgenden
nucleophilen Angriff, die Aminolyse des Aktivesters, erleichtert und somit die
Racemisierungsgefahr weiter herabsetzt. Im Falle der Kupplung von Glycosylaminoséuren
ist diese Koordination von besonderer Bedeutung, da die Bausteine nicht nur iiber eine
eingeschriankte Reaktivitdt infolge sterischer Aspekte verfiigen, sondern auch in einem
deutlich geringeren Uberschuss als die kommerziell erhiltlichen unglycosylierten

Aminosduren in die Synthese eingesetzt werden.

Dem Kupplungsschritt schlieft sich — wie bereits erwidhnt — die Acetylierung eventuell
nicht umgesetzter Aminofunktionen mit einer Mischung aus Essigsdureanhydrid, N-Ethyl-
diisopropylamin (DIPEA) und einer katalytischen Menge an HOBt in N-Methyl-
pyrrolidin-2-on (NMP) an.

Der néchste Synthesezyklus wird durch die Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Gruppe
mit Piperidin in N-Methylpyrrolidin-2-on (NMP) eingeleitet. Dabei entsteht infolge der
Deprotonierung der CH-aciden 9-Position zunédchst Dibenzofulven, welches anschlieend
mit der Base zu einem stabilen Addukt reagiert (Schema 3.55). Dessen starke
UV-Absorption wird zur Reaktionskontrolle der Schutzgruppenabspaltung und damit
indirekt auch zur Uberpriifung der Effizienz des vorangegangenen Kupplungsschritts

genutzt.

fz,JOLNHR o N
ot " a7 GO

A B

CO, + RNH,

Schema 3.55: Der Mechanismus der Fmoc-Abspaltung mit Piperidin.

Nach erfolgtem Aufbau der Aminosduresequenz durch Wiederholung der drei
beschriebenen Reaktionsschritte wird das (Glyco-)Peptid vom Harz abgespalten und durch

entsprechende Umsetzungen in Losung von sdmtlichen Schutzgruppen befreit.

SchlieBlich bleibt noch zu erwihnen, dass es bei Aminosduresequenzen, welche
Asparaginsédure(derivate) enthalten, zusitzlich zu der bereits diskutierten Diketopiperazin-
bildung zu einer weiteren Nebenreaktion im Verlauf der Festphasensynthese und wihrend

der Entfernung der Schutzgruppen kommen kann. Bei dieser Nebenreaktion handelt es sich
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um die sogenannte Aspartimidumlagerung, deren Auftreten sowohl im Basischen als auch
im Sauren moglich ist.?*%

Unter basischen Bedingungen, wie sie beispielsweise wihrend der Fmoc-Abspaltung
vorliegen, wird sie initiiert durch die Abstraktion des Amidprotons der C-terminal
benachbarten Aminosdure (Schema 3.56). Der folgende nucleophile Angriff des Amid-
Stickstoffs an der Carboxylfunktion der Asparaginsdure-Seitenkette resultiert in der
Bildung eines Aspartimids, dessen Hydrolyse schlie8lich entweder das angestrebte

a-Aspartyl-Peptid, oder aber das ungewiinschte 3-Aspartyl-Peptid ergibt.

a-Aspartyl-Peptid

B-Aspartyl-Peptid

Schema 3.56: Die Aspartimidumlagerung als Nebenreaktion bei der Peptidsynthese.

Im Sauren kann die Nebenreaktion beispielsweise im Zuge der Entfernung sdurelabiler
Schutzgruppen und wihrend der Abspaltung des Peptids vom Harz durch eine ausgedehnte
Behandlung mit Trifluoressigséure induziert werden.

Die Tendenz zur Aspartimidbildung ist abhédngig von der jeweiligen Aminosduresequenz
und in Nachbarschaft zu Glycin und in der Seitenkette ungeschiitztem Serin besonders
ausgeprigt."*>**¥ Durch Verwendung einer sterisch anspruchsvollen Schutzgruppe fiir die
Carboxylfunktion der Asparaginsidure-Seitenkette ldsst sie sich allerdings in vielen Féllen
weitgehend unterdriicken. Bewdhrt hat sich in diesem Sinne vor allem eine Blockierung

[354

der Carbonsiure als fert-Butylester.”>* Daher wird auch im Rahmen der vorliegenden

Arbeit auf diese Form des Schutzes zuriickgegriffen.

3.9.2 Das unglycosylierte Dodecapeptid

Dem allgemeinen Protokoll der automatisierten (Glyco-)Peptid-Festphasensynthese nach
der Fmoc-Strategie folgend, wird die angestrebte Partialsequenz aus dem PSGL-1, welche
von Tyr*® bis Pro® des natiirlichen Selektinliganden reicht, zunéchst in unglycosylierter

Form aufgebaut.
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Wie bereits erwdhnt, geht man dabei von dem Polystyrol-Harz 113 aus, in dem die

)[338]

C-terminale Startaminosdure L-Prolin iiber einen 2-Chlortritylanker (2-CT an den

polymeren Tréger gebunden ist (Schema 3.57).

0]

o ]

Q0

113

1) Fmoc-Glu(OBu)-OH (Beginn mit Schritt B)
2) Fmoc-Thr(‘Bu)-OH

Synthesezyklus: 3) Fmoc-Glu(OBu)-OH (Doppelkupplung)

4) Fmoc-Pro-OH (Doppelkupplung)
A) Fmoc-Abspaltung: Piperidin/NMP (1:4) 5) Fmoc-Leu-OH (Doppelkupplung)
B) Aminoséaure-Kupplung: 6) Fmoc-Phe-OH

©)

Fmoc-AS-OH, HBTU, HOB, DIPEA, DMF | 7) Fmoc-Asp(O'Bu)-OH
- ly =
C) Capping: Ac,0, DIPEA, HOBt, NMP 8) Fmoc-Tyr( B‘f) OH
9) Fmoc-Asp(O'Bu)-OH
10) Fmoc-Leu-OH
11) Fmoc-Tyr(‘Bu)-OH

1) Piperidin/NMP (1:4)
2) Ac,0, DIPEA, HOBt, NMP

O'Bu

A (0 Tt 1 g
Y T 0 Y W0

AcOH/Trifluorethanol/CH,CI, (1:1:8)

OBu

. W@m B W

114

Schema 3.57: Die Synthese des Peptids 114.

Durch entsprechende Wiederholung der im vorangehenden Abschnitt geschilderten
dreistufigen Reaktionssequenz werden 1im Peptidsynthesizer Fmoc-geschiitzte(s)

L-Glutaminsdure, L-Threonin, L-Glutaminsidure, L-Prolin, L-Leucin, L-Phenylalanin,
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L-Asparaginsdure, L-Tyrosin, L-Asparaginsdure, L-Leucin und L-Tyrosin sukzessive
angekniipft, wobei man jeweils 10 Aquivalente der Aminoséuren einsetzt und zum Schutz
der Seitenkettenfunktionen von L-Glutaminsdure, L-Asparaginsdure, L-Threonin und
L-Tyrosin den tert-Butylrest wihlt.

Bei den geplanten Glycopeptidsynthesen (vgl. Abschnitte 3.9.3 und 3.9.4) ist aufgrund
des hohen sterischen Anspruchs der Glycosylthreonin-Bausteine eine deutliche Minderung
der Kupplungsausbeuten insbesondere fiir die beiden direkt folgenden Aminosduren,
L-Glutaminsdure und L-Prolin, zu erwarten. Deshalb soll zur Ankniipfung dieser Amino-
sduren der Kupplungsschritt jeweils einmal wiederholt werden. Um die Ergebnisse der
einzelnen Synthesen besser miteinander vergleichen zu konnen, wird auch bei dem hier
beschriebenen Aufbau der unglycosylierten Sequenz in dieser Weise verfahren. Zur
Steigerung der Gesamtausbeute erfolgt ferner die Anbindung des sich anschlieBenden
L-Leucins in einer Doppelkupplung. Letzteres geschieht in Anlehnung an die von O. Knoll
im Rahmen seiner Dissertation gemachten Beobachtungen.'*”

Am Ende der automatisierten Synthese wird schlieBlich die N-terminale Fmoc-Gruppe

entfernt und die resultierende freie Aminofunktion acetyliert.

Die Abspaltung des Peptids vom Harz gelingt durch Behandlung mit einer Mischung

3381 Wwobei die siurelabilen Schutz-

aus Essigsdure, Trifluorethanol und Dichlormethan,
gruppen der Seitenkettenfunktionen der Aminosduren erhalten bleiben. Um eine mdglichst
vollstindige Abspaltung des Produkts vom polymeren Triager zu erreichen, fiihrt man den

Vorgang insgesamt dreimal durch.

Das gewonnene Rohprodukt 114 wird mit Trifluoressigsdure (TFA) in Dichlormethan
unter Zusatz von Wasser und dem Kationenfinger Triisopropylsilan®® komplett
deblockiert (Schema 3.58). Nach préparativer RP-HPLC erhidlt man das gewiinschte
ungeschiitzte Peptid 115 in einer Ausbeute von nahezu 100 % bezogen auf die Start-
aminosdure am Harz.

Das Vorliegen einer einzigen, reinen Verbindung ldsst sich durch Untersuchungen
des isolierten Produkts mittels analytischer RP-HPLC und NMR-Spektroskopie innerhalb
der Messgenauigkeiten der Methoden zweifelsfrei belegen. Anhand ein- und zwei-
dimensionaler NMR-Experimente sowie mittels hoch auflosender Massenspektrometrie
kann die Struktur bewiesen werden.

An dieser Stelle ist zu bemerken, dass das vollstindig deblockierte Peptid 115 nur eine
stark eingeschrankte Loslichkeit in Wasser aufweist und es — selbst bei Zugabe von bis

zu 50 % Acetonitril — zum Auftreten von Aggregationsphdnomenen kommt, die eine
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erhebliche Verbreiterung siamtlicher Signale in den zugehorigen NMR-Spektren bewirken.

Demzufolge muss auf Dimethylsulfoxid als Losungsmittel zuriickgegriffen werden.

OBu

COOBuU COOBuU 'BuO o o
et LWNQL %NQL Qw S

N L

Y \©\ . \© COOBu COO’Bu
OBu

TFA/CH,Cl,/H,0/Pr,SiH (20:20:1:1)

T T (T
A ol @ EOOH COOY.

100 % (bezogen auf die Startaminosaure am Harz, 25 Stufen)

Schema 3.58: Die Synthese des vollstindig deblockierten Peptids 115.

Mit der erfolgreichen Synthese der unglycosylierten Aminoséuresequenz ist nun die

Grundlage fiir die Herstellung der beiden angestrebten Glycopeptide gelegt.

3.9.3 Das Sialyl-Lewis" enthaltende Glycododecapeptid

Der Autbau des Glycopeptids 116, ausgehend von dem funktionalisierten Harz 113, wird
in Analogie zu der im vorangehenden Abschnitt beschriebenen Festphasensynthese des
Peptids 114 vollzogen (Schema 3.59). Nach der Fmoc-Abspaltung von der an die Start-
aminosdure gekniipften L-Glutaminséureeinheit wird jedoch die automatisierte Synthese
unterbrochen und der Glycosylaminosdure-Baustein 106 iiber einen Zeitraum von 8 h unter
Verwendung der besonders reaktiven Reagenzien HATU und HOAt in Kombination mit
N-Methylmorpholin (NMM) als Base gekuppelt (vgl. Abschnitt 3.9.1). Wegen Substanz-
mangels kann das Oligosaccharid-Threonin-Konjugat 106 dabei nur in einem Unterschuss
von 0.8 Aquivalenten beziiglich der Startaminosiure am Harz eingesetzt werden, was bei

der spiteren Ausbeutebestimmung entsprechend zu beriicksichtigen ist.



ALLGEMEINER TEIL 115

Im Anschluss an den manuellen Kupplungsschritt nimmt man die automatisierte Synthese
nach dem allgemeinen Protokoll wieder auf und kniipft die librigen neun Aminosiuren an,

wobei fiir die ersten drei — wie bereits erwéhnt — eine Doppelkupplung vorgenommen wird.

0]

o ]

Q

113

1) Fmoc-Glu(O'Bu)-OH (Beginn mit Schritt B)

2)
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Synthesezyklus: 106 Ao 0

AcO AcHNg

A) Fmoc-Abspaltung: Piperidin/NMP (1:4) on
B) Aminoséure-Kupplung: FmocHN I

Fmoc-AS-OH, HBTU, HOBt, DIPEA, DMF
) 3) Fmoc-Glu(OBu)-OH (Doppelkupplung)
bzw. fir 2): 106, HATU, HOAt, NMM, NMP 4) Fmoc-Pro-OH (Doppelkupplung)

C) Capping: Ac,0, DIPEA, HOBt, NMP 5) Fmoc-Leu-OH (Doppelkupplung)
6) Fmoc-Phe-OH
7) Fmoc-Asp(O'Bu)-OH
8) Fmoc-Tyr(‘Bu)-OH
9) Fmoc-Asp(O'Bu)-OH
10) Fmoc-Leu-OH
11) Fmoc-Tyr('Bu)-OH

6

1) Piperidin/NMP (1:4)
2) Ac,0, DIPEA, HOBt, NMP

AcOH/Trifluorethanol/CH,CI, (1:1:8)
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Schema 3.59: Die Synthese des Glycopeptids 116.
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Zuletzt wird die N-terminale Fmoc-Gruppe entfernt und die freie Aminofunktion acetyliert.
Erwartungsgemill weisen die Werte der im Verlauf der Festphasensynthese gemessenen
UV-Absorptionen der Fmoc-Abspaltungslosungen auf einen merklichen Einbruch in der
Kupplungsausbeute sowohl bei der Anbindung des im Unterschuss eingesetzten Glycosyl-
aminosdure-Bausteins 106 als auch bei der Ankniipfung der direkt auf den sterisch

anspruchsvollen Rest folgenden L-Glutaminsdureeinheit hin.

Zur Abspaltung des Glycopeptids vom polymeren Triager wird das Harz viermal je
zwei Stunden in einer Mischung aus Essigsdure, Trifluorethanol und Dichlormethan

B3] Um die Reaktion auf ihre Vollstandigkeit zu priifen, behandelt man das

geschiittelt.
Harz anschlieBend zusitzlich einmal mit einer Mischung aus Trifluoressigsidure (TFA) und
Dichlormethan unter Zusatz kleiner Mengen an Wasser und Triisopropylsilan. Unter
diesen etwas weniger milden sauren Bedingungen ldsst sich jedoch kein Produkt mehr
gewinnen.

Die Untersuchung des Rohprodukts mittels analytischer RP-HPLC belegt, dass ein
Gemisch aus drei Verbindungen vorliegt, bei denen es sich vermutlich um das gewlinschte
Glycopeptid 116 sowie die beiden Abbruchsequenzen, das Dipeptid 117 und das

glycosylierte Tripeptid 118 (Abb. 3.27), handelt.

OAc MeOOC aAco OAc
Lo T 2 &
~7 070 0
AcHN
AcHN\E)J\N_j:I\OH o o O - o]
k/ OAc
I OAC
COOBu ACO™AcO _OAc AcO
o (e}
117 118 AcO (6]
AcO AcHN
O
H (0} (o}
N
AcHN ;JJ\NJ_’]\OH
o L

COOBu

Abb. 3.27: Die Abbruchsequenzen 117 und 118.

Um die Zahl der Reinigungsschritte mdglichst gering zu halten, trennt man die
Nebenprodukte jedoch nicht auf dieser Stufe ab, sondern entfernt zundchst die
tert-Butylreste durch Behandlung des rohen Produktgemischs mit einer Mischung
aus Trifluoressigsdure (TFA) und Dichlormethan unter Zusatz von Wasser und dem
Kationenfinger Triisopropylsilan (Schema 3.60).°°*! Dabei wird die fucosidische Bindung
infolge des stabilisierenden Effekts der Acetylgruppen nicht angegriffen. Nach priparativer
RP-HPLC kann die im Peptidteil vollstindig deblockierte Verbindung 119 in einer

Ausbeute von 23 % bezogen auf den eingesetzten Glycosylaminosdure-Baustein 106
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isoliert werden. AuBBerdem werden im Zuge der Reinigung mehrere Fraktionen gewonnen,
die duBerst dhnliche Retentionszeiten wie die Hauptfraktion aufweisen. Der massen-
spektrometrischen Untersuchung zufolge enthalten diese vermutlich ebenfalls eine groBBere
Menge an dem gewiinschten Produkt, wobei der Unterschied in den Retentionszeiten auf
die Bildung verschiedener Konformere und/oder das Vorliegen unterschiedlicher Salze
zuriickzufiihren sein konnte. In Anbetracht der Komplexitit des Molekiils und der groB3en
Zahl an freien Carboxylfunktionen erscheint dies nicht abwegig. Ob die vereinigten
Nebenfraktionen tatsdchlich das angestrebte Glycopeptid 119 und nicht nur Isomere
desselben enthalten, womit die Gesamtausbeute bis zu 40 % betragen konnte, wird sich
allerdings erst nach der weiteren Umsetzung und einem Vergleich der entsprechenden
NMR-Spektren zeigen. Ein solches Vorgehen ist fiir die nahe Zukunft geplant, soll aus

Zeitgriinden jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr unternommen werden.

OAC MeOOC AcO OAc

ACO OAc
ACHN =2 \%W é&
AcO AcHN
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23-40 % (bezogen auf 106, 25 Stufen)

Schema 3.60: Die saure Schutzgruppenabspaltung zur Bildung des partiell deblockierten Glycopeptids 119.
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Stattdessen wird die Hauptfraktion von den verbliebenen, basenlabilen Schutzgruppen im
Glycanteil befreit. Dies geschieht durch Behandlung mit Natriummethanolat in Methanol
bei einem pH-Wert von 8.5 bis 9.0 und anschlieBende Hydrolyse in wéssriger Natronlauge
bei einem pH-Wert von 10.0 bis 10.5 (Schema 3.61).
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1) NaOMe, MeOH (pH = 8.5-9.0)
2) NaOH, H,0 (pH = 10.0-10.5)
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120

64 %

Schema 3.61: Die Synthese des vollstindig deblockierten Glycopeptids 120.

Den allgemeinen Erfahrungen entsprechend bereitet die O-Deacetylierung zunéchst,
bei einem pH-Wert von 8.5 bis 9.0, Schwierigkeiten. Wie die Reaktionkontrolle mittels
analytischer RP-HPLC zeigt, lauft die Umesterung in 18 Stunden nicht vollstindig ab
und liefert somit ein Produktgemisch. Dies steht im Einklang mit in anderen Arbeiten

[281, 356]

geschilderten Beobachtungen und ist vermutlich auf eine erschwerte Schutz-

gruppenabspaltung in der 4-Position der Galactos(amin)ylreste zuriickzufiihren.
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Da sich der Deacetylierung mit Natriummethanolat jedoch ohnehin die Hydrolyse des
Methylesters unter stérker basischen Bedingungen anschlief3t, sollte die vorerst nur partiell
erreichte Freisetzung der Hydroxylgruppen kein Problem darstellen. Tatsdchlich kommt es
in wissriger Natronlauge bei einem pH-Wert von 10.0 bis 10.5 in weiteren 18 Stunden
neben der Hydrolyse des Methylesters zur Entfernung sdmtlicher noch vorhandenen
Acetylreste. Dabei muss allerdings streng darauf geachtet werden, dass der pH einen Wert
von 10.5 nicht iiberschreitet, da in stirker basischem Milieu leicht Racemisierung bzw.
Epimerisierung der Aminosédurereste und B-Eliminierung des Glycans erfolgen konnen.
Unter den gewihlten milden Bedingungen ist die Gefahr des Eintretens derartiger
Nebenreaktionen dagegen gering. So kann innerhalb der Messgenauigkeiten von
analytischer RP-HPLC und NMR-Spektroskopie weder eine Isomerisierung noch eine
Zersetzung der gewiinschten Verbindung beobachtet werden. Nach Neutralisieren der
Reaktionslésung mit Essigsdure und Reinigung des Rohprodukts durch priparative
RP-HPLC erhélt man das vollstindig deblockierte Glycopeptid 120 in einer Ausbeute
von 64 %.

Die Struktur kann anhand ein- und zweidimensionaler NMR-Spektren sowie mittels hoch
auflosender Massenspektrometrie belegt werden. In diesem Fall empfiehlt es sich, beim
Ansetzen der Probe fiir die massenspektrometrischen Untersuchungen dem Losungsmittel
0.1 % Trifluoressigsdure zuzusetzen. Dadurch ldsst sich gewihrleisten, dass die sechs
freien Carbonséurefunktionen in protonierter Form und nicht als Salze vorliegen, was die
Anzahl der im Spektrum auftretenden Peaks deutlich minimiert, obgleich die zugegebene

Séure teilweise auch zur Spaltung von saccharidischen Bindungen fiihrt.

Mittels der zweidimensionalen NMR-Experimente konnen die meisten 'H- und "C-
Signale eindeutig den entsprechenden Kernen zugewiesen werden (vgl. Abschnitt 5.9.2):
Fiir den Peptidteil gelingt die Zuordnung vollstindig. Die Signale fiir die Protonen der
freien Carbonsdurefunktionen sind allerdings nicht zu detektieren. Fiir das Glycan lassen
sich aufgrund von zu vielen Signaliiberlagerungen die Lagen einiger Signale nicht
zweifelsfrei ermitteln. Es werden jedoch fiir jede einzelne der sechs Monosaccharid-
einheiten mehrere charakteristische Peaks aufgefunden, die klar den jeweiligen Protonen
bzw. Kohlenstoffatomen zugeordnet werden konnen, so dass die Struktur des Glyco-
peptids 120 insgesamt belegt werden kann.

Die nachstehenden Abbildungen veranschaulichen die Zuweisung einiger wesentlicher
Signale auf der Grundlage der in den zweidimensionalen Spektren — COSY (Abb. 3.28),
TOCSY (Abb. 3.29) und HSQC (Abb. 3.30) — auftretenden Kreuzpeaks.
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Abb. 3.28: Das COSY-Spektrum des Glycopeptids 120.
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Abb. 3.29: Das TOCSY-Spektrum des Glycopeptids 120.
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Abb. 3.30: Das HSQC-Spektrum des Glycopeptids 120.

An dieser Stelle sei insbesondere auf den grofen Nutzen des TOCSY-Experiments fiir
die Aufklirung der Struktur hingewiesen. Anhand des Spektrums, das 'H-'H-Kopplungen
innerhalb eines Spinsystems wiedergibt, lassen sich — speziell liber Kreuzpeaks mit
NH-Protonen — zahlreiche Signale klar zuordnen, welche im COSY-Spektrum nicht oder

nur schwer aufgefunden werden konnen.

3.9.4 Das das Sialyl-Lewis'-Mimetikum enthaltende Glycododeca-
peptid

In kompletter Analogie zum Aufbau des auf Sialyl-Lewis® basierenden Glycododeca-
peptids 116 wird auch die Synthese seines Mimetikums 121 an der festen Phase ausgehend
von dem funktionalisierten Harz 113 durchgefiihrt (Schema 3.62).
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A) Fmoc-Abspaltung: Piperidin/NMP (1:4)
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Fmoc-AS-OH, HBTU, HOBt, DIPEA, DMF
) 3) Fmoc-Glu(O'Bu)-OH (Doppelkupplung)
bzw. fir 2): 112, HATU, HOAt, NMM, NMP 4) Fmoc-Pro-OH (Doppelkupplung)

C) Capping: Ac,0, DIPEA, HOBt, NMP 5) Fmoc-Leu-OH (Doppelkupplung)
6) Fmoc-Phe-OH
7) Fmoc-Asp(O'Bu)-OH
8) Fmoc-Tyr(‘Bu)-OH
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10) Fmoc-Leu-OH
11) Fmoc-Tyr('Bu)-OH

OH

©)

1) Piperidin/NMP (1:4)
2) Ac,0, DIPEA, HOBt, NMP

AcOH/Trifluorethanol/CH,CI, (1:1:8)
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Schema 3.62: Die Synthese des Glycopeptids 121.

Da von dem benétigten Glycosylaminosdure-Baustein 112 eine ausreichende Menge zur
Verfiigung steht, wird dieser allerdings in einem geringen Uberschuss von

1.1 Aquivalenten bezogen auf die Startaminosiure am Harz eingesetzt. Dennoch sprechen
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auch hier die Werte der gemessenen UV-Absorptionen der Fmoc-Abspaltungslésungen fiir
eine signifikante Abnahme der Kupplungsausbeute nicht nur bei der Anbindung der
dem glycosylierten Threonin folgenden L-Glutaminsdureeinheit, sondern auch bei der
Ankniipfung des volumindsen Bausteins selbst. Folglich sollte bei der Abspaltung vom
Harz abermals ein Produktgemisch anfallen, das neben dem gewtinschten Glycopeptid 121
die beiden Abbruchsequenzen 117 und 122 enthélt (Abb. 3.31).

MeOOC AcO OAc Ac

(e} (e}
AcHN\)J\N_jI\OH
H v op/:\CHN
c
\ OAc

1)
B
COOBu AcO OAc AcO

Q
117 122

AcHN

(0]

ZI

ACHN Jj\
K/
COOBu

Abb. 3.31: Die Abbruchsequenzen 117 und 122.

Die Abspaltung des Glycopeptids vom polymeren Trager gelingt erneut durch viermalige
jeweils zweistiindige Behandlung mit einer Mischung aus Essigsédure, Trifluorethanol und
Dichlormethan.”*®! Durch anschlieBendes zweistiindiges Schiitteln des Harzes in einer
Mischung aus Trifluoressigsdure (TFA) und Dichlormethan unter Zusatz von Wasser und
Triisopropylsilan kann in diesem Fall allerdings noch eine kleine Menge an der bereits von

den sdurelabilen fert-Butylresten befreiten Verbindung 123 gewonnen werden.

Zur Entfernung der tert-Butylgruppen in den iibrigen erhaltenen Fraktionen wird das
Rohprodukt mit Trifluoressigsdure (TFA) in Dichlormethan unter Zusatz von Wasser und

dem Kationenfinger Triisopropylsilan®**”

umgesetzt (Schema 3.63). Erneut wird dabei die
fucosidische Bindung infolge des stabilisierenden Effekts der Acetylgruppen nicht
angegriffen. Nach priparativer RP-HPLC kann die im Peptidteil vollstindig deblockierte
Verbindung 123 in einer Ausbeute von 24 % bezogen auf die Startaminosdure am Harz
isoliert werden. Auch hier mag die zu erreichende Ausbeute hoher liegen als angegeben,
da in diesem Fall ebenfalls Fraktionen gewonnen werden konnen, welche &hnliche
Retentionszeiten wie die Hauptfraktion aufweisen und womoglich weiteres Produkt

enthalten.
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Schema 3.63: Die saure Schutzgruppenabspaltung zur Bildung des partiell deblockierten Glycopeptids 123.

Wie im vorangehenden Abschnitt beschrieben, schliefen sich der sauren Schutzgruppen-

abspaltung die O-Deacetylierung mit Natriummethanolat in Methanol bei einem pH-Wert

von 8.5 bis 9.0 sowie die Hydrolyse des Methylesters und verbliebener Acetatfunktionen

in wiéssriger Natronlauge bei einem pH-Wert von 10.0 bis 10.5 an (Schema 3.64). Im

Gegensatz zu den dort geschilderten Beobachtungen lassen sich hier die Acetylgruppen

allerdings auch durch Behandlung mit wéssriger Natronlauge iiber einen Zeitraum von

18 Stunden nicht vollstandig abspalten, was mittels analytischer RP-HPLC, NMR-Spektro-

skopie und Massenspektrometrie eindeutig nachzuweisen ist. So zeigt das Massenspektrum

des Rohprodukts hauptsichlich Peaks, die Addukten von einfach bzw. zweifach

acetylierten Verbindungen zuzuordnen sind.
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Schema 3.64: Die Synthese des vollstindig deblockierten Glycopeptids 124.

Nach einer Reaktionszeit von weiteren 18 Stunden sind jedoch sdmtliche Schutzgruppen
entfernt. Die Reaktionslosung wird mit Essigsdure neutralisiert und das Rohprodukt durch
priaparative RP-HPLC gereinigt. Dadurch erhdlt man das vollstindig deblockierte
Glycopeptid 124 in einer Ausbeute von 93 %.

Innerhalb der Messgenauigkeiten von analytischer RP-HPLC und NMR-Spektroskopie
kann auch in diesem Fall das Vorliegen eines [somerengemischs ausgeschlossen werden.
Die Struktur lésst sich wiederum anhand ein- und zweidimensionaler NMR-Spektren sowie
mittels hoch auflosender Massenspektrometrie belegen, wobei hier ebenfalls der Zusatz
von 0.1 % Trifluoressigsdure zu dem fiir die massenspektrometrischen Untersuchungen

verwendeten Losungsmittel angeraten ist.
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Zur Veranschaulichung seien auch fiir das das Sialyl-Lewis*-Mimetikum enthaltende
Glycopeptid 124 nachfolgend die zweidimensionalen NMR-Spektren — COSY (Abb. 3.32),
TOCSY (Abb. 3.33) und HSQC (Abb. 3.34) — gezeigt.

Die Zuordnung der 'H- und "’C-Signale gelingt, wie im Falle des Sialyl-Lewis"
enthaltenden Glycopeptids 120, weitgehend (vgl. Abschnitt 5.9.3), so dass sich die Struktur

eindeutig belegen ldsst.

Bemerkenswert, wenn auch nicht iiberraschend, sind die groBen Ahnlichkeiten, die
zwischen den Spektren des Cyclohexylmilchsdurederivats 124 und denjenigen der
sialylierten Verbindung 120 festzustellen sind: Mit Ausnahme der Signale fiir einige Kerne
des Galactosylrests aus der Lewis*-Einheit weisen alle Peaks fiir die Verbindung 124
— zumindest diejenigen, die zugeordnet werden konnen — nahezu identische chemische
Verschiebungen wie die entsprechenden Signale fiir das Glycopeptid 120 auf. Dies spricht
fiir nur minimale Abweichungen in Konformation und elektronischer Struktur der beiden
Substanzen und damit fiir das Potential des Cyclohexylmilchsdurerests als Mimetikum der

Sialinsaure.

F1.0
F1.5
NH-Leu, F2-0
NH-Asp, 2.5
NH-GIcN o
F3.0
F3.5
8 NH-GaIN
NH-Tyr, ¥ L4.0
R
A
R ) La.s
*
NH-Phe F5.0
NH-Thr
NH-Tyr, F5-5
NH-Leu,
F6.0
NH-Glu,
NH-Asp, & . F6.5
NH-Glu, o ® F7.0
F7.5
@ ® e
)
Qﬁ Q‘“ - 8.0
T T T T T T T T -8.5
8 7 6 5 4 3 2 1 Ppm

Abb. 3.32: Das COSY-Spektrum des Glycopeptids 124.
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Abb. 3.33: Das TOCSY-Spektrum des Glycopeptids 124.
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Abb. 3.34: Das HSQC-Spektrum des Glycopeptids 124.
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Zum Vergleich sind in den Tabellen 3.2 und 3.3 die chemischen Verschiebungen & der fiir

beide Glycopeptide zugewiesenen 'H- und *C-Signale einander gegeniibergestellt.

Tabelle 3.2: Chemische Verschiebungen & (in ppm) der ' H-Signale fiir die Glycopeptide 120 und 124.

H 120 124
Tyr NH 7.98,7.69 7.98,7.70
o 439,434 439,434
B 2.86,2.83,2.62,2.58 2.86,2.83,2.62, 2.58
Ar-2,6 7.01, 6.96 7.01, 6.96
Ar-3,5 6.62-6.59 6.62-6.59
Leu NH 8.22,7.98 8.22,7.98
o 451,427 451,428
B 1.44, 1.44,1.41, 1.41 1.44, 1.44, 1.42, 1.42
y 1.60, 1.52 1.61, 1.53
5 0.88-0.81 0.90-0.78
Asp NH 8.20, 8.14 8.20, 8.14
o 4.51,4.49 4.51,4.49
B 2.65,2.64,2.44,2.41 2.65,2.64,2.44,2.41
Phe NH 7.65 7.65
o 4.52 4.52
B 2.96,2.79 2.96,2.79
Ar 721-7.13 721711
Pro o 4.42,4.14 4.42,4.14
B 2.16,1.99, 1.82, 1.79 2.16,1.99, 1.82, 1.79
y 1.90, 1.90, 1.80, 1.80 1.90, 1.90, 1.81, 1.81
5 3.63-3.53,3.45 3.63-3.54, 3.46
Glu NH 8.32, 8.07 8.32, 8.08
o 4.48,4.47 4.48,4.47
B 1.89, 1.87, 1.73, 1.67 1.89, 1.88, 1.74, 1.67
y 2.35,2.35,2.31,2.31 2.35,2.35,2.31,2231
Thr NH 7.85 7.86
o 4.40 4.41
B 4.05 4.05
y 1.07 1.07
GIeN 1 436 437
2 3.68 3.66
3 3.58 3.58
NH 8.02 8.00
Fuc 1 4.80 4.80
2 337 337
3 351 3.52
4 3.43 3.45
5 4.67 4.65
6 0.97 0.98
Gal 1 433 428
2 333 3.42
3 3.76 3.13
GaIN 1 4.70 4.70
2 4.08 4.08
3 3.56 3.56
4 3.80 3.80
6 3.85, 3.45 3.85, 3.45
NH 6.84 6.84
Gal' 1 4.19 4.19
2 3.28 3.30
3 3.58 3.58
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Tabelle 3.3: Chemische Verschiebungen & (in ppm) der > C-Signale fiir die Glycopeptide 120 und 124.

C 120 124
Tyr o 54.50, 54.25 54.50, 54.27
B 36.84,36.73 36.82,36.73
Ar-1 128.33, 127.77 128.34, 127.77
Ar-2,6 130.32, 130.28 130.32, 130.28
Ar-3,5 115.08, 115.02 115.08, 115.02
Ar-4 155.95, 155.90 155.96, 155.91
Leu o 51.05,49.85/49.77 / 48.79 51.05,49.77/ 48.79
B 40.99, 40.52 40.98 / 40.92, 40.52
y 24.27,24.17 24.28,24.16
8 23.36,23.28,22.01,21.73 23.37,23.28,22.01,21.73
Asp o 49.85/49.77 / 48.79 49.77/ 48.79
B 36.17, 36.06 36.15, 36.07
y 172.30, 172.05 172.30, 172.05
Phe o 53.45 53.44
B 37.75 37.75
Ar-1 137.44 137.45
Ar-2,6/Ar-3,5 129.54, 128.18 129.55, 128.18
Ar-4 126.45 126.44
Pro o 59.25, 58.56 59.23, 58.56
B 29.15,28.62 29.14,28.63
y 24.79,24.57 24.79,24.57
5 47.02, 46.48 47.03,46.48
COOH 173.52 173.53
Glu o 51.78,49.85/49.77 / 48.79 51.77,49.77/ 48.79
B 28.30,26.31 28.32,26.36
y 30.31,29.67 30.32,29.67
8 174.47, 174.23 174.47,174.23
Thr o 56.09 56.09
B 76.00 76.02
y 18.80 18.81
GIcN 1 100.92 100.95
2 55.21 55.26
3 75.86 75.94
Fuc 1 99.06 99.15
2 68.51 68.47
3 69.66 69.60
4 71.86 71.78
5 65.94 66.03
6 16.64 16.62
Gal 1 102.52 102.19
2 75.62 70.86
3 76.49 82.14
GalN 1 98.98 98.99
2 47.95 47.94
3 78.08 78.07
4 68.51 68.47
6 69.38 69.44
Gal' 1 104.79 104.79
2 70.98 70.98
3 68.51 68.47
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4 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, Glycopeptide mit einer Partialsequenz aus der N-terminalen
Domine des natiirlichen Selektinliganden PSGL-1 zu synthetisieren, welche das Potential
besitzen, unerwiinschte selektinvermittelte Zelladhdsionsprozesse moglichst effizient
kompetitiv zu inhibieren. Auf diesem Wege sollten sich entsprechende chronisch
entziindliche Krankheiten wie rheumatoide Arthritis behandeln und bestimmte akut
eintretende schwere Schidigungen von gesundem Gewebe sowie die Metastasenbildung

maligner Tumore einschranken bzw. idealerweise vollstindig unterdriicken lassen.

Der gewidhlte Ausschnitt aus dem P-Selektin-Glycoprotein-Liganden-1 (PSGL-1) reicht
von Tyr48 am N-Terminus bis Pro” am C-Terminus (Abb. 4.1) und umfasst somit
samtliche Aminosdurereste der Sequenz, die fiir das Auftreten einer hochaffinen Rezeptor-

bindung erforderlich sind.

W sV dVesty g
Y \©\ \© \(|300H COOH

115 R=H
120 R-=Ho OHo HOOC Ho _OH OH 124 R-=  |o0c HO OH OH
AcHN Q7 © 0
HO °
HO AcHN AcHN
Q7 oH
OH
HO™ 4o _oH HO OH
0
AcHN| AcHN|

Abb. 4.1: Die Partialsequenz 48-59 aus dem P-Selektin-Glycoprotein-Liganden-1 (PSGL-1) sowie die davon
abgeleiteten synthetisierten Glycopeptide 120 und 124.

Dabei ist die Hydroxylfunktion der Seitenkette von Thr’’ in den hergestellten Glyco-
peptiden 120 und 124 mit einem O-Glycan modifiziert, welches einerseits das in
natiirlichen Selektinliganden hdufig vorkommende Tetrasaccharid Sialyl-Lewis® bzw. ein
Mimetikum desselben enthédlt und andererseits die fiir Mucine typische Form der
Anbindung an das peptidische Riickgrat liber eine N-Acetyl-o-D-galactosamineinheit

aufweist.
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Zum Aufbau der angestrebten komplexen Glycopeptidstrukturen wurde zunidchst eine
Strategie flir die Synthese des an die Hydroxylaminosdure gebundenen Hexasaccharids
ausgearbeitet. Diese sollte allein auf chemischen Methoden basieren und die parallele
Herstellung potentieller Mimetika ermoglichen. Besondere Bedeutung bei der Planung der
Synthese kam der Wahl eines geeigneten Schutzgruppenmusters zu. So wurden sowohl
der Einsatz des tert-Butyldiphenylsilyl(TBDPS)-Rests als auch die Verwendung des
Allyl(All)-Rests zum Schutz der anomeren Hydroxylgruppe der Glucosamineinheit
hinsichtlich ihrer ZweckmaiBigkeit gepriift, wihrend die Aminofunktion dieses zentralen
Bausteins als Carbamat blockiert wurde. Zur Erzeugung potentieller Sialyl-Lewis"-
Mimetika wurde L-Fucose durch D-Arabinose und N-Acetyl-D-neuraminsdure durch
(8)-Cyclohexylmilchséure ersetzt.

Bei dem entwickelten konvergenten Synthesekonzept wird zunédchst das Glucosamin-
derivat 7 bzw. 14 fucosyliert bzw. arabinosyliert (Schema 4.1), wobei im Falle der
Arabinosylierung des Allylglucosids 14 zum Erreichen einer zufriedenstellenden Ausbeute

das als Glycosyldonor fungierende Bromid separat hergestellt werden muss.

Ph/TOO o
R0 o Ph/%%& CuBr,, "Bu,NBr, MS 4A, CH,Cl,/DMF (1:1) 0 OR
+ .
P\Z‘F)B” HOA—OR" oo, fur R = H und R = AL RZ=07 o
BnoCBN rocl 1) 24 + Br,, CH,Cl,, 0 °C OBn "
19 R = CH, 7 R'= TBDPS 2) 13,1"5BuéNBréMS 4A, CH,CI,/DMF (1:1) BnO
_ . -15 °C—Raumtemp.
24 R=H 14 R = All P 44 R=CH, R =TBDPS 79%
45 R=CH, R' = All 76 %
48 R=H, R'=TBDPS 51%
49 R=H, R'=Al 59 %
AcO _-OBn OBn
O o)
AcO — oO OR' 1) Et,SiH, TfOH, MS 4A, CH,Cl,, - 78 °C
R0 TrocHN 2) 31, TMSOTf, MS 4A, CH,Cl,
OBn -30 °C—- 20 °C (R = CH,, R'= TBDPS); - 30 °C (R = CH;, R' = All)
BnOBn -40°C—>-20°C(R=H, R'=TBDPS);-30°C(R=H, R'=Al)
OBn
53 R=CH, R'=TBDPS 49% A%Q
54 R=CHy R = All 75 % AcO 2
60 R=H, R'=TBDPS 18 % AcO
61 R=H, R'=Al 67 % O\[(CCI3
31

NH

Schema 4.1: Die Synthesen der Trisaccharide 53, 54, 60 und 61.

Nach regioselektiver Offnung des Benzylidenacetals in den Disacchariden 44, 45, 48
und 49 erfolgt die Galactosylierung der allgemein schwer zuginglichen 4-Position des
Glucosamins, welche unter Verwendung des Trichloracetimidats 31 als Glycosyldonor
gelingt. Aus sterischen Griinden werden dabei fiir die Allylglucoside 54 und 61
grundsitzlich deutlich hohere Ausbeuten als fiir die entsprechenden Silylglucoside 53

und 60 erreicht. Bei den arabinosylierten Bausteinen 60 und 61 miissen allerdings in
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beiden Fillen, wie auch bei einer Vielzahl der anderen Reaktionsschritte, erhebliche
Ausbeuteeinbulen infolge der Siurelabilitit der arabinosidischen Bindung in Kauf
genommen werden.

Fiir das Fucosederivat 54 wurde zudem auf dieser Stufe der Beweis erbracht, dass das in
hoher Ausbeute zu erhaltende Allylglucosid 54 in das entsprechende Silylglucosid 53
iberfiithrt werden kann (Schema 4.2).

AcO _OBn OBn AcO _0OBn OBn
0 o 1) ([I(COD)(PMePh,),]PF¢ + H,), THF o o
AcO ~ o5 o 2) NaHCO3, H,0, I, THF, 0 °C—Raumtemp. AcO - 05 OTBDPS

Cf C

o TrocHN N 3) TBDPSCI, DIPEA, DMAP, CH,Cl,, Riickfluss o TrocHN

OBn OBn
Bno BN Bno B"
54 53

65 %

Schema 4.2: Die Umwandlung des Allylglucosids 54 in das Silylglucosid 53.

So erhilt man nach Isomerisierung des Allylsubstituenten, Abspaltung des resultierenden
Prop-1-enylrests und anomerer Silylierung das TBDPS-geschiitzte Trisaccharid 53 in einer
Ausbeute von 65 %.

Aus den beiden Silylglucosiden 53 und 60 lassen sich — im Anschluss an die
Deacetylierung — die entsprechenden vollstindig blockierten Tetrasaccharide 69 und 73

unter Einsatz des Xanthogenats 36 der Sialinsdure herstellen (Schema 4.3).

AcO _OBn OBn

0
0 -
Aco&/o&/mwps 1) NaOMe, MeOH (pH = 8.5)
AcO TrocHN 2) 36, AgOTF, MeSBr in CI(CHy),Cl, MS 4A, CH,CN/CH,Cl (2:1)
R7ZLZ oBn -50°C—= - 25 °C
OBn OAC
BnO AcO OAc COOMe
53 R = CH, NS 07 S OFEt
60 R=H Pooe \lsf
36

OA%I\A/I::%OOC HO _OBn OBn

MeOOC OBn
N N R B RN
N - : O O O
AcHN Q7 © Ogé&/omops AcHN AcO Ho @ OTBDPS
AcO AcO TrocHN R~/ 0O JochiN
R Q OBn o8n
OBn 8"

BnO BnO
69 R=CH; 60% 68 R=CHj,
73 R=H 10 % 72 R=H

Schema 4.3: Die Synthesen des Sialyl-Lewis™-Derivats 69 und des Arabino-Sialyl-Lewis"-Derivats 73.

Hingegen konnen die Allylglucoside 54 und 61 nach vollstindiger Deacetylierung und

anschlieBender Bildung der entsprechenden Stannylenacetale durch Reaktion mit dem
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(R)-Cyclohexylmilchsduretriflat 42 in die Sialyl-Lewis*-Mimetika 75 und 79 tberfiihrt
werden (Schema 4.4).

AcO -OBn OBn MeOOC HO OBn OBn
o)
0 _
AcO - OO OAll 1) NaOMe, MeOH (pH = 8.5) OAII
o o TrooHN 2) "Bu,Sn0, MeOH, Riickfluss TfOCHN
OBn 3) 42, CsF, DME OBn
Bno BN COOMe
54 R=CH, W NOTE 75 R=CH, 63%
61 R=H 79 R=H 55%
42

Schema 4.4: Die Synthesen der Sialyl-Lewis™-Mimetika 75 und 79.

Aus Zeitgriinden wurden im Rahmen dieser Arbeit exemplarisch nur die beiden erhaltenen
fucosylierten Bausteine 69 und 75 weiter zu den Glycosylaminosdure-Derivaten umgesetzt,
wiahrend auf die Herstellung der entsprechenden arabinosylierten Strukturen verzichtet
wurde. Prinzipiell sollten sich diese jedoch auf analoge Weise aufbauen lassen.

Zunichst werden das Tetrasaccharid 69 und das ,,Pseudotetrasaccharid® 75 in die reaktiven
Trichloracetimidate 71 und 78 iiberfiihrt (Schema 4.5), welche spéter mit dem Disaccharid-

Threonin-Konjugat 99 zur Reaktion gebracht werden sollen.

OAc MeOOC Aco _OBn OB
AcO OAc § o "
= 0 (e} 1) TBAF, AcOH, THF, 0 °C—Raumtemp.
AcHN /L Ogég/omops ) i

AcO AcO TrocHN 2) CI;CCN, DBU, MS 4A, CH,Cl,, 0 °C—Raumtemp.
ﬁ&iosn
OBn

BnO

OAc MeOOC AcoO OBn

69
m\ &/ &p CCI3
AcO TrocHN
OBn

4l

35 %

1) Ac,O, DMAP, Pyridin

HO _OBn AcO _-OBn
MeOOG o OBn 2) ([I(COD)(PMePh,),]PF, + Hy), THF MeOOC
o O/é&/OAII 3) NaHCO3, H,0, I, THF, 0 °C— Raumtemp. /éﬂ
HO  §ochN 4) CI4CCN, DBU, CH,Cl, TrocHN/
0 cc|3
OBn OBn
OBn

46 %

Schema 4.5: Die Synthesen der Trichloracetimidate 71 und 78.

Zu dessen Synthese wurden in dieser Arbeit zwei der gingigen Glycosylierungsmethoden

gepriift (Schema 4.6): Im ersten Fall wurde der in 2-Stellung Azido-substituierte Glycosyl-



ZUSAMMENFASSUNG 135

akzeptor 89 mit dem Trichloracetimidat 95 zum Disaccharid-Threonin-Konjugat 96
umgesetzt, bevor die Azido- zur Acetamidofunktion reduziert wurde. Im zweiten Fall
wurde dagegen zundchst die Umwandlung des Azids 87 in das Acetamid 92

vorgenommen, welches dann mit dem Bromid 83 unter Bildung des Disaccharid-Threonin-

Konjugats 98 zur Reaktion gebracht wurde.

AcO OAc
(0]
AcO
AcOy_ ccl,
Ph o5 hig Ph
d N 0
O (0]
AcO OAc 1) NaOMe, MeOH (0] 95, TMSOTf, MS 3A, CI(CH,),CI AcO OAc (0]
o) (pH = 8.0-8.5) fo) - 18 °C—Raumtemp. fe) 0
AcO 3 2) PhGH(OMe), HO 3 Acogﬁco o =
o p-TSOH, CH;CN o Y
OB OBl OB
FmocHN\'/;( . FmocHN:g/ Y FmocHNK‘/ Y
O (0] (6]
87 89 96
67 % 59 %
Zn
AcO OAG 66 % | ACOH/AC,O/THF
o (1:2:3)
AcO
AcO,
Ph Br Ph
- > -
(0] (0]
(o] 83, Hg(CN),, MS 4A AcO OAc (o]
1) Zn, AcOH/AC,O/THF (1:2:3) o CH,CL/CH,NO, (2:3) o o
HO AcO O
2) NaOMe, MeOH (pH = 8.0-8.5) pery 71% o AN
3) PhCH(OMe),, p-TsOH, CH,CN o o
1 {
FmocHN OBu FmocHN OBu
(0] O
92 98

64 %

80%ige AcOH, 80 °C

AcO _OAc HO OH

Q Q
AcO (0]
AcO AcHN

(0]

1]
B
FmocHN OBu

o
99

81 %

Schema 4.6: Die Synthesen des Disaccharid-Threonin-Konjugats 99.

Die Gesamtausbeute, welche bei letzterem Vorgehen erreicht wird, ist der bei Anwendung
der ersten Methode zu erzielenden Ausbeute geringfiigig liberlegen, allerdings bleibt zu
bedenken, dass sich im ersten Fall der Einsatz von Quecksilber(Il)-cyanid vermeiden lésst.

Die Spaltung des Benzylidenacetals liefert schlieBlich den gewtiinschten Baustein 99.
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Dieser wird im Folgenden mit den Trichloracetimidaten 71 und 78 zu den angestrebten
Oligosaccharid-Threonin-Konjugaten 100 und 107 umgesetzt (Schema 4.7), wobei die
Reaktionen insgesamt zu einem unerwarteten Ergebnis fithren: Wéhrend die gewiinschten
Verbindungen 100 und 107 zwar erhalten werden — im Falle des Mimetikums 107 zudem
in einer fiir die anspruchsvolle Glycosylierung durchaus zufriedenstellenden Ausbeute —,
entsteht bei beiden Umsetzungen in hohem Malle auch das jeweilige Regioisomer, das

iiber die 4-Position des Galactosamins verkniipfte Glycosylierungsprodukt 101 bzw. 108.

Sia
OAc MeOOC
AcO. OAc
AcHN o7
o Acoé o8n OBn ACOE Ohe HOE o I/ll\észt(/)&TféH cl
) 2v12
Cyolo ®‘O 2 Oﬁwo CClI AcO 2 0 X 407C= N
o] 3t
MeOOC AcO TrocHN \"/ AcO AcHN 5
$ Q/ oBn NH o
BnoOBn FmocHN u
o
71 R =Sia 99
78 R = Cyclo
AcO _OBn OBn AcO _-OBn OBn
RON_0 0 RO o Q
o] 0 Ao O 0
AcO TrocHN C TrocHN
OBn + Q OBn I —
OBn OBn
BnO™Aco _OAc HO BnO™"Aco _OAC OH
(e} (e} (o} o
AcO (o} AcO (e}
AcO AcHNO AcO AcHNO
1} 1}
FmocHN OBu FmocHN OBu
(o} (e}
100 R = Sia 23 % 101 R=Sia 59 %

107 R=Cyclo 55 % 108 R=Cyclo 33 %

Schema 4.7: Die Glycosylierungen unter Bildung der (,, Pseudo “-)Hexasaccharid-Threonin-Konjugate 100
und 101 sowie 107 und 108.

Entsprechende Schutzgruppenmanipulationen an den gewlinschten in 6-Stellung
substituierten Galactosaminderivaten 100 und 107 liefern schlieflich die Glycosyl-
aminosduren 106 und 112 (Schema 4.8), die direkt in die Glycopeptidsynthesen an der
festen Phase eingebracht werden konnen. An dieser Stelle sei bemerkt, dass sich die im
Falle des sialylierten Bausteins 106 geringe Ausbeute in Zukunft noch deutlich steigern
lassen sollte, da nun die besonderen Probleme der einzelnen Deblockierungen und
Blockierungen bekannt sind und die verschiedenen Reaktionsschritte bereits optimiert

werden konnten.
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AcO -OBn OBn 1) Zn, ACOH AcO ~OAc OAc
RO 0 o o 2) Ac,0, Pyridin RO 0 o o
0o o 3) H,, PA(OH),/C (15-20 %), o 0
o TrocHN MeOH/AcOH/H,0 (50.0:5.0:0.3) o AcHN
& OBn 4) FmocOSu, DIPEA, CH,Cl, (pH = 9.0-9.5) A OAc
n P C
BnO OAc 5) Ac,0O, Pyridin AcO OAG
AcQ HO 6) TEA/CH,CI, (1:2), Et,SiH AcO AcO
o) o) Q o
AcO (0] AcO O
AcO AcHNo AcO ACHNO
B H
FmocHN OBu FmocHN ©
o) o
100 R = Sia 106 R=Sia 16 %
107 R =Cyclo 112 R=Cyclo 83 %

Schema 4.8: Die Synthesen der Glycosylaminosdure-Bausteine 106 und 112.

Die Glycopeptid-Festphasensynthesen nach der Fmoc-Strategie unter Verwendung
eines 2-Chlortritylankersystems ergeben zuletzt — nach anschlieender vollstindiger
Deblockierung — die angestrebten Glycopeptide 120 und 124 in einer Gesamtausbeute von

15 % bzw. 22 % (Abb. 4.2).

OH HOOC Ho OH
HO OH oH
AcHNL7L é&
HO AcHN
HO OH

& (L CHE KEQNL LK,
TN 0 T e

120

15 % (bezogen auf den Glycosylaminosaure-Baustein 106)

HoOC HO OH OH

i

TS T T
YO0 T e e

124

22 % (bezogen auf die Startaminosaure am Harz)

Abb. 4.2: Die synthetisierten Glycopeptide 120 und 124.
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Die zum Vergleich aufgebaute unglycosylierte Aminosduresequenz 115 kann nahezu

quantitativ erhalten werden (Schema 4.3).

1?; O O, Lﬁcw Lot
Y \©\ \© \COOH COOH

115

100 % (bezogen auf die Startaminos@ure am Harz)

Abb. 4.3: Die unglycosylierte Aminosduresequenz 115.

Als Ergebnis dieser Arbeit liegen damit — neben dem entwickelten Konzept zur Synthese
der komplexen Glycosylaminosdure-Bausteine im Gramm-Malstab — zwei Glycopeptid-
strukturen mit einer Partialsequenz aus der N-terminalen Doméne des PSGL-1 vor, welche
prinzipiell als kompetitive Inhibitoren unerwiinschter selektinvermittelter Zelladhdsions-
phinomene fungieren konnten. Thr tatsdchliches Potential als Liganden der Selektine kann
nun in biologischen Tests gepriift werden. Zudem sind fiir die nahe Zukunft eine
enzymatische Sulfatierung der in der Aminosduresequenz enthaltenen Tyrosinreste sowie
die Untersuchung der resultierenden Strukturen hinsichtlich ihrer Affinitdten zu den
Selektinen geplant.

Dadurch sollten sich wesentliche Struktur-Wirkungs-Beziehungen ableiten und die
Bedeutung der Sulfatreste fiir die Wechselwirkungen mit den einzelnen Selektinen genauer
ermitteln lassen. Grundsiétzlich wére eine Adhdsion der synthetisierten Glycopeptide in
unsulfatierter Form an E-Selektin moglich, wihrend die entsprechenden sulfatierten

Verbindungen als P-Selektin-Liganden wirksam sein konnten.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Allgemeines und Messger:iite

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Reaktionen bei Raumtemperatur und unter
Riihren durchgefiihrt.
Alle Destillationen ,,i. Vak.” bzw. ,,i. Hochvak.® wurden — soweit nicht anders vermerkt —
bei 40 °C ausgefiihrt.
Im Anschluss an die flashchromatographische Reinigung wurden die erhaltenen Rein-

substanzen stets einmal mit Dichlormethan kodestilliert und im Hochvakuum getrocknet.

Losungsmittel:

Sofern nicht anders angegeben, wurden fiir jede Reaktion Losungsmittel des Reinheits-
grades pro analysi (p.a.) eingesetzt.

Absolutes N,N-Dimethylformamid wurde in durch Septen verschlossenen Flaschen iiber
Molekularsieb von der Firma Fluka, Buchs (Schweiz) bezogen.

Acetonitril, 1,2-Dichlorethan, Dichlormethan, 1,2-Dimethoxyethan und Nitromethan
wurden — soweit erforderlich — iiber Calciumhydrid getrocknet und direkt vor dem
Gebrauch destilliert.

Absoluter Diethylether, absolutes Tetrahydrofuran und absolutes Toluol wurden durch

Trocknung iiber Natrium / Benzophenon erhalten und ebenfalls frisch destilliert.

Molekularsieb:

Bei allen Reaktionen, die in Gegenwart von Molekularsieb durchgefiihrt wurden, wurde
— soweit nicht anders angegeben — kugelformiges Molekularsieb mit einer Korngro3e von
1-2 mm und einer PorengroBe von 4 A der Firma Alfa Aesar, Karlsruhe (Deutschland)
verwendet. Dieses wurde direkt vor dem Einsatz im Reaktionskolben mehrere Stunden im

Hochvakuum mit Hilfe eines Quarzstrahlers ausgeheizt.

Diinnschichtchromatographie:

Fiir die diinnschichtchromatographische Reaktionskontrolle wurden mit Kieselgel 60 Fas4
beschichtete Aluminiumfertigplatten der Firma Merck, Darmstadt (Deutschland) ver-
wendet. In einigen wenigen Féllen wurden zur besseren Trennung von Substanzen sehr
dhnlicher Polaritdt entsprechende DC-Platten der Firma Merck eingesetzt, die mit einer
Konzentrierungszone versehen sind. Dies ist gegebenenfalls bei der nachfolgenden

Beschreibung der einzelnen Synthesen gesondert vermerkt. Bei besonders polaren
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Verbindungen wurden teilweise RP-18 Fjsq4s-Platten der Firma Merck benutzt. Auch dies
ist an den entsprechenden Stellen angegeben.
Die Detektion erfolgte mit Hilfe von UV-Licht der Wellenldnge 254 nm und den folgenden
drei Anfarbereagenzien:
° ,Zucker-Reagenz*
(Mischung aus 1 M ethanolischer Schwefelsdure und 0.2%iger ethanolischer
3-Methoxyphenol-Losung im Volumenverhiltnis 1:1);
° ,»Seebach-Reagenz*
(Losung von 1.0 g Cer(IV)-sulfat-Tetrahydrat und 2.5 g Molybdatophosphorsiure in
einer Mischung aus 94 ml Wasser und 6 ml konz. Schwefelsdure);
° ,,Ninhydrin-Reagenz*
(Losung von 1.5 g Ninhydrin in einer Mischung aus 500 ml Methanol und 15 ml
Essigsdure).
Die Entwicklung der Chromatogramme erfolgte jeweils durch Warmeeinwirkung mittels

eines HeiB3luftfons.

Flashchromatographie:

Fiir die Flashchromatographie wurde als Sdulenmaterial Kieselgel mit einer Korngréf3e von
32-63 um der Firma MP Biomedicals, Irvine (USA; in Deutschland: Eschwege) bzw.
Kieselgel mit einer Korngréfle von 35-70 um der Firma Acros Organics, Geel (Belgien)
verwendet.

Die Zusammensetzungen der eingesetzten Losungsmittelgemische sind bei den einzelnen

Verbindungen vermerkt und stets in Volumenverhéltnissen angegeben.

Schmelzpunkte:
Schmelzpunkte wurden mit einer Schmelzpunktapparatur nach Dr. Tottoli der Firma

Biichi, Flawil (Schweiz) gemessen und sind unkorrigiert.

Spezifische Drehwerte:

Spezifische Drehwerte wurden mit einem Polarimeter 241 der Firma PerkinElmer,
Wellesley (USA) bei den Wellenlédngen 578 nm und 546 nm (Quecksilberdampflampe) mit
einer 1 dm langen Polarimeterzelle gemessen und auf die Natrium-D-Linie (A = 589 nm)
extrapoliert.

Das verwendete Losungsmittel, die Konzentration der vermessenen Losung in g/100ml
sowie die Messtemperatur sind bei den einzelnen Verbindungen aufgefiihrt, die Einheiten

werden entsprechend der allgemeinen Konvention nicht angegeben.
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NMR-Spektroskopie:

Die NMR-Spektren wurden an den folgenden Gerdten der Firma Bruker, Billerica (USA;
in Deutschland: Ettlingen) bei Raumtemperatur aufgenommen:

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

o 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

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

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

Die chemischen Verschiebungen 6 relativ zu dem Signal fiir den Standard Tetramethyl-
silan werden dabei durch das Signal des deuterierten Losungsmittels bestimmt und sind
in ppm verzeichnet.

Die jeweils durchgefiihrten NMR-Experimente sowie die verwendeten Losungsmittel sind
bei den einzelnen Verbindungen genannt.

Zur Angabe der Multiplizitét der Signale werden folgende Abkiirzungen verwendet:

s — Singulett; d — Dublett; dd — Dublett vom Dublett; ddd — Dublett vom Dublett vom
Dublett; dq — Dublett vom Quartett; dt — Dublett vom Triplett; t — Triplett; " — Pseudo-
triplett (zum Triplett zusammengefallenes Dublett vom Dublett); tdd — Triplett vom
Dublett vom Dublett; q — Quartett; q* — Pseudoquartett (zum Quartett zusammengefallenes
Dublett vom Dublett vom Dublett); m — Multiplett; m. — zentriertes Multiplett.

Der Index ,,,« zeigt an, dass es sich um ein verbreitertes Signal handelt.

Bei ,,Pseudotripletts und ,,Pseudoquartetts”, die dadurch zustande kommen, dass ein
Proton zu zwei bzw. drei chemisch sowie magnetisch nicht &dquivalenten Kernen
Kopplungen sehr dhnlicher GroBe aufweist, kann der fiir die jeweiligen Kopplungs-
konstanten angegebene Wert nur als ungefahr angesehen werden und wird demnach auch
entsprechend aufgefiihrt (,, = ““). Beim jeweiligen Vergleich mit dem der entsprechenden
Kopplungskonstante, die anhand des Signals des dazugehorenden zweiten Kerns ermittelt
wird, ldsst sich teilweise eine leichte Abweichung feststellen. Solche Differenzen, die
mitunter auch bei ,,normalen* Signalen entgegen der Theorie zu beobachten sind, lassen
sich durch die nicht immer perfekt symmetrische Form der Peaks erkldren. Diese
Abweichungen von der Symmetrie treten insbesondere bei zusammenfallenden und
iberlagerten Signalen in Erscheinung und fiithren zu geringfiigig verfdlschten Werten der
zugehorigen Kopplungskonstanten. Des Weiteren griinden sich die zu beobachtenden
geringen Unterschiede zwischen Kopplungskonstanten, die der Theorie nach identisch sein
sollten, hdufig in der begrenzten digitalen Auflosung des Spektrometers. Bei den

verwendeten Geréten liegt diese Grenze bei etwa 0.368 Hz.
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Lasst sich die Lage eines Signals fiir ein bestimmtes Proton innerhalb eines Multipletts
anhand der zweidimensionalen Experimente oder auch bereits aufgrund des Aufspaltungs-
musters genauer ermitteln, so ist die entsprechende chemische Verschiebung in
geschweiften Klammern { } hinter der jeweiligen Zuordnung angegeben. Dort werden
auBlerdem — sofern erkennbar — die Multiplizitdt des Signals sowie gegebenenfalls die
entsprechende(n) Kopplungskonstante(n) aufgefiihrt.

Bei der Zuordnung der 'H- und "*C-Signale werden folgende Abkiirzungen zur Kenn-

zeichnung der verschiedenen Bausteine benutzt:

GlcN D-Glucosamin

Fuc L-Fucose

Ara D-Arabinose

Gal D-Galactose (an D-Glucosamin gekniipft)
Sia Sialinsdure; N-Acetyl-D-neuraminsiure

Cyclo Cyclohexanring der Cyclohexylmilchsdure

GalN D-Galactosamin
Gal' D-Galactose (an D-Galactosamin gekniipft)
Thr L-Threonin

Die Benennung der iibrigen Aminosiure-Bausteine sowie die Bezeichnungen der 'H- und
BC-Signale folgen der [IUPAC-Empfehlung von 1983.°°"! Tritt die gleiche Aminosiure
innerhalb der Peptidsequenz mehrfach auf, so wird eine willkiirliche Nummerierung
vorgenommen. Sie dient lediglich der Kennzeichnung der Zugehdrigkeit der einzelnen
Signale zu einem Aminosdurerest, gibt jedoch nicht dessen Position im (Glyco-)Peptid

wieder. Diese ldsst sich anhand der aufgenommenen Spektren nicht ermitteln.

Massenspektrometrie:
. FD-Massenspektren wurden mit einem Finnigan-MAT-95-Gerdt der Firma

ThermoElectron, Boston (USA) aufgenommen.

e  ESI-Massenspektren wurden jeweils mit einem der beiden folgenden Spektrometer
gemessen:

Gerdt I: Navigator-Instrument der Firma ThermoElectron, Boston (USA) bei
Verwendung von Acetonitril als Losungsmittel, einer Probenkonzentration
von 0.1 mg/ml, einer Flussrate von 0.75 ml/min, einer Cone-Voltage von
70 V, 45V oder 35 V und einem N,-Strom von 300 1/h.

Gerdt 2: Micromass-Q-TOF-Ultima-3-Spektrometer der Firma Waters, Milford
(USA) bei Verwendung von Acetonitril und/oder Wasser als Losungsmittel
(evtl. Zusatz von 0.1 % TFA), einer Probenkonzentration von 0.1 mg/ml,

einer Flussrate von 5 pl/min und einer Cone-Voltage von 70 V.
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Hochaufgeloste ESI-Massenspektren (HR-ESI) wurden mit dem Gerdt 2 auf-
genommen, wobei zur Kalibrierung eine Losung von 400 mg Natriumiodid und
10 mg Cisiumiodid in 400 ml eines Wasser-Isopropanol-Gemischs (V:V =1:1)
eingesetzt wurde.
Von Seiten des Geréteherstellers wird eine Genauigkeit von mindestens 5 ppm fiir
den Quotienten aus dem Differenzbetrag von gemessener und berechneter
Molekiilmasse und der berechneten Masse garantiert.
Die bei den Spektren angegebenen Werte der gemessenen und der berechneten
Molekiilmassen beziehen sich auf die neutralen Molekiile, obgleich die
entsprechenden Kationen aufgefiihrt werden. Das Gerit ist allerdings so kalibriert,
dass die Masse des Elektrons von 0.000549 u beriicksichtigt wird.
Die bei den Summenformeln in runden Klammern vermerkten Molmassen beriicksichtigen
die natiirliche Isotopenverteilung, die bei den Massenspektren angegebenen Molekiil-
massen hingegen stiitzen sich auf die Massen der reinen Isotope lH, 12C, 35Cl, PR , 39K, 14N,
»Na, '°0 und **S.
Bei sdmtlichen Verbindungen wird zur Vereinfachung lediglich ein — in der Regel der
jeweils erste — Isotopenpeak bei der Interpretation der Massenspektren aufgefiihrt. An
dieser Stelle sei jedoch darauf hingewiesen, dass in allen Féllen das zu erwartende

Isotopenmuster zu beobachten ist.

Elementaranalysen:
Elementaranalysen wurden im Mikroanalytischen Labor des Instituts fiir Organische

Chemie der Johannes Gutenberg-Universitit Mainz durchgefiihrt.

(Glyco-)Peptid-Festphasensynthesen:

Die Synthesen der (Glyco-)Peptide an der festen Phase erfolgten mit einem ABI-433A-
Peptidsynthesizer der Firma Applied Biosystems, Foster City (USA; in Deutschland:
Weiterstadt). Zur Verfolgung der Fmoc-Abspaltung kam dabei ein Series-200-UV/VIS-
Detektor der Firma PerkinElmer, Wellesley (USA) zum Einsatz. Der in allen Féllen
verwendete polymere Tréger, ein mit einem 2-Chlortritylanker versehenes Polystyrol-Harz,
wurde von der Firma Rapp Polymere, Tiibingen (Deutschland) bezogen, wihrend die
eingesetzten Fmoc-geschiitzten Aminosduren sowie die Kupplungsreagenzien von der
Firma Novabiochem, Laufelfingen (Schweiz) stammten. N-Methylpyrrolidin-2-on wurde
von der Firma SDS, Peypin (Frankreich) und N,N-Dimethylformamid von der Firma Acros

Organics, Geel (Belgien) erworben.
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Analytische RP-HPLC:

Fiir die Durchfiihrung von analytischer RP-HPLC bediente man sich einer MaxiStar-
K1000-Gradientenpumpe, eines Vierkanal-Entgasers, einer analytischen Mischkammer
sowie eines Diodenarraydetektors DAD2062 der Firma Knauer, Berlin (Deutschland).

Die analytischen Trennungen wurden bei einer Flussrate von 1 ml/min und unter
Verwendung von Wasser-Acetonitril-Gemischen als Eluenten bewerkstelligt. In einigen
Féllen wurden dem Laufmittel dabei 0.1 % Trifluoressigsdure zugesetzt. Vor dem
Gebrauch wurden die Losungsmittel etwa 20 min im Ultraschallbad entgast. Das
eingesetzte Wasser wurde einem Simplicity-185-Wasseraufbereitungssystem der Firma
Millipore, Billerica (USA) entnommen, und das Acetonitril in HPLC-Qualitit wurde von
der Firma FisherScientific, Hampton (USA; in Deutschland: Schwerte) bezogen.

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

Fiir die durchgefiihrten analytischen Trennungen kamen die beiden folgenden Sédulen der

Firma Phenomenex, Torrance (USA; in Deutschland: Aschaffenburg) zum Einsatz:

Luna-1: Luna 5p C18 (2), 250 x 4.60 mm
Jupiter-1:  Jupiter 5u C18 (2), 300 A, 250 x 4.60 mm

Folgende Gradienten wurden verwendet:

Gradient Ana-1:

Gradient Ana-2:

Zeit / min | HO/% | CH3CN/ % Zeit / min | H;O/% | CH3CN /%
0 95 5 0 10 90
40 0 100 20 0 100
60 0 100 40 0 100
Gradient Ana-3: Gradient Ana-4:
Zeit/ min | HO/% | CH3CN/ % Zeit / min | H;O/% | CH3CN/ %
0 20 80 0 50 50
30 0 100 20 10 90
50 0 100 35 0 100
55 0 100
Gradient Ana-5: Gradient Ana-6: (+ 0.1 % TFA)
Zeit / min | HO/% | CH3CN /% Zeit / min | H;O/% | CH3CN/ %
0 25 75 0 50 50
20 10 90 40 0 100
40 0 100 60 0 100
60 0 100
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Gradient Ana-7: (+ 0.1 % TFA)

Gradient Ana-8: (+ 0.1 % TFA)

Zeit /min | H,O/% | CH3CN/ % Zeit/min | H,O/% | CH3CN/ %
0 90 10 0 95 5
40 0 100 40 0 100
60 0 100 60 0 100

Gradient Ana-9: (+ 0.1 % TFA)

Gradient Ana-10: (+ 0.1 % TFA)

Zeit/ min | H,O/ % | CH3;CN/ % Zeit /min | H,O/ % | CH3CN/ %
0 70 30 0 50 50
40 0 100 20 10 90
60 0 100 35 0 100
55 0 100

Priparative RP-HPLC:

Um RP-HPLC-Trennungen im préparativen Malstab durchzufiihren, wurden zwei
MiniStar-K500-Gradientenpumpen in Verbindung mit einer priparativen Mischkammer
sowie einem variablen Wellenlingendetektor der Firma Knauer, Berlin (Deutschland)
verwendet.

Die Flussrate bei préparativen Trennungen betrug 10 ml/min bzw. 20 ml/min, und die
Eluenten entsprachen denen der analytischen RP-HPLC.

Die Detektion erfolgte durch UV/VIS-Absorption bei einer Wellenlédnge von 214 nm.

Fiir die durchgefiihrten priaparativen Trennungen kam jeweils eine der folgenden Sdulen

der Firma Phenomenex, Torrance (USA; in Deutschland: Aschaffenburg) zum Einsatz:

Luna-2: Luna 10p C18 (2), 250 x 21.20 mm, Flussrate: 10 ml/min
Luna-3: Luna 10p C18 (2), 250 x 50.00 mm, Flussrate: 20 ml/min
Jupiter-2:  Jupiter Sp C18 (2), 300 A, 250 x 21.20 mm, Flussrate: 10 ml/min

Folgende Gradienten wurden verwendet:

Gradient Prip-1: Gradient Prip-2:

Zeit/min | HO/% | CH3CN/ % Zeit/ min | HO/% | CH;CN/ %
0 95 5 0 10 90
80 0 100 40 0 100
100 0 100 60 0 100
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Gradient Prap-3:

Gradient Prip-4: (+ 0.1 % TFA)

Zeit / min | H,O/% | CH3CN/ %
0 50 50
40 0 100
60 0 100

Gradient Prép-5: (+ 0.1 % TFA)

Zeit/ min | H,O/% | CH3CN/ %
0 90 10
80 0 100
100 0 100

Zeit /min | H,O/% | CH3CN/ %
0 70 30
80 0 100
100 0 100
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5.2  Die Synthesen der Monosaccharide und des Sialinsiure-

Mimetikums

5.2.1 Die Synthesen der Glucosamin-Bausteine

2-Desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-o.,3-D-glucopyranose (2)"**"

(a,B-GlcNTroc-OH) OH
HO O

HO OH
TrocHN

Unter kréftigem Rithren werden 100 g (464 mmol) o-D-Glucosamin-

Hydrochlorid (1) in 700 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung geldost und
innerhalb von 30 min tropfenweise mit 117 g (552 mmol, 1.2 Aquiv.) Chlorameisensiure-
2,2,2-trichlorethylester (2,2,2-Trichlorethoxycarbonylchlorid) versetzt. Man gibt weitere
200 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung hinzu und riihrt das Reaktionsgemisch
32 h bei Raumtemperatur. Der ausgefallene Feststoff wird abfiltriert und mit Wasser
gewaschen. Das Filtrat wird mit 1 M Salzséure neutralisiert und i. Vak. eingeengt, und der
ausgefallene Feststoff wird erneut abfiltriert. Diese Prozedur wird ein weiteres Mal
wiederholt. Die vereinigten Riickstinde werden zunéchst 3 d an der Luft, anschlieBend 7 d
1. Hochvak. {iber Phosphorpentoxid getrocknet und ohne Reinigung und Charakterisierung

der nachfolgenden Reaktion unterworfen.

Ausbeute: 139 g (392 mmol, 85 %); farbloser Feststoff; R,=0.50 bzw. 0.39 (EtOAc/EtOH,
10:1).
CyoH14CI3sNO7 (354.6)

1,3,4,6-Tetra-0O-acetyl-2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-o,3-D-gluco-

pyranose (3)"**" OAc
(o,B-AcsGlecNTroc-OAc) Ai\%oé&w OAc
TrocHN

Zu einer Losung von 20.0 g (56.4 mmol) a,B-GlcNTroc-OH (2) in 100 ml Pyridin gibt
man 50 ml Essigsdureanhydrid bei 0 °C langsam hinzu. Man riihrt das Reaktionsgemisch
17 h bei Raumtemp. und entfernt anschlieBend {iberschiissiges Essigsdureanhydrid sowie
Pyridin im Hochvakuum. Der Riickstand wird zweimal mit je 50 ml Toluol kodestilliert
und durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt,
wobei das Produkt — noch leicht verunreinigt — als Anomerengemisch erhalten wird

(a: = 8:1, mittels NMR-Spektroskopie bestimmt).
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Ausbeute: 30.8 g (quant., leicht verunreinigt), Lit.:**! 92 % bezogen auf a-D-Glucosamin-
Hydrochlorid; farbloser amorpher Feststoff; R,=0.65 (‘Hex/EtOAc, 2:3), R;=0.40
(‘Hex/EtOAc, 1:1), Ry=0.20 (‘Hex/EtOAc, 2:1).
Charakteristische NMR-Signale zur Bestimmung des Anomerenverhiltnisses:
300 MHz-"H-NMR (CDCl3): [§/ppm] = 6.20 (d, 1H, *Juimz = 3.7 Hz, H1-GIcN®), 5.71 (d,
1H, *Ju1m = 8.8 Hz, H1-GIcNP).
ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] = 543.8 ((M+Na]’, ber.: 544.0),

584.9 (IM+CH3CN+Na]", ber.: 585.1).
C17H2CI3NOy; (522.7)

3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-a,B-D-gluco-

pyranose (4)*" OAc
(o.,B-Ac3GlcNTroc-OH) A%%’oé&ww
TrocHN

Man 16st 30.7 g (max. 56.4 mmol) leicht verunreinigtes a,B-Ac3;GlcNTroc-OAc (3) in
300 ml N,N-Dimethylformamid und gibt 7.0 g (76.0 mmol, 1.3 Aquiv.) Hydrazinacetat in
einer Portion hinzu. Das Reaktionsgemisch wird 1 h bei Raumtemp. geriihrt und
anschlieend i. Hochvak. vom Lésungsmittel befreit. Den Riickstand nimmt man in 400 ml
Ethylacetat auf, wischt die Losung nacheinander mit 100 ml einer ges. Natriumchlorid-
Losung und 100 ml Wasser, extrahiert die vereinigten wassrigen Phasen zweimal mit je
100 ml Ethylacetat und trocknet die vereinigten organischen Phasen mit Magnesiumsulfat.
Das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt und der Riickstand durch Flashchromatographie an
Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 3:2) gereinigt.

Ausbeute: 20.0 g (41.6 mmol, 74 % bezogen auf 2, 63 % bezogen auf a-D-Glucosamin-
Hydrochlorid), Lit.:**! 83 %, 76 % bezogen auf a-D-Glucosamin-Hydrochlorid; farbloser
amorpher Feststoff; R,= 0.52 (‘Hex/EtOAc, 2:3), Ry= 0.18 (“Hex/EtOAc, 3:2).
ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] = 501.9 ((M+Na]’, ber.: 502.0),

542.9 (IM+CH3CN+Na]", ber.: 543.0).
Ci5H20C13NOy (480.7)
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tert-Butyldiphenylsilyl-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonyl-
amino)-B-D-glucopyranosid (5) OAc

(B-Ac3GlcNTroc-OTBDPS) AXQ@OTBDPS

TrocHN

Eine Losung von 19.98¢g (41.57 mmol) o,B-AcsGlcNTroc-OH (4) in 250 ml
N,N-Dimethylformamid wird mit 4.25g (62.43 mmol, 1.5 Aquiv.) Imidazol, 0.05g
(0.41 mmol, 0.01 Aquiv.) 4-Dimethylaminopyridin und 17.14 g (62.36 mmol, 1.5 Aquiv.)
tert-Butyldiphenylsilylchlorid versetzt. Man riihrt das Reaktionsgemisch bei Raumtemp.
5% d, wobei nach 14 h weitere 0.45 g (3.68 mmol, 0.09 Aquiv.) 4-Dimethylaminopyridin
zur Vervollstindigung der Reaktion zugegeben werden. AnschlieBend wird das
Losungsmittel i. Hochvak. entfernt und der Riickstand zweimal mit je 50 ml Toluol
kodestilliert. Das in Ethylacetat und Dichlormethan schwer lsliche Rohprodukt wird in
Methanol aufgenommen, auf Kieselgel aufgezogen und durch Flashchromatographie an
Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt.

Ausbeute: 29.48 g (41.00 mmol, 99 %); farbloser amorpher Feststoff; [a]? =+38

(c=1.00, CHCl3); R;=0.64 (‘Hex/EtOAc, 2:3), R;=0.38 (“Hex/EtOAc, 2:1), R;=0.62
(Tol/EtOH, 5:1).
400 MHz-'"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCl3): [&ppm] = 7.68-7.60 (m, 4H, Ha-Ph),
7.43-732 (m, 6H, Har-Ph), 5.04-4.92 (m, 2H, H4-GIcN {5.01, t, “Juams = *Juams
~9.2 Hz}, H3-GIcN {4.95, t', *Jiso = Jza = 9.2 Hz}), 4.84 (d, 1H, *Jnum = 8.8 Hz,
NH-GIcN), 4.74 (d, 1H, 2J=11.8 Hz, CH,,-Troc), 4.55-4.50 (m, 2H, CHyp-Troc {4.53, d,
*J=11.8 Hz}, HI-GIcN {4.51, d, *Juim=8.1 Hz}), 4.06 (dd, 1H, *Jyeans = 5.5 Hz,
Jusarier = 12.1 Hz, H6a-GlcN), 3.95-3.83 (m, 2H, H6b-GIcN {3.93, dd, *Jugpus = 2.4 Hz,
Juevmea = 12.0 Hz}, H2-GIcN {3.88}), 3.36 (m., 1H, H5-GIcN), 1.97, 1.96, 1.93 (3 x s,
9H, CH3-Ac), 1.05 (s, 9H, CH3-'Bu).
100.6 MHz-">*C-NMR [BB, HMOQC] (CDCls): [&ppm] = 170.78, 170.55, 169.37
(C=0-Ac), 153.99 (C=0-Troc), 135.91, 135.73 (C,m,-Ph), 132.58, 132.47 (Cipso-Ph),
130.07, 129.97, 127.68, 127.48 (C,n,-Ph), 96.00 (C1-GlcN), 9521 (CCly), 74.57
(CH,-Troc), 72.31 (C3-GleN), 71.56 (C5-GleN), 68.70 (C4-GleN), 62.15 (C6-GleN),
57.84 (C2-GlcN), 26.64 (CHs-Bu), 20.59, 19.08 (CH3-Ac).
ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] =739.9 ((M+Na]", ber.: 740.1).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 740.1215 ((M+Na]", ber.: 740.1228).
C31H3sC1sNO0Si (719.1) ber.. C51.78 HS5.33 N1.95

gef: C51.83 HS5.16 N1.88



150 EXPERIMENTELLER TEIL

tert-Butyldiphenylsilyl-2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)--D-gluco-

pyranosid (6) OH
(B-GlcNTroc-OTBDPS) Hﬂgé&/omops
TrocHN

Eine Losung von 29.3 g (40.7 mmol) B-Ac3GlcNTroc-OTBDPS (5) in 500 ml Methanol
wird unter Riihren tropfenweise mit einer frisch hergestellten methanolischen Natrium-
methanolat-Losung versetzt, bis ein pH-Wert von 8.5 erreicht ist. Man riihrt die Reaktions-
16sung 7’2 h und neutralisiert sie anschlieBend durch Zugabe von saurem lonenaustauscher
Amberlyst” 15. Der Tonenaustauscher wird abfiltriert und mit Methanol gewaschen. Das
Filtrat wird 1. Vak. vom Losungsmittel befreit und der Riickstand i. Hochvak. getrocknet

und ohne Reinigung und Charakterisierung weiter umgesetzt.

Rohausbeute: 25.9 g; farbloser amorpher Feststoft; R,= 0.36 (Tol/EtOH, 5:1).
C,5H3,CI3NO5Si (593.0)

tert-Butyldiphenylsilyl-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonyl-
amino)-B-D-glucopyranosid (7) Ph—\-0

o 0
(B-4,6-Bzn-GlcNTroc-OTBDPS) B2 oreors

TrocHN

Bei 40 °C werden 25.8 g (max. 40.7 mmol) rohes B-GIcNTroc-OTBDPS (6) in 500 ml
Acetonitril geldst und mit 12.4 g (81.5 mmol, 2.0 Aquiv.) Benzaldehyddimethylacetal
versetzt. Man gibt so lange 4-Toluolsulfonsdure-Monohydrat hinzu, bis ein pH-Wert von
3.5 erreicht ist, und riithrt die Mischung 5 h bei 40 °C. Die Reaktionslosung wird durch
Zugabe von N-Ethyldiisopropylamin neutralisiert und i. Vak. vom Losungsmittel befreit.
Den Riickstand reinigt man durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel:
‘Hex/EtOAc, 3:1).

Ausbeute: 23.8 g (34.9 mmol, 86 % bezogen auf 5, 53 % bezogen auf a-D-Glucosamin-
Hydrochlorid); farbloser amorpher Feststoff; [05]24 =-23 (¢=1.00, CHCL); R,=0.45
(‘Hex/EtOAc, 2:1), Ry=0.29 (‘Hex/EtOAc, 3:1), R,= 0.17 (“Hex/EtOAc, 4:1).

400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCl3): [Sppm] = 7.69-7.63 (m, 4H, Ha-Ph),
7.45-7.35 (m, 8H, Ha,-Ph), 7.32-7.26 (m, 3H, Ha,-Ph), 5.45 (s, 1H, CH-Bzn), 4.79 (d, 1H,
a2 = 8.2 Hz, NH-GIeN), 4.68 (d, 1H, “J=11.8 Hz, CHy-Troc), 4.60 (d, 1H,
*J=12.1Hz, CHy-Troc), 4.47 (d, 1H, °Jyim =7.4 Hz, HI-GIcN), 4.05 (dd, 1H,
3 Jueans = 4.9 Hz, “Jueaney = 10.4 Hz, H6a-GIcN), 3.67-3.46 (m, 4H, H6b-GIcN {3.64},
H2-GlcN {3.64}, H3-GIcN {3.60}, H4-GlcN {3.48}), 3.08-3.02 (m, 2H, H5-GIcN,
3-OH-GIcN), 1.06 (s, 9H, CH;-Bu).
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100.6 MHz-"*C-NMR [BB, HMQC] (CDCls): [8ppm] = 154.63 (C=O-Troc), 137.01
(Cipso-Bzn), 135.92, 135.83 (C, up-Ph), 132.82, 132.54 (Cipso-Ph), 130.09, 129.96, 129.34,
128.35, 127.69, 127.49, 126.39 (C,mp-Ph), 101.86 (CH-Bzn), 96.27 (C1-GlcN), 95.17
(CCly), 81.31 (C4-GlcN), 74.86 (CHy-Troc), 71.49 (C3-GlcN), 68.35 (C6-GIcN), 65.94
(C5-GleN), 60.21 (C2-GleN), 26.74 (CH3-'Bu).
ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] = 680.1 ((M+H]", ber.: 680.1),

701.9 ((M+Na]", ber.: 702.1).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] =702.1239 ([M+Na]", ber.: 702.1224).
C3,H36CIsNO-Si (681.1) ber.. C56.43 HS533 N2.06

gef.: C5692 HS577 N1.98

2-Desoxy-2-(4-methoxybenzylidenamino)-a.,B-D-glucopyranose (8)"***

OH
(o.,B-GIcNPMBzn-OH) Hﬁoé&ww
N
7
Unter kréiftigem Riithren werden 100 g (464 mmol) o-D-Glucosamin- 2:}
Hydrochlorid (1) in 470 ml einer 1 M Natriumhydroxid-Ldsung gelost und OMe

mit 64 g (470 mmol, 1.0 Aquiv.) p-Anisaldehyd versetzt, wobei sich sofort ein farbloser
Feststoff abzuscheiden beginnt. Man riihrt die Mischung 1 h bei Raumtemp. und lésst sie
anschlieBend 1 h bei 0 °C stehen, bevor man den ausgefallenen Feststoff abfiltriert. Dieser
wird mit wenig eiskaltem FEthanol und wenig eiskaltem Diethylether gewaschen,
i. Hochvak. tiber Phosphorpentoxid getrocknet und ohne Reinigung und Charakterisierung

der nachfolgenden Reaktion unterworfen.

Ausbeute: 129 g (434 mmol, 94 %), Lit.:***! 86 %; farbloser Feststoff.
C14H1oNOg (297.3)

1,3,4,6-Tetra-0O-acetyl-2-desoxy-2-(4-methoxybenzylidenamino)- OAc

B-D-glucopyranose (9)"*** A/C.\%oé&om
N

(B-Ac3GIcNPMBzn-OAc) j

Zu einer Suspension von 128 g (431 mmol) a,B-GlcNPMBzn-OH (8) in OMe

760 ml Pyridin werden 380 ml Essigsdureanhydrid innerhalb von 2 h zugetropft. Die
Reaktionsmischung wird 24 h bei Raumtemp. geriihrt und anschliefend langsam in
1200 ml Eiswasser gegossen, wobei sich ein farbloser Feststoff abscheidet. Man lésst die
Mischung 1 h bei 0 °C stehen, filtriert sie dann und wéascht den Riickstand mit wenig

Eiswasser. Das erhaltene Rohprodukt wird viermal mit je 200 ml Toluol und zweimal mit
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je 150 ml Dichlormethan kodestilliert und i. Hochvak. getrocknet. Ohne Reinigung wird es

in die nachfolgende Reaktion eingesetzt.

Ausbeute: 120 g (258 mmol, 60 %), Lit.:*** mind. 90 %:; gelblicher Feststoff; [a]; =+ 98
(¢ =1.00, CHCLy), Lit..?* [a]}} =+ 99 (¢ = 1.00, CHCLy); R,= 0.52 (‘Hex/EtOAc, 1:2).

300 MHz-"H-NMR (CDCl3): [8jppm] = 8.13 (s, 1H, N=CH-PMBzn), 7.64 (d, 2H,
3J=88Hz, Ha-PMBzn), 6.89 (d, 2H, *J=88Hz, Hx-PMBzn), 592 (d, IH,
3 = 8.5 Hz, HI-GleN), 5.41 (t, 1H, *Jusm = *Juss = 9.6 Hz, H3-GIeN), 5.12 (t', 1H,
s = Juaps = 9.6 Hz, H4-GIeN), 4.36 (dd, 1H, *Jusans = 4.4 Hz, *Jueanes = 12.5 Hz,
H6a-GlcN), 4.10 (dd, 1H, *Jueans = 2.0 Hz, *Jugane, = 12.3 Hz, H6b-GIcN), 3.95 (m., 1H,
H5-GIeN), 3.82 (s, 3H, OCHs), 3.43 (t', 1H, *Juopm = Jioms = 9.0 Hz, H2-GIcN), 2.08,
2.01,2.00, 1.86 (4 x s, 12H, CHs-Ac).

FD-MS (positiv): [m/z] = 465.7 (IM]", ber.: 465.2).

C2oHy7NO g (465.5)

1,3,4,6-Tetra-0O-acetyl-2-amino-2-desoxy-f-D-glucopyranose-Hydrochlorid (10)21% 228

(B-AcsGleNH;Cl-OAc) Ohc

0
A%%gég/om

Man 16st 120 g (258 mmol) B-Ac;GlcNPMBzn-OAc (9) in 700 ml NH,Cl

siedendem Aceton und gibt 55 ml 5.5 M Salzsdure ziigig hinzu, worauf die Reaktions-
mischung innerhalb einer sehr kurzen Zeit zu einer festen Masse erstarrt. Nach Abkiihlen
auf 0 °C wird der ausgefallene Feststoff abfiltriert, mit wenig eiskaltem Aceton sowie mit
eiskaltem Diethylether gewaschen und anschlieBend i. Hochvak. iiber Phosphorpentoxid
getrocknet. Der gelbliche Feststoff ist flir die nachfolgende Reaktion geniigend rein und

wird daher ohne Reinigung und Charakterisierung weiter umgesetzt.

Ausbeute: 96 g (250 mmol, 97 %), Lit.:"**® mind. 90 %; gelblicher Feststoft.
C14H2,CINOy (383.8)

1,3,4,6-Tetra-0O-acetyl-2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-f-D-gluco-

pyranose (11)1*'? OAc

(B-Ac3GlcNTroc-OAc) A?féoé&/om

TrocHN

Zu einer Suspension von 75.0 g (195 mmol) B-Ac3;GIcNH;CI-OAc (10) in 1750 ml Wasser
gibt man portionsweise insgesamt 32.9 g (392 mmol, 2.0 Aquiv.) Natriumhydrogen-

carbonat hinzu. Die Mischung wird 30 min geriihrt und anschlieBend mit einer Losung von
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45.8 g (216 mmol, 1.1 Aquiv.) Chlorameisenséure-2,2,2-trichlorethylester (2,2,2-Trichlor-
ethoxycarbonylchlorid) in 1000 ml Chloroform versetzt. Man riihrt das Reaktionsgemisch
20 h kriftig bei Raumtemp. und trennt dann die Phasen. Die wissrige Phase wird in zwei
Portionen aufgeteilt, welche jeweils zweimal mit je 250 ml Chloroform extrahiert werden.
Die vereinigten organischen Phasen werden in zwei Portionen zweimal mit je 250 ml einer
ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen. Man extrahiert die vereinigten wéssrigen
Waschfraktionen viermal mit je 150 ml Chloroform, trocknet die vereinigten organischen
Phasen mit Magnesiumsulfat und entfernt das Losungsmittel im Vakuum. Der Riickstand
wird i. Hochvak. getrocknet und mit einer Mischung aus Cyclohexan und Ethylacetat
(V:V =2:1) versetzt. Der dabei ausfallende gelbliche Feststoff wird abfiltriert, in reinem
Cyclohexan aufgenommen, erneut abfiltriert und mit Cyclohexan gewaschen. Man erhélt
40.0 g eines farblosen Feststoffs. Die vereinigten Filtrate werden i. Vak. von den
Losungsmitteln befreit, und der Riickstand wird durch Flashchromatographie an Kieselgel
(Laufmittel: “Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt. Der chromatographisch gereinigte Teil des
Produkts wird in Cyclohexan aufgenommen, abfiltriert, mit Cyclohexan sowie mit einer
Mischung aus Cyclohexan und Ethylacetat (V:V = 2:1) gewaschen und anschlieBend mit
dem zuvor abgetrennten Feststoff vereinigt. Man 10st das Produkt in Dichlormethan und

entfernt anschlieBend das Losungsmittel im Vakuum.

Ausbeute: 69.4¢g (133 mmol, 68 %, 66 % bezogen auf 9, 37 % bezogen auf

a-D-Glucosamin-Hydrochlorid), Lit.:*'*! 48 % nach Umkristallisation bezogen auf 9;

farbloser amorpher Feststoff; [a];) =+ 13 (¢=1.00, CHCL), Lit.*'* [a]) =+15

(¢c=3.2, CHCl), Lit:®" [a]) =+ 14 (¢=0.9, CHCL); R;=0.52 (‘Hex/EtOAc, 1:1),
R;=0.14 (“Hex/EtOAc, 2:1).

300 MHz-'H-NMR (CDCl3): [&/ppm] = 5.71 (d, 1H, *Jy11 = 8.8 Hz, H1-GIcN), 5.32 (d,
1H, *Jnpm = 9.2 Hz, NH-GIeN), 5.23 (t', 1H, *Jusm = *Juzme = 9.9 Hz, H3-GIeN), 5.09
(t", 1H, *Juans = Juans = 9.7 Hz, H4-GleN), 4.70 (s, 2H, CH,-Troc), 4.27 (dd, 1H,
3ieans = 4.4 Hz, “Jueane = 12.5 Hz, H6a-GIcN), 4.10 (dd, 1H, ‘Jueus=1.8 Hz,
2Jheansy = 12.5 Hz, H6b-GIcN), 3.94 (q, 1H, ‘*Jiom = Jioms = Jionu ~ 9.6 Hz,
H2-GIcN), 3.83 (ddd, 1H, *Juspus = 9.9 Hz, *Jisnea = 4.4 Hz, *Jus neo = 2.2 Hz, H5-GIcN),
2.08,2.06, 2.02 (3 x s, 12H, CH3-Ac).

75.5 MHz-">*C-NMR [BB, DEPT] (CDCls): [§ppm] = 170.87, 170.64, 169.41, 169.23
(C=0-Ac), 154.18 (C=0-Troc), 95.39 (CCls), 92.28 (C1-GlIcN), 74.45 (CH,-Troc), 71.72,
72.10, 68.07 (C3-GlcN, C4-GIeN, C5-GIeN), 61.62 (C6-GleN), 55.00 (C2-GleN), 20.81,
20.67, 20.58, 20.55 (CH3-Ac).

ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] = 544.1 ((M+Na]", ber.: 544.0).
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Ci17H2CI3NOy; (522.7) ber.. C39.06 H4.24 N2.68
gef.: C39.12 H436 N271

Allyl-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-B-D-gluco-

pyranosid (12) OAc
(B-AcsGlcNTroc-OAll) A?&;é&/oml
TrocHN

Eine Losung von 46.1 g (88.2 mmol) B-Ac3;GlcNTroc-OAc (11) und 25.6 g (440.8 mmol,
5.0 Aquiv.) Allylalkohol in 900 ml absol. Dichlormethan wird mit etwa 20 g Molekular-
sieb (4 A) unter einer Argonatmosphire 1 h bei Raumtemp. geriihrt. Die Mischung wird
auf 0°C abgekiihlt und innerhalb von 40 min tropfenweise mit 55.0 ml (62.2 g,
437.9 mmol, 5.0 Aquiv.) Bortrifluorid-Diethyletherat versetzt. Man lidsst den Ansatz auf
Raumtemp. erwdrmen und rithrt ihn 4 h unter einer Argonatmosphdre, wobei der
Reaktionsfortschritt diinnschichtchromatographisch unter Verwendung von Kieselgel-
platten mit einer Konzentrierungszone verfolgt werden kann. Anschlieend filtriert man
das Molekularsieb iiber eine diinne Schicht Hyflo® ab, wischt viermal mit je 250 ml
Dichlormethan nach und giefit das Filtrat vorsichtig in 500 ml einer eiskalten ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung. Die organische Phase wird abgetrennt und in zwei
Portionen zweimal mit je 300 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung und einmal
mit 300 ml einer ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Die vereinigten waissrigen
Phasen werden in zwei Portionen dreimal mit je 300 ml Dichlormethan extrahiert. Man
trocknet die vereinigten organischen Phasen mit Magnesiumsulfat und entfernt das
Losungsmittel im Vakuum. Der Riickstand wird in Dichlormethan aufgenommen, auf
Kieselgel aufgezogen und durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel:
‘Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt.

Ausbeute: 43.3 g (83.2 mmol, 94 %); leicht gelblicher amorpher Feststoft; [a]ff =+4
(¢ =1.00, CHCly); R;=0.59 (‘Hex/EtOAc, 1:1), R;=0.16 (‘Hex/EtOAc, 2:1), R;=0.64
(Tol/EtOH, 4:1).

400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCl3): [8/ppm] = 5.82 (m., 1H, CH-All), 5.29-5.21
(m, 3H, NH-GIcN {5.27}, H3-GlcN {5.27}, =CH,-All"™ {524, ddd, *J=1.6 Hz,
2J=3.1Hz, *Juyans = 17.2 Hz}), 5.16 (ddy, 1H, *J=1.6 Hz, *Ji = 10.4 Hz, =CH,-All"®),
5.03 (', 1H, *Juams = *Jians = 9.8 Hz, H4-GIeN), 4.73 (d, 1H, *J = 11.8 Hz, CHa,-Troc),
4.66-4.63 (m, 2H, CHy-Troc {4.64, d, *J=11.4Hz}, HI-GIcN {4.64, d,
i = 8.6 Hz}), 4.32 (tdd, 1H, *J=1.6 Hz, *J=5.1 Hz, J=12.9 Hz, CH,,-All), 4.24
(dd, 1H, *Jueans = 4.7 Hz, *Jueanes = 12.1 Hz, H6a-GlcN), 4.12-4.03 (m, 2H, H6b-GIcN
{4.10, dd, *Juepns=2.1 Hz, *Jueanes = 12.3 Hz}, CHap-All {4.06, ddy, *J=6.2 Hz,
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2J=12.9 Hz}), 3.68-3.60 (m, 2H, H5-GIcN {3.67}, H2-GIcN {3.63}), 2.05, 1.99, 1.99
(3 x s, 9H, CH3-Ac).
100.6 MHz-"*C-NMR [BB, HMQC] (CDCl3): [&dppm] = 170.68, 170.62, 169.43
(C=0-Ac), 154.02 (C=0O-Troc), 133.29 (CH-AIll), 117.99 (=CH,-All), 99.64 (C1-GlcN),
95.41 (CCl3), 74.39 (CHy-Troc), 71.83 (C3-GleN), 71.74 (C5-GIcN), 70.20 (CH,-All),
68.69 (C4-GlcN), 62.04 (C6-GlcN), 56.21 (C2-GleN), 20.72, 20.61 (CH3-Ac).
ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] = 542.1 ((M+Na]", ber.: 542.0).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 542.0372 ((M+Na]", ber.: 542.0363).
Ci3H24C13NOy (520.7) ber.. C41.52 H4.65 N2.69

gef: C4140 H4.66 N2.58

Allyl-2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-B-D-glucopyranosid (13)
(B-GIcNTroc-OAll) OH

0
Hﬂo/é&om

Eine Losung von 22.8 g (43.8 mmol) B-AcsGlcNTroc-OAll (12) in 500 ml ™

Methanol wird tropfenweise mit einer frisch hergestellten methanolischen Natrium-
methanolat-Losung versetzt, bis ein pH-Wert von 8.5 erreicht ist, und 6 h bei Raumtemp.
geriihrt. AnschlieBend neutralisiert man die Mischung durch Zugabe von saurem
Tonenaustauscher Amberlyst® 15. Der Tonenaustauscher wird abfiltriert und mit Methanol
gewaschen. Das Filtrat wird i. Vak. vom Losungsmittel befreit und der Riickstand

i. Hochvak. getrocknet und ohne Reinigung und Charakterisierung weiter umgesetzt.

Rohausbeute: 21.6 g; leicht gelblicher amorpher Feststoff; R,= 0.28 (Tol/EtOH, 4:1).
Ci2H,3CI3NO7 (394.6)

Allyl-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-f3-D-gluco-
pyranosid (14)

"
(B-4,6-Bzn-GlcNTroc-OAll) Ho oAl

TrocHN

Eine Mischung aus 21.6 g (max. 43.8 mmol) rohem B-GlcNTroc-OAll (13) und 133 g
(87.4 mmol, 2.0 Aquiv.) Benzaldehyddimethylacetal in 500 ml Acetonitril wird mit
4-Toluolsulfonsdure-Monohydrat so lange versetzt, bis ein pH-Wert von 3.5 erreicht ist.
Die Reaktionslosung wird 37 h bei Raumtemp. geriihrt, anschlieBend mit N-Ethyldi-
isopropylamin neutralisiert und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wird in
Dichlormethan aufgenommen, auf Kieselgel aufgezogen und durch Flashchromatographie
an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt.
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Ausbeute: 17.9 g (37.1 mmol, 85 % bezogen auf 12, 30 % bezogen auf a-D-Glucosamin-
Hydrochlorid); farbloser amorpher Feststoff; [a]f; =-32 (¢=1.00, CHClL); R;=0.48
(‘Hex/EtOAc, 3:2), R;=0.20 (‘Hex/EtOAc, 2:1), R;=0.57 (Tol/EtOH, 4:1).
400 MHz-'"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCl3): [&ppm] = 7.49-7.45 (m, 2H, Ha-Ph),
7.39-7.34 (m, 3H, Ha-Ph), 5.84 (m., 1H, CH-All), 5.50 (s, 1H, CH-Bzn), 5.32-5.24 (m,
2H, NH-GIeN {531, d, *Jaume=7.8 Hz}, =CH,-All"™ {527, ddd, *J/=1.6Hz,
2J=3.1Hz, *Jyans = 17.2 Hz}), 5.18 (ddd, 1H, *J=12Hz, 2J=2.7Hz, *Jss=10.6 Hz,
=CH,-All®), 4.74 (d, 1H, °J = 11.8 Hz, CH,-Troc), 4.69 (d, 1H, °J = 12.1 Hz, CHa,-Troc),
458 (d, 1H, Juim=7.8 Hz, HI-GIcN), 4.34-429 (m, 2H, H6a-GIcN {4.31, dd,
3 Jneans = 4.7 Hz, “Juganer = 10.2 Hz}, CHae-All {4.30}), 4.07-4.00 (m, 2H, CHa,-All
{4.04, tdd, *J=1.4 Hz, °J = 6.3 Hz, 2J = 12.9 Hz}, H4-GIcN {3.99}), 3.75 (t", 1H, *Jugb.1i5
~ 2Juebea = 10.2 Hz, H6b-GIeN), 3.52 (t', 1H, *Juspo = Jusms = 9.2 Hz, H3-GIcN),
3.43-3.37 (m, 2H, H5-GIcN {3.40}, H2-GIcN {3.40}), 3.20 (s, 1H, 3-OH-GIcN).
100.6 MHz-"C-NMR [BB, HMQC] (CDCls): [&ppm] = 154.52 (C=O-Troc), 136.98
(Cipso-Bzn), 133.40 (CH-AIl), 129.35, 128.38, 126.35 (C,,.,-Ph), 117.96 (=CH,-All),
101.84 (CH-Bzn), 100.08 (C1-GIcN), 95.39 (CCl3), 81.36 (C3-GlcN), 74.57 (CH,-Troc),
70.60 (C4-GlcN), 70.37 (CH,-All), 68.55 (C6-GIeN), 66.05 (C5-GleN), 58.65 (C2-GleN).
ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] = 504.2 ((M+Na]", ber.: 504.0),
545.2 (IM+CH3CN+Na]", ber.: 545.1).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 504.0377 (IM+Na]", ber.: 504.0360).
C1oH2CLNO; (482.7) ber.. C47.27 H4.59 N2.90

gef: C4736 H4.60 N2.80

5.2.2 Die Synthese des Fucose-Bausteins

229
1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-a,B-L-fucopyranose (16)"**” .
(9]
(a,B-AcsFuc-OAc) EA?ZBAC

AcO

In 160 ml Pyridin werden 9.75 g (59.39 mmol) L-Fucose (15) suspendiert und bei 0 °C mit
80 ml Essigsdureanhydrid innerhalb von 40 min tropfenweise versetzt. Man riihrt die
Reaktionsmischung bei Raumtemp. 22 h und entfernt dann Pyridin sowie iiberschiissiges
Essigsdureanhydrid im Hochvakuum. Der Riickstand wird dreimal mit je 75 ml Toluol
kodestilliert und durch anschlieBende Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel:
‘Hex/EtOAc, 3:2) gereinigt, wobei das Produkt — noch leicht verunreinigt — als Anomeren-

gemisch erhalten wird (o = 8:5, mittels NMR-Spektroskopie bestimmt).
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Ausbeute: 20.34 g (quant., leicht verunreinigt); farbloses Ol; Ry= 0.41 (‘Hex/EtOAc, 3:2).
Charakteristische NMR-Signale zur Bestimmung des Anomerenverhéltnisses:
300 MHz-'"H-NMR (CDCl3): [8/ppm] = 6.30 (d, 1H, *Ju 1 = 2.6 Hz, HI-Fuc®), 5.64 (d,
1H, *Ji1 12 = 8.1 Hz, H1-FucP).
ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] = 355.3 ((M+Na]", ber.: 355.1),

396.3 ([M+CH3CN+Na]", ber.: 396.1).
Ci14H2009 (332.3)

Ethyl-2,3,4-tri-O-acetyl-1-thio-a.,,B-L-fucopyranosid (17)"**’! -

(0,B-AcsFuc-SEt) @fﬂm

AcO

Eine Losung von 20.3 g (max. 59.4 mmol) leicht verunreinigtem o,3-AcsFuc-OAc (16) in
300 ml absol. Dichlormethan wird mit etwa 10 g Molekularsieb (4 A) unter einer Argon-
atmosphire 90 min bei Raumtemp. geriihrt, mit 5.4 ml (4.5 g, 72.1 mmol, 1.2 Aquiv.)
Ethanthiol versetzt und weitere 30 min bei Raumtemp. geriihrt. Man kiihlt den Ansatz auf
0 °C ab und tropft 19.5 ml (22.0 g, 155.3 mmol, 2.6 Aquiv.) Bortrifluorid-Diethyletherat
innerhalb von 20 min zu. Dann ldsst man die Mischung auf Raumtemp. erwidrmen und
riihrt sie 26 h unter einer Argonatmosphire. Das Molekularsieb wird abfiltriert und
griindlich mit Dichlormethan gewaschen. Das Filtrat gie3t man vorsichtig auf 250 ml einer
eiskalten ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung, schiittelt aus und trennt die organische
Phase ab. Diese wird ein weiteres Mal mit 250 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-
Losung und einmal mit 250 ml einer ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die
vereinigten wassrigen Phasen werden viermal mit je 150 ml Dichlormethan extrahiert und
die vereinigten organischen Phasen mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel
wird i. Vak. entfernt. Den Riickstand reinigt man durch Flashchromatographie an Kieselgel
(Laufmittel: “Hex/EtOAc, 5:1), wobei man sowohl eine Fraktion reines a.-Anomer als auch

eine Fraktion reines -Anomer neben einer Fraktion des Anomerengemischs erhilt.

Gesamtausbeute: 17.5 g (52.3 mmol, 88 % bezogen auf L-Fucose).

o,B-Gemisch: 8.9 g (26.5 mmol, 45 % bezogen auf L-Fucose); gelblicher wachsartiger
Feststoff.

o-Anomer: 2.5 g (7.5 mmol, 13 % bezogen auf L-Fucose); gelbliches Ol; [a]ff =-224
(c=1.00, CHCl3); R;=0.58 (‘Hex/EtOAc, 3:2), Ry=0.23 (‘Hex/EtOAc, 5:1), R,=10.76
(Tol/EtOH, 4:1).

300 MHz-"H-NMR (CDCl3): [§ppm] = 5.66 (d, 1H, *Juim = 4.8 Hz, H1-Fuc), 5.26-5.14
(m, 3H, H4-Fuc, H2-Fuc, H3-Fuc {5.17, dd, *Jusmz = 10.7 Hz, *Jus s = 2.9 Hz}), 4.45 (q,
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1H, *Jiss save = 6.6 Hz, H5-Fuc), 2.61-2.41 (m, 2H, CH,-Et), 2.12, 2.03, 1.95 3 x s, 9H,
CHi-Ac), 1.22 (t, 3H, *J = 7.4 Hz, CH3-Et), 1.11 (d, 3H, *Jusabenis = 6.6 Hz, H6a,b,c-Fuc).
75.5 MHz-"*C-NMR [BB] (CDCls): [&/ppm] = 170.49, 170.16, 169.84 (C=0-Ac), 81.88
(C1-Fuc), 70.95, 68.63, 67.98 (C2-Fuc, C3-Fuc, C4-Fuc), 64.57 (C5-Fuc), 24.10 (CH,-Et),
20.79, 20.61, 20.57 (CHs-Ac), 15.83 (C6-Fuc), 14.73 (CHs-E).
FD-MS (positiv): [m/z] =334.6 (IM]", ber.: 334.1).
B-Anomer: 6.1 g (18.3 mmol, 31 % bezogen auf L-Fucose); farbloser amorpher Feststoff;
[@]}} =+ 11 (¢ =1.00, CHCl3); R;= 0.49 (‘Hex/EtOAc, 3:2), R;=0.16 (‘Hex/EtOAc, 5:1),
R;=0.76 (Tol/EtOH, 4:1).
300 MHz-"H-NMR (CDCl3): [§ppm] = 5.22 (dd, 1H, *Jusps = 3.3 Hz, *Jusns = 0.7 Hz,
H4-Fuc), 5.17 (¢, 1H, *Juom = *Jioms = 9.9 Hz, H2-Fuc), 5.00 (dd, 1H, *Juzm = 9.9 Hz,
Jispa=3.3 Hz, H3-Fuc), 4.41 (d, 1H, *Juim =99 Hz, HIl-Fuc), 3.78 (dq, IH,
3Jis.a = 0.7 Hz, *Jusnease = 6.3 Hz, H5-Fuc), 2.77-2.59 (m, 2H, CH>-Et), 2.12, 2.01, 1.93
(3 xs, 9H, CHs-Ac), 1.23 (t, 3H, *J=7.4 Hz, CH3-Et), 1.17 (d, 3H, Jueaens = 6.3 Hz,
Hé6a,b,c-Fuc).
75.5 MHz-"C-NMR [BB] (CDCL3): [&/ppm] = 170.56, 170.05, 169.59 (C=0-Ac), 83.44
(C1-Fuc), 73.11, 72.30, 70.41 (C2-Fuc, C3-Fuc, C4-Fuc), 67.27 (C5-Fuc), 24.03 (CH,-Et),
20.78, 20.63, 20.55 (CH3-Ac), 16.36 (C6-Fuc), 14.68 (CH;3-Et).
FD-MS (positiv): [m/z] = 334.6 (IM]", ber.: 334.1).
C14H205S (334.4) ber.. C5029 H6.63 S9.59

gef: C5036 H6.50 S9.57

Ethyl-1-thio-o.,B-L-fucopyranosid (18)"**"

(o1, B-Fuc-SEf) Lo

HO

Zu einer Losung von 33.7 g (100.8 mmol) a,B-AcsFuc-SEt (17) in 400 ml Methanol tropft
man so lange eine frisch hergestellte methanolische Natriummethanolat-Lésung zu, bis ein
pH-Wert von 9.0 bis 9.5 erreicht ist. Die Reaktionsmischung wird 15 h bei Raumtemp.
geriihrt und anschlieBend durch Zugabe von saurem Ionenaustauscher Amberlyst® 15
neutralisiert. Man filtriert den Ionenaustauscher ab, wischt ihn mit Methanol und befreit
das Filtrat i. Vak. vom Losungsmittel. Nach einmaliger Kodestillation mit Dichlormethan
und Trocknung des Riickstands i. Hochvak. wird dieser ohne Reinigung und

Charakterisierung in die néchste Reaktion eingesetzt.

Rohausbeute: 22.2 g; gelb-brauner amorpher Feststoft; R,= 0.24 (Tol/EtOH, 4:1).
CsHi604S (208.3)
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Ethyl-2,3,4-tri-O-benzyl-1-thio-o,,B-L-fucopyranosid (19)**” -

(o, B-BnsFuc-SEt) @oBTOZBBn

BnO

Man kiihlt eine Lésung von 22.2 g (max. 100.8 mmol) rohem a,p-Fuc-SEt (18) in 400 ml
N,N-Dimethylformamid auf 0°C ab und gibt unter einer Argonatmosphire 24.2 g
(605.0 mmol, 2.0 Aquiv. pro OH-Gruppe) einer 60%igen Dispersion von Natriumhydrid in
Mineraldl portionsweise hinzu. Da sich der Ansatz dabei nach einiger Zeit nicht mehr
riihren ldsst, werden bereits vor beendeter Natriumhydrid-Zugabe einige Tropfen einer
Losung von 40 ml (57.2 g, 334.4 mmol, 1.1 Aquiv. pro OH-Gruppe) Benzylbromid in
80 ml N,N-Dimethylformamid bei 0 °C hinzugefiigt, worauf die Mischung wieder riihrbar
wird. Nach Abschluss der Natriumhydrid-Zugabe wird die verbliebene Benzylbromid-
Losung langsam bei 0 °C zugetropft, bevor man den Ansatz auf Raumtemp. erwdrmen
lasst und 18 h unter einer Argonatmosphire riihrt. AnschlieBend kiihlt man die Reaktions-
mischung erneut auf 0 °C ab, gibt 50 ml Methanol sehr langsam zu, entfernt die Kiihlung
und destilliert das Losungsmittel i. Hochvak. ab. Der Riickstand wird viermal mit je 50 ml
Toluol kodestilliert, in 400 ml Dichlormethan aufgenommen und mit 300 ml Wasser
versetzt. Man schiittelt aus, trennt die organische Phase ab und wischt diese zweimal mit je
200 ml Wasser. Die vereinigten wéssrigen Phasen werden viermal mit je 100 ml
Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit Magnesiumsulfat
getrocknet. Man entfernt das Losungsmittel 1. Vak. und reinigt den Riickstand durch
Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 10:1). Dabei werden neben
einem o,B-Anomerengemisch, welches die Hauptfraktion bildet, sowohl eine Fraktion

reines a-Anomer als auch eine Fraktion reines B-Anomer fiir analytische Zwecke erhalten.

Gesamtausbeute: 40.6 g (84.8 mmol, 84 % bezogen auf 17, 70 % bezogen auf L-Fucose),
Lit.:** 56 % bezogen auf L-Fucose.

o,B-Gemisch: 38.5¢g (80.4 mmol, 80 % bezogen auf 17); gelblicher wachsartiger
Feststoff.

a-Anomer: 1.0 g (2.1 mmol, 2 % bezogen auf 17); gelbes Ol; [05]24 =—106 (c=1.00,
CHCL,); Ry= 0.67 (‘Hex/EtOAc, 3:1), R;=0.23 (‘Hex/EtOAc, 10:1).

300 MHz-"H-NMR (CDCl3): [&ppm] = 7.41-7.24 (m, 15H, Ha~-Ph), 5.47 (d, 1H,
Juim = 5.5 Hz, H1-Fuc), 4.99 (d, 1H, °J=11.8 Hz, CH,-Bn), 4.87 (d, 1H, >’J=11.8 Hz,
CH>-Bn), 4.78-4.64 (m, 4H, CH,-Bn {4xd, 4.76, 4.71, 4.68, 4.65, 2x*J=11.8 Hz,
2J=12.1Hz, *J=11.4Hz}), 429 (dd, 1H, *Jipmi = 5.5 Hz, *Juop3 = 9.9 Hz, H2-Fuc),
4.19 (q, 1H, *Jus peave = 6.6 Hz, H5-Fuc), 3.79 (dd, 1H, *Juzme = 9.9 Hz, *Juz e = 2.9 Hz,
H3-Fuc), 3.64 (d, 1H, *Jusns = 2.2 Hz, H4-Fuc), 2.66-2.42 (m, 2H, CH,-Et), 1.27 (t, 3H,
3J=17.4 Hz, CH3-Et), 1.13 (d, 3H, *Jugape.is = 6.6 Hz, H6a,b,c-Fuc).
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75.5 MHz-""C-NMR [BB, DEPT] (CDCl;): [8/ppm] = 138.87, 138.55, 138.29 (Cipso-Ph),
128.36, 128.28, 128.22, 128.13, 127.88, 127.53, 127.44, 127.40 (C,.,-Ph), 83.38
(C1-Fuc), 79.85, 77.70, 76.03 (C2-Fuc, C3-Fuc, C4-Fuc), 74.83, 73.39, 72.31 (CH,-Bn),
66.61 (C5-Fuc), 23.68 (CH,-Et), 16.52 (C6-Fuc), 14.80 (CH3-Et).
ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] = 501.1 ((M+Na]", ber.: 501.2),
517.0 ((M+K]", ber.: 517.2).

CaoH3404S (478.6) ber. C72.77 H7.16 S6.70

gef: C72.82 H729 S6.68
B-Anomer: 1.1 g (2.3 mmol, 2% bezogen auf 17); farbloser amorpher Feststoff;
[a]}) =+9 (c=1.00, CHCL), Lit:®*® [a]) =+12 (¢=02, CHCL); R/=0.59
(‘Hex/EtOAc, 3:1), R;= 0.15 (‘Hex/EtOAc, 10:1).
300 MHz-'H-NMR (CDCl3): [&ppm] = 7.42-7.24 (m, 15H, Ha-Ph), 5.00 (d, 1H,
2J=11.8 Hz, CH,-Bn), 4.91 (d, 1H, %J=10.3 Hz, CH,-Bn), 4.83-4.68 (m, 4H, CH,-Bn
{4xd, 481, 478, 4.74, 4.70, 2 x *J=10.3 Hz, ’J=10.7 Hz, °’J= 11.8 Hz}), 4.40 (d, 1H,
3 = 9.9 Hz, H1-Fuc), 3.83 (t', 1H, *Jipm = *Jinus = 9.4 Hz, H2-Fuc), 3.62 (d, 1H,
3Juams = 2.6 Hz, H4-Fuc), 3.57 (dd, 1H, *Jus o = 9.2 Hz, *Juz s = 2.6 Hz, H3-Fuc), 3.48
(q, 1H, *Jis neave = 6.6 Hz, H5-Fuc), 2.85-2.65 (m, 2H, CH,-Et), 1.30 (t, 3H, *J=7.4 Hz,
CH3-Et), 1.21 (d, 3H, *Jigabe.is = 6.6 Hz, H6a,b,c-Fuc).
75.5 MHz-"*C-NMR [BB, DEPT] (CDCl;): [8/ppm] = 138.64, 138.42, 138.35 (Cips0o-Ph),
128.36, 128.24, 128.12, 128.07, 127.62, 127.58, 127.49, 127.43 (C,,.,-Ph), 84.89, 84.43
(C1-Fuc, C3-Fuc), 78.27 (C2-Fuc), 76.42 (C4-Fuc), 75.62, 74.47 (CH,-Bn), 74.44
(C5-Fuc), 72.81 (CH,-Bn), 24.58 (CH,-Et), 17.18 (C6-Fuc), 14.94 (CH;-Eb).
ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] = 501.0 ((M+Na]", ber.: 501.2),

517.0 ((M+K]", ber.: 517.2).

CaoH3404S (478.6) ber: C72.77 H7.16 S6.70

gef: C7298 H725 S6.42
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5.2.3 Die Synthese des Arabinose-Bausteins

[230, 231]

1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-a,B-D-arabinopyranose und

1,2,3,5-Tetra-0-acetyl-a.,3-D-arabinofuranose (21) AcO

OAc o
0 + OAc
(0B-AcsAra-OAC) @A:ZWOAC mOAC

AcO AcO

Methode A, Variante A:
Man suspendiert 30.0 g (199.8 mmol) D-Arabinose (20) in 520 ml Pyridin, tropft 260 ml

Essigsdureanhydrid innerhalb von 3h zu und riihrt die Reaktionsmischung bei
Raumtemp. 24 h. AnschlieBend werden Pyridin sowie iiberschiissiges Essigsdureanhydrid
1. Hochvak. entfernt, und der Riickstand wird dreimal mit je 50 ml Toluol kodestilliert.
Das resultierende Rohprodukt reinigt man durch Filtration iiber eine etwa 10 cm
dicke Kieselgelschicht (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 1:1), wobei man ein — noch leicht
verunreinigtes — Gemisch der vier Isomere 2l1a-d erhidlt, welche sich flash-
chromatographisch nicht trennen lassen (o(Pyr):B(Pyr):o(Fur):B(Fur)=24:46:19:11,
mittels NMR-Spektroskopie bestimmt).

Gesamtausbeute: 65.5 g (quant., leicht verunreinigt), Gehalt an a-Pyranose im Gemisch:

24 %, Lit.:*** Y quant. reine a,p-Pyranose.

Methode A, Variante B:
Man verfahrt mit 15.0 g (99.9 mmol) D-Arabinose (20) exakt so, wie bei Variante A

angegeben, mit der Ausnahme, dass Essigsdureanhydrid bei 0 °C zugetropft wird.
Nach entsprechender Aufarbeitung und Reinigung des Rohprodukts werden die vier
Isomere 21a-d in einem Verhiltnis von a(Pyr):B(Pyr):a(Fur):B(Fur) = 15:57:17:11, mittels
NMR-Spektroskopie bestimmt) erhalten.

Methode A, Variante C:

Zu einer Mischung aus 20 ml Pyridin und 10 ml Essigsdureanhydrid werden bei

Raumtemp. unter Riihren insgesamt 1.00 g (6.66 mmol) D-Arabinose (20) portionsweise
innerhalb von 15 min zugegeben, wobei sich die Reaktionsmischung leicht erwdrmt. Man
rihrt den Ansatz 24 h bei Raumtemp. und entfernt dann Pyridin sowie iiberschiissiges
Essigsdureanhydrid im Hochvakuum. Der Riickstand wird dreimal mit Toluol kodestilliert
und in 20 ml Dichlormethan aufgenommen. Diese Losung wéscht man zweimal mit je
10 ml Wasser, trocknet sie mit Magnesiumsulfat und befreit sie i. Vak. vom Losungsmittel.

Ohne eine vorherige Reinigung wird das Rohprodukt NMR-spektroskopisch untersucht,
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wodurch sich ein Isomerenverhdltnis von o(Pyr):B(Pyr):o(Fur):B(Fur) = 15:60:15:10

ermitteln lasst.
Gehalt an a-Pyranose im Gemisch: 15 %.

Methode A, Variante D:
Eine Mischung aus 20 ml Pyridin und 10 ml Essigsdureanhydrid wird auf —25 °C

abgekiihlt und bei dieser Temperatur unter Riihren portionsweise mit insgesamt
1.00 g (6.66 mmol) D-Arabinose (20) innerhalb von 30 min versetzt. Man riihrt den Ansatz
5d bei —25°C und entfernt dann Pyridin sowie iiberschiissiges Essigsdureanhydrid im
Hochvakuum. Der Riickstand wird dreimal mit Toluol kodestilliert und in 20 ml
Dichlormethan aufgenommen. Diese Losung wéscht man zweimal mit je 10 ml Wasser,
trocknet sie mit Magnesiumsulfat und befreit sie i. Vak. vom Losungsmittel. Ohne eine
vorherige Reinigung wird der Riickstand NMR-spektroskopisch untersucht, wodurch sich
die ausschlieBliche Bildung der peracetylierten -D-Arabinopyranose 21b belegen lésst.

Gehalt an a-Pyranose: 0 %.

Methode B:

Eine Suspension von 0.78 g (9.51 mmol) wasserfreiem Natriumacetat in 20 ml Essigsdure-
anhydrid wird in der Siedehitze portionsweise mit insgesamt 1.00 g (6.66 mmol)
D-Arabinose (20) innerhalb von 20 min versetzt. Man riihrt die Reaktionsmischung 3 h
unter Riickfluss, gieBt sie dann — ohne ein vorheriges Abkiihlen auf Raumtemp. — langsam
auf Eis und gibt 20 ml Dichlormethan hinzu. Die Phasen werden getrennt, und die
organische wird zweimal mit je 10 ml Wasser gewaschen und anschlieBend mit
Magnesiumsulfat getrocknet. Dichlormethan wird i. Vak. und Pyridin i. Hochvak. entfernt.
Der Riickstand wird dreimal mit Toluol sowie einmal mit Dichlormethan kodestilliert und
ohne eine vorherige Reinigung NMR-spektroskopisch untersucht. Dadurch ldsst sich ein

Isomerenverhiltnis von a(Pyr):B(Pyr):a(Fur):B(Fur) = 46:11:29:14 ermitteln.

Gehalt an a-Pyranose im Gemisch: 46 %.

gelbes Ol; Ry= 0.54 (‘Hex/EtOAc, 1:1), Ry= 0.29 (“Hex/EtOAc, 2:1).

Charakteristische NMR-Signale zur Bestimmung des Isomerenverhéltnisses:

300 MHz-'"H-NMR (CDCl5): [§/ppm] = 6.35 (d, 1H, *Ji1.2 = 3.7 Hz, H1-Ara"™), 6.32 (d,
1H, *Ju1m2 = 2.6 Hz, H1-Ara?™), 6.16 (sp, 1H, H1-Ara®™), 5.63 (d, 1H, *Ji1.112 = 7.0 Hz,
H1-Ara®"™").
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Lit.:* 400 MHz-'H-NMR (CDCLy): [8ppm] = 6.32 (H1-Ara®™), 6.28 (H1-Ara"™),
6.14 (H1-Ara®"™), 5.63 (/i1 = 6.8 Hz, HI-Ara®™).
Ci13H1509 (318.3)

Ethyl-2,3,4-tri-0—acetyl-1-thio-oc,B-D-arabinopyranosid[199’ #1 ynd
Ethyl-2,3,5-tri-O-acetyl-1-thio-o,-D-arabinofuranosid (22)
(a,B-AcsAra-SEt) sgt A

0.
WZDAC + SEt
OAc OAc
AcO

In 500 ml absol. Dichlormethan werden 65.5g (max. AcO

199.8 mmol) des leicht verunreinigten Isomerengemischs von a,3-AcsAra-OAc (21) geldst
und zusammen mit etwa 12 g Molekularsieb (4 A) unter einer Argonatmosphire 15 min
bei Raumtemp. geriihrt. Man fiigt 23 ml (19.1 g, 307.3 mmol, 1.5 Aquiv.) Ethanthiol hinzu
und riihrt die Mischung weitere 15 min bei Raumtemperatur. Der Ansatz wird auf — 30 °C
abgekiihlt, tropfenweise mit 63 ml (71.2 g, 501.6 mmol, 2.5 Aquiv.) Bortrifluorid-Diethyl-
etherat versetzt und 16 h bei — 25 °C unter einer Argonatmosphére geriihrt. Anschliefend
wird das Molekularsieb abfiltriert und griindlich mit Dichlormethan gewaschen. Das Filtrat
gieft man unter krédftigem Riihren vorsichtig auf eine Mischung aus 300 g Eis und
300 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und neutralisiert das Gemisch nach
Abklingen der Gasentwicklung mit festem Natriumhydrogencarbonat. Die organische
Phase wird abgetrennt und die wissrige Phase dreimal mit je 100 ml Dichlormethan
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Magnesiumsulfat getrocknet.
Man entfernt das Losungsmittel i. Vak. und reinigt den Riickstand durch Flash-
chromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 4:1), wobei man ein Isomeren-
gemisch erhdlt. Fiir analytische Zwecke lassen sich durch erneute flashchromatographische
Reinigung von 300 mg des Gemischs sowohl eine Fraktion reines o-Pyranosid als auch

eine Fraktion reines o-Furanosid erhalten.

Gesamtausbeute: 28.5 g (89.0 mmol, 45 % bezogen auf D-Arabinose), Lit.:**'! 83 % reines
o, B-Pyranosid, Lit.:""** 49 % reines o, B-Pyranosid; gelbliches Ol.

a-Pyranosid (22a): farbloser amorpher Feststoff; [a]f)o =+ 13 (¢ = 1.00, CHCLy), Lit.:*!
[ =+ 4 (c=1.0, CHCL); R;= 0.40 (‘Hex/EtOAc, 2:1).

300 MHz-'"H-NMR (CDCl3): [8ppm] = 5.26 (m., 1H, H4-Ara), 520 (t', 1H, *Jipm
~Juam3 ~ 8.6 Hz, H2-Ara), 5.04 (dd, 1H, *Jy3 10 = 8.8 Hz, *Juzne = 3.3 Hz, H3-Ara), 4.49
(d, 1H, *Juim = 8.5 Hz, Hl-Ara), 4.07 (dd, 1H, *Jusens = 3.7 Hz, “Jusanso = 12.9 Hz,
H5a-Ara), 3.63 (dd, 1H, *Juspus = 1.8 Hz, 2Juspusa = 12.9 Hz, H5b-Ara), 2.77-2.59 (m, 2H,
CH,-Et), 2.10, 2.05, 2.00 (3 x s, 9H, CH3-Ac), 1.24 (t, 3H, °J = 7.5 Hz, CH3-Et).
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75.5 MHz-">C-NMR [BB, DEPT] (CDCl3): [8/ppm] = 170.25, 169.98, 169.53 (C=0-Ac),
81.86 (Cl-Ara), 70.77, 68.13, 67.86 (C2-Ara, C3-Ara, C4-Ara), 66.11 (C5-Ara), 24.51
(CH,-Et), 20.90, 20.81, 20.66 (CHs-Ac), 14.77 (CH;-Et).
ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] = 343.2 ([M+Na]’, ber.: 343.1), 359.2 ([M+K]", ber.:
359.1), 384.2 ([M+Na+CH3;CN]", ber.: 384.1).
C13H2007S (320.4) ber.. C48.74 H629 S10.01

gef: C48.79 H631  S10.08
a-Furanosid (22¢): farbloses Ol; [ =+ 153 (c = 1.00, CHCl3); Ry= 0.44 (‘Hex/EtOAc,
2:1).
400 MHz-"H-NMR ['H-'"H-COSY] (CDCl3): [8/ppm] = 5.32 (s, 1H, Hl-Ara), 5.09 (m,,
1H, H2-Ara), 5.01 (m,, 1H, H3-Ara), 4.40-4.35 (m, 2H, H5a-Ara {4.39}, H4-Ara {4.37}),
4.26 (m,, 1H, H5b-Ara), 2.75-2.58 (m, 2H, CH,-Et), 2.09, 2.09, 2.08 (3 x s, 9H, CH3-Ac),
1.28 (t, 3H, °J = 7.4 Hz, CH3-Et).
100.6 MHz-"C-NMR [BB, HSQC, HMBC] (CDCl3): [8ppm] = 170.50, 169.97, 169.61
(C=0-Ac), 87.67 (Cl-Ara), 81.89 (C2-Ara), 79.47 (C4-Ara), 77.26 (C3-Ara), 62.76
(C5-Ara), 25.19 (CH,-Et), 20.70, 20.67 (CHs-Ac), 14.68 (CHs-Et).
ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] = 343.2 ([M+Na]’, ber.: 343.1), 359.2 ([M+K]", ber.:
359.1), 384.2 ([M+Na+CH3;CN]", ber.: 384.1).
C13H2007S (320.4)

199, 231]

Ethyl-1-thio-o.,B-D-arabinopyranosid' und

HO
Ethyl-1-thio-o.,3-D-arabinofuranosid (23) Wz)'sft . O .Skt
OH ;lo"'
(a,B-Ara-SEt) HO e

Eine Losung von 28.5 g (89.0 mmol) des Isomerengemischs von a,B-AcsAra-SEt (22) in
400 ml Methanol wird unter Riihren so lange mit Natriummethanolat versetzt, bis ein
pH-Wert von 10.0 erreicht ist. Man riihrt die Reaktionsmischung 16 h bei Raumtemp. und
neutralisiert sie anschliefend durch Zugabe von saurem Ionenaustauscher Amberlyst”™ 15.
Der Ionenaustauscher wird abfiltriert und mit Methanol gewaschen. Das Filtrat wird
1. Vak. vom Losungsmittel befreit. Nach einmaliger Kodestillation mit Dichlormethan und
Trocknung des Riickstands i. Hochvak. wird dieser ohne Reinigung und Charakterisierung

in die néchste Reaktion eingesetzt.

Rohausbeute: 18.3 g, Lit.:[1?% 21 quant.; gelbes Ol; Ry=0.42 (CH,Cl,/MeOH, 5:1).
C7H1404S (194.2)
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Ethyl-2,3,4-tri-O-benzyl-1-thio-a,B-D-arabinopyranosid'”” und
Ethyl-2,3,5-tri-O-benzyl-1-thio-o.,3-D-arabinofuranosid (24)
(o, 3-BnsAra-SEt) e B0

O,
L om SEt
JBn OBn
BnO

Eine Losung von 18.3 g (max. 89.0 mmol) des rohen BnO

Isomerengemischs von a,fB-Ara-SEt (23) in 500 ml N,N-Dimethylformamid kiihlt man
auf 0 °C ab und versetzt sie unter einer Argonatmosphire portionsweise mit insgesamt
23.5 g (587.5 mmol, 2.2 Aquiv. pro OH-Gruppe) einer 60%igen Dispersion von Natrium-
hydrid in Mineralol. Die Kiihlung wird entfernt und die zdhe Mischung 1h bei
Raumtemp. geriihrt, bevor man sie erneut auf 0 °C abkiihlt. Man versetzt den Ansatz
tropfenweise mit 35 ml (50.1 g, 292.6 mmol, 1.1 Aquiv. pro OH-Gruppe) Benzylbromid in
50 ml N,N-Dimethylformamid, l4sst ihn auf Raumtemp. erwérmen und riihrt ihn 16 h unter
einer Argonatmosphére. AnschlieBend werden 50 ml Methanol sehr langsam zugegeben,
und das Losungsmittel wird i. Hochvak. entfernt. Der Riickstand wird viermal mit je 40 ml
Toluol kodestilliert, in 300 ml Dichlormethan aufgenommen und mit 100 ml Wasser
versetzt. Man schiittelt aus, trennt die organische Phase ab und wéscht diese zweimal mit je
100 ml Wasser. Die vereinigten wéssrigen Phasen werden zweimal mit je 100 ml
Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit Magnesiumsulfat
getrocknet. Man entfernt das Losungsmittel 1. Vak. und reinigt den Riickstand durch
Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 20:1). Dabei wird neben

einem Isomerengemisch eine Fraktion reines a-Pyranosid erhalten.

Gesamtausbeute: 32.4¢g (69.7mmol, 78 % bezogen auf 22, 35% bezogen auf
D-Arabinose), Lit.:!'* 88 % reines o, B-Pyranosid.

Isomerengemisch: 14.0 g (30.1 mmol, 34 % bezogen auf 22); gelbliches Ol.

o-Pyranosid (24a): 18.4 g (39.6 mmol, 44 % bezogen auf 22, 20 % bezogen auf
D-Arabinose); gelbliches Ol; [0{]22 =+22 (¢ =1.00, CHCI3), Lit.:*! [05]25 =+21(c=1.0,
CHCL); Ry= 0.63 (‘Hex/EtOAc, 2:1), R;=0.29 (‘Hex/EtOAc, 4:1).

300 MHz-"H-NMR (CDCls): [0ppm] = 7.37-7.24 (m, 15H, Hu-Ph), 4.79-4.56 (m, 7H,
CHx-Bn {4.77, 4.73, 4.69, 459, 4xd, “J=10.7Hz, *J=11.8Hz, *J=12.8 Hz,
*J=129Hz}, Hl-Ara {4.57, d, Juim=7.0Hz}), 4.16 (dd, 1H, *Jys.m =4.8 Hz,
*Jusans = 12.1 Hz, H5a-Ara), 3.83-3.75 (m, 2H, H2-Ara {3.81, t, “Juom = Juoms
~7.2 Hz}, H4-Ara {3.76, m.}), 3.59 (dd, 1H, *Jus > = 7.5 Hz, *Juz.na = 3.1 Hz, H3-Ara),
3.35 (dd, 1H, *Jusp.us = 1.8 Hz, “Juspusa = 12.1 Hz, H5b-Ara), 2.79-2.60 (m, 2H, CH,-Et),
1.28 (t, 3H, >J = 7.4 Hz, CH;-Et).

75.5 MHz-"*C-NMR [BB, DEPT] (CDCls): [&/ppm] = 138.30, 138.23 (Cipso-Ph), 128.39,
128.36, 128.18, 127.85, 127.77, 127.67, 127.64 (C,np-Ph), 84.67 (Cl-Ara), 79.29
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(C3-Ara), 78.00 (C2-Ara), 74.60 (CH,-Bn), 72.40 (C4-Ara), 72.19, 71.04 (CH,-Bn), 63.90
(C5-Ara), 25.29 (CH,-Et), 15.09 (CH;-Et).
ESI-MS (Geriit 1, positiv): [m/z] = 487.3 ((M+Na]", ber.: 487.2),
503.2 (IM+K]", ber.: 503.2).
CasH3,04S (464.6) ber.. C72.38 H6.94 S6.90
gef: C7239 H684 S6.87

5.2.4 Die Synthese des Galactose-Bausteins

1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-o-D-galactopyranose (26)1**!

. o _OH
(a-1,2:3,4-'Prn-Gal) >§) 0
2

Eine Suspension von 60.0 g (333 mmol) D-Galactose (25) und 134.0g

(840 mmol) wasserfreiem Kupfer(Il)-sulfat in 1000 ml Aceton wird mit 8 ml konz.
Schwefelsdure versetzt und 24 h bei Raumtemp. geriihrt. Man filtriert das Kupfer(II)-sulfat
iiber Hyflo® ab, wischt griindlich mit Aceton nach, neutralisiert das Filtrat mit Calcium-
hydroxid und filtriert die Mischung erneut iiber eine diinne Schicht Hyflo®. Das Aceton
wird 1. Vak. entfernt und der Riickstand i. Hochvak. getrocknet und ohne Reinigung und

Charakterisierung weiter umgesetzt.

Rohausbeute: 88.8 g, Lit.:1**! 76-92 %; gelb-braunes OI; R;=0.35 (‘Hex/EtOAc, 1:2).
C12H2006 (260.3)

6-0-Benzyl-1,2:3,4-di-O-isopropyliden-a-D-galactopyranose (27)17°

. O _OBn
(a-6-Bn-1,2:3,4-'Prn-Gal) >§) 0
2

Eine Losung von 88.8 g (max. 333 mmol) rohem o-1,2:3,4-Prn-Gal (26) in

500 ml N,N-Dimethylformamid wird auf 0 °C abgekiihlt und unter einer Argonatmosphére
portionsweise mit insgesamt 20.4 g (510 mmol, 1.5 Aquiv.) einer 60%igen Dispersion von
Natriumhydrid in Mineral6l versetzt. Man entfernt die Kiithlung und riihrt den Ansatz 1 h
bei Raumtemperatur. AnschlieBend wird die Reaktionsmischung erneut auf 0 °C
abgekiihlt und eine Losung von 61.0 ml (87.2 g, 510 mmol, 1.5 Aquiv.) Benzylbromid
in 100 ml N,N-Dimethylformamid zugetropft. Man ldsst die Mischung auf Raumtemp.
erwarmen und rithrt sie 16 h. Nach Zugabe von 8 ml Methanol wird das Losungsmittel
1. Hochvak. entfernt und der Riickstand dreimal mit je 80 ml Toluol kodestilliert, in

600 ml Dichlormethan aufgenommen und mit 100 ml Wasser versetzt. Man schiittelt aus,
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trennt die organische Phase ab, wiéscht diese zwei weitere Male mit je 100 ml Wasser
und trocknet sie mit Magnesiumsulfat. Das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt und
der Riickstand durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 10:1)
gereinigt. Das resultierende — noch leicht verunreinigte — Produkt wird ohne

Charakterisierung weiter zu Verbindung 28 umgesetzt.

Ausbeute: 72.6 g (max. 207 mmol, max. 62 % bezogen auf D-Galactose, leicht ver-
unreinigt), Lit.:'**% 84 %; gelbes Ol; Ry= 0.52 (‘Hex/EtOAc, 5:1).
C19H2606 (350.4)

6-0-Benzyl-a,B-D-galactopyranose (28)

(a,B-6-Bn-Gal) HO&&WOH

Eine Losung von 72.6 g (207 mmol) a-6-Bn-1,2:3.4-Prn-Gal (27) in 1500 ml 60%iger
Essigsdure wird 4 h bei einer Temperatur von 80 °C bis 90 °C geriihrt. AnschlieBend wird
das Essigsdure-Wasser-Gemisch 1. Hochvak. entfernt und der Riickstand so oft mit Toluol
kodestilliert, bis kein Geruch nach Essigsdure mehr wahrnehmbar ist. Das resultierende
Rohprodukt ist ausreichend rein fiir die folgende Reaktion und wird daher ohne Reinigung

und Charakterisierung weiter umgesetzt.

Rohausbeute: 64.5 g, Lit:>" 87% nach Chromatographie; gelbes Ol; Ry=0.19
(EtOAC/EtOH, 10:1).
Ci3H506 (270.3)

1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-O-benzyl-a,-D-galactopyranose (29)%

AcO _OBn
(o,B-6-Bn-Acs3Gal-OAc) Acogﬁw OAc
OAc

Man kiihlt eine Losung von 64.5 g (max. 207 mmol) rohem o,B3-6-Bn-Gal (28) in
600 ml Pyridin auf 0 °C ab, gibt eine Spatelspitze 4-Dimethylaminopyridin hinzu und
tropft anschlieBend 300 ml Essigsdureanhydrid zu. Die Kiihlung wird entfernt und der
Ansatz 15 h bei Raumtemp. geriihrt. AnschlieBend werden Pyridin sowie iiberschiissiges
Essigsdureanhydrid i. Hochvak. entfernt. Der Riickstand wird sechsmal mit je 60 ml Toluol
kodestilliert und durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 3:1)
gereinigt, wobei ein Gemisch der beiden Anomere erhalten wird (o:f =2:3, mittels

NMR-Spektroskopie bestimmt).
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Ausbeute: 81.4 g (186 mmol, 90 % bezogen auf 27), Lit.:™>% 85 %, 74 % bezogen auf 27;
gelbes Ol; Ry (a-Anomer) = 0.47 (‘Hex/EtOAc, 1:1), Ry (B-Anomer) = 0.43 (“Hex/EtOAc,
1:1).

300 MHz-"H-NMR (CDCl3): [&ppm] = 7.34-724 (m, 10H, Ha-Ph), 6.34 (d, 1H,
i = 2.9 Hz, H1-Gal%), 5.67 (d, 1H, *Ju.1m = 8.5 Hz, H1-GalP), 5.55 (sp, 1H, H4-Gal®),
5.49 (dy, 1H, *Juaus = 2.6 Hz, H4-GalP), 5.32-5.25 (m, 3H, H2-Gal®, H2-Gal’, H3-Gal®),
5.05 (dd, 1H, *Jusun = 10.5 Hz, *Jiss = 3.5 Hz, H3-Gal®), 4.52 (d, 2H, 2J=11.8 Hz,
CH,-Bn), 4.40-4.35 (m, 2H, CH,-Bn {2 x d, 4.38, 4.37, ’J=12.1 Hz, ’J = 12.2 Hz}), 4.27
(to, 1H, *Jiss eab = 6.6 Hz, H5-Gal®), 3.97 (t», 1H, *Jusnew = 6.6 Hz, H5-Gal®), 3.56-3.37
(m, 4H, H6a-Gal®, H6b-Gal®, H6a-Gal®, H6b-Gal’), 2.12, 2.08, 2.03, 2.01, 1.99, 1.97, 1.96
(7 x s, 24H, CH;3-Ac).

ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] = 461.3 ((M+Na]", ber.: 461.1).

Ca1Ha6010 (438.4)

2,3,4-Tri-0-acetyl-6-O-benzyl-o,,3-D-galactopyranose (30)1**

(o, B-6-Bn-Ac3;Gal-OH) AcO _OBn
Acoggo ~OH

Methode A:**] e

Einer Losung von 13.17 g (30.0 mmol) a,B-6-Bn-AcsGal-OAc (29) in 130 ml N,N-Di-
methylformamid werden unter einer Argonatmosphire 4.13 g (44.8 mmol, 1.5 Aquiv.)
Hydrazinacetat zugesetzt. Man riihrt die Reaktionsmischung 2 h bei Raumtemp. und
entfernt dann das Losungsmittel im Hochvakuum. Der Riickstand wird dreimal mit je
25 ml Toluol kodestilliert und in 250 ml Ethylacetat aufgenommen. Man wischt die
Losung nacheinander mit 50 ml Wasser, 50 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-
Losung und ein weiteres Mal mit 50 ml Wasser. Die vereinigten wiassrigen Phasen werden
viermal mit je 50 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
mit Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Ldsungsmittel befreit. Der Riickstand
wird durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt
und das resultierende Reinprodukt ohne vollstaindige Charakterisierung der nachfolgenden

Umsetzung zum entsprechenden Trichloracetimidat 31 unterworfen.
Ausbeute: 6.22 g (15.7 mmol, 52 %), Lit.:**1 69 %.

Methode B:
Man versetzt eine Losung von 3.60 ml (3.20 g, 53.3 mmol, 1.9 Aquiv.) Ethylendiamin
in 50 ml Tetrahydrofuran langsam mit 3.58 ml (3.72 g, 62.0 mmol, 1.2 Aquiv. bezogen

auf Ethylendiamin) Essigsédure, wobei sich ein farbloser Niederschlag abscheidet. Zu
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dieser Mischung wird eine Losung von 12.60 g (28.7 mmol) a,B-6-Bn-Ac;Gal-OAc (29)
in 40 ml Tetrahydrofuran getropft und der Ansatz 18 h bei Raumtemp. geriihrt.
AnschlieBend filtriert man den Feststoff ab und verdiinnt das Filtrat mit 40 ml Wasser und
80 ml Dichlormethan. Die organische Phase wird abgetrennt, nacheinander mit 70 ml
2 M Salzsdure, 70 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und 40 ml Wasser
gewaschen und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Entfernung der Losungsmittel
i. Vak. wird der Riickstand durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel:
‘Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt und das resultierende Reinprodukt ohne vollstindige
Charakterisierung in die nachfolgende Umsetzung zum entsprechenden Trichloracet-

imidat 31 eingesetzt.
Ausbeute: 8.10 g (20.4 mmol, 71 %).

farbloser amorpher Feststoff; R,=0.31 bzw. 0.28 (“Hex/EtOAc, 1:1).
ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] = 419.3 ((M+Na]", ber.: 419.1),

435.1 (IM+K]", ber.: 435.1).
Ci9H2409 (396.4)

2,3,4-Tri-0O-acetyl-6-O-benzyl-o-D-galactopyranosyl-trichloracetimidat (3 1)234- 2401
(a-6-Bn-Ac3;Gal-OC(NH)CCls)

AcO _OBn
0
AcO
Zu einer Losung von 6.22 g (15.7 mmol) a,B-6-Bn-Ac;Gal-OH (30) in ACOOYCCI3
NH

40 ml absol. Dichlormethan werden unter einer Argonatmosphére 11.34 g
(78.5 mmol, 5.0 Aquiv.) Trichloracetonitril und 10 Tropfen 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-
7-en gegeben. Man riihrt die Reaktionsmischung 3’2 h bei Raumtemp. unter einer Argon-
atmosphére und entfernt dann das Losungsmittel sowie iiberschiissiges Trichloracetonitril
im Vakuum. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt durch Flashchromatographie an
Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 7:2), wobei ausschlieBlich das reine o-Anomer

erhalten wird.

Ausbeute: 8.03 g (14.8 mmol, 95 %, 30 % bezogen auf D-Galactose), Lit.:** g6 %:;
farbloser amorpher Feststoff; [a]; =+76 (c=1.00, CHCly), Lit.**" [a]} =+ 69
(¢=0.38, CHCly), Lit:**" [a]} =+76 (c=1.0, CHCL); R;=0.43 (‘Hex/EtOAc, 1:1),
R;=0.24 (‘Hex/EtOAc, 3:1), R/= 0.20 (‘Hex/EtOAc, 7:2).

400 MHz-"H-NMR ['H-'"H-COSY] (CDCl3): [&ppm] = 8.60 (s, 1H, NH), 7.32-7.22 (m,
5H, Har-Ph), 6.55 (d, 1H, *Ju1 1o = 3.5 Hz, H1-Gal), 5.61 (d, 1H, *Juans = 3.2 Hz, H4-Gal),
5.40 (dd, 1H, *Jus 2 = 10.9 Hz, *Jus.ne = 3.2 Hz, H3-Gal), 5.32 (dd, 1H, *Jio = 3.5 Hz,
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3 Jiams = 10.8 Hz, H2-Gal), 4.51 (d, 1H, %/ =12.1 Hz, CH,-Bn), 4.40-4.35 (m, 2H, H5-Gal
{438}, CHy-Bn {4.37, d, 2J = 12.1 Hz}), 3.52 (dd, 1H, *Jugans = 5.7 Hz, “Jussanier = 9.6 Hz,
H6a-Gal), 3.44 (dd, 1H, *Jugpus = 7.2 Hz, *Jiebneo = 9.6 Hz, H6b-Gal), 2.03, 1.99, 1.99
(3 x s, 9H, CH3-Ac).
100.6 MHz-"C-NMR [BB, HMQC] (CDCly): [&ppm] = 170.08, 169.95, 169.86
(C=0-Ac), 160.99 (C=NH), 137.37 (Cipso-Ph), 128.39, 127.85, 127.80 (C,,.,-Ph), 93.67
(C1-Gal), 73.38 (CH,-Bn), 70.04 (C5-Gal), 67.77, 67.64 (C3-Gal, C4-Gal), 67.10, 67.06
(C2-Gal, C6-Gal), 20.64, 20.51 (CHs-Ac).
ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] = 562.3 ((M+Na]", ber.: 562.0),
603.3 ((IM+CH3CN+Na]", ber.: 603.1).

C21H24C1sNOy (540.8) ber.. C46.64 H447 N2.59

gef: C46.73 H4.52 N2.56

5.2.5 Die Synthese des Neuraminsiure-Bausteins

Methyl-5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-a,B-D-galacto-non-2-ulo-
241]

pyranosonat (33)! OH COOMe
HO OH
(c,B-NeuSAcCOOMe) Wo”

Eine Suspension von 20.0 g (64.7 mmol) N-Acetyl-D-neuraminsdure (32) in 1000 ml
Methanol wird mit 15.0 g saurem Ionenaustauscher Dowex” 50WX8-200 versetzt und 45 h
bei Raumtemp. geschiittelt. AnschlieBend dekantiert man die iiberstehende Losung vom
Ionenaustauscher ab, filtriert sie und wischt mit Methanol nach. Der Ionenaustauscher
wird drei weitere Male mit je 250 ml Methanol geschiittelt und durch Dekantieren von der
tiberstehenden Losung abgetrennt, beim dritten Mal dann abfiltriert und mit Methanol
gewaschen. Die vereinigten Filtrate werden i. Vak. vom Ldsungsmittel befreit, und der
Riickstand wird ohne Reinigung und Charakterisierung direkt der nachfolgenden

Acetylierung unterworfen.

Ausbeute: 20.5 g (63.4 mmol, 98 %), Lit.:**"! 97 % nach Chromatographie; farbloser
amorpher Feststoff; R,= 0.60 (MeOH).
Ci12H21NOg (323.3)
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Methyl-5-acetamido-2,4,7,8,9-penta-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a.,[3-D-galacto-

non-2-ulopyranosonat (34)1*> >+ aco. bac  CoOMe
C =
(o,B-AcaNeu5AcCOOMe-OAc) WOM

AcO

Man 16st 20.5 g (63.4 mmol) o,B-NeuSAcCOOMe (33) in 400 ml Pyridin und tropft
200 ml Essigsdureanhydrid innerhalb von 30 min zu. Das Reaktionsgemisch wird 64 h bei
Raumtemp. geriihrt und anschlieend von Pyridin und {iberschiissigem Essigsdureanhydrid
1. Hochvak. befreit. Der Riickstand wird zweimal mit je 100 ml Toluol kodestilliert und
durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: CH,Cl,/MeOH, 20:1) gereinigt,
wobei ein — noch leicht verunreinigtes — Gemisch der beiden Anomere erhalten wird,

welches fiir die nachfolgende Umsetzung jedoch geniigend rein ist.

Ausbeute: 38.2 g (quant., leicht verunreinigt), Lit.:***! 97 %, Lit.:***! 88 % bezogen auf
N-Acetyl-D-neuraminsiure; farbloser amorpher Feststoft;

Rs (o-Anomer) =0.36 (CH,Cl,/MeOH, 20:1), R; (B-Anomer)=0.32 (CH,Cl,/MeOH,
20:1), Ry (a-Anomer) = 0.32 (EtOAc/EtOH, 50:1), R, (B-Anomer) = 0.26 (EtOAc/EtOH,
50:1).

FD-MS (positiv): [m/z] = 534.1 ((M+H]", ber.: 534.2).

C»H3NOy4 (533.5)

O-Ethyl-S-[methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-

244]

a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)onat]dithiocarbonat (36)! PA%ac  COOMe

AcO

(0-AcsNeuSAcCOOMe-Xan) sl o

Bei 0 °C werden 38.2 g (max. 63.4 mmol) leicht verunreinigtes o.,3-AcsNeuSAcCOOMe-
OAc (34) in 500 ml Acetylchlorid gelost. Man gibt 0.5 ml Wasser hinzu, entfernt die
Kiithlung und riihrt den Ansatz bei Raumtemp. 4 d. AnschlieBend wird iiberschiissiges
Acetylchlorid i. Vak. entfernt und der Riickstand viermal mit je 100 ml Toluol kodestilliert
und 1. Hochvak. getrocknet (R,= 0.38 (EtOAc/EtOH, 50:1)).

Das rohe Neuraminsédurechlorid 35 wird in 650 ml Ethanol aufgenommen und unter einer
Argonatmosphire mit 17.3 g (108.0 mmol, 1.7 Aquiv.) Kalium-ethylxanthogenat versetzt.
Man rithrt die Suspension unter Lichtausschluss und einer Argonatmosphire bei
Raumtemp. 2 d, entfernt dann das Losungsmittel i. Vak. und nimmt den Riickstand in
600 ml Dichlormethan auf. Diese Losung wird dreimal mit je 300 ml Wasser gewaschen.
Die vereinigten wéssrigen Phasen extrahiert man dreimal mit je 300 ml Dichlormethan.
Die vereinigten organischen Phasen trocknet man mit Magnesiumsulfat und befreit

sie 1. Vak. vom Losungsmittel. Das resultierende Rohprodukt wird durch zweimalige
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Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: EtOAc bzw. “Hex/EtOAc, 1:2) gereinigt.
Dabei wird ein Gemisch aus dem gewiinschten Xanthogenat 36 und dem Eliminierungs-
produkt 37 erhalten (Xan:Glycal = 5:1, mittels NMR-Spektroskopie bestimmt), die sich
flashchromatographisch nicht trennen lassen. Da das Eliminierungsprodukt allerdings auch
im Laufe der sich anschlieBenden Sialylierungsreaktionen gebildet wird und diese nicht
negativ beeinflusst, kann an dieser Stelle auf eine weitere, aufwendige Reinigung
verzichtet werden, sofern im Folgenden der Grad der Verunreinigung bei der Ansatz-
berechnung beriicksichtigt wird (Gehalt an Xanthogenat in der Mischung = 86 Gew.-%).
Fiir analytische Zwecke kann durch préparative RP-HPLC reines Produkt erhalten werden
(R, = 50-52 min, Sdule: Luna-2, Gradient: Prép-1).

Ausbeute (Das Eliminierungsprodukt ist bereits — entsprechend der obigen Angaben —
herausgerechnet.): 20.2 g (33.9 mmol, 54 % bezogen auf 33, 52 % bezogen auf N-Acetyl-

D-neuraminsiure), Lit.:.** 71 % bezogen auf 34; farbloser amorpher Feststoff.

Analytische Daten des Reinprodukts:

[a]? =+ 78 (c=1.00, CHCly), Lit.:** [¢[J** =+ 79 (¢ =1, CHCl3); R;=0.29 (EtOAc),

R;=0.14 (‘Hex/EtOAc, 1:2); R, =27 min (S&ule: Luna-1, Gradient: Ana-1).

300 MHz-"H-NMR (CDCl3): [§ppm] = 5.31-5.24 (m, 3H, NH-Sia, H7-Sia, H8-Sia),

4.90-4.73 (m, 2H, H4-Sia {4.86, dt', *Jusmssq =43 Hz, *Juspsax = Juaps ~ 10.9 Hz},

CHo-Et {4.78})), 4.56-4.46 (m, 2H, H6-Sia, CHy-Et), 4.30 (dd, 1H, Jioans = 2.4 Hz,

*Jra10o = 12.3 Hz, H9a-Sia), 4.17 (dd, 1H, *Jyopus = 5.3 Hz, “Jroproa = 12.3 Hz, H9b-Sia),

4.00 (q", 1H, *Juspa = *Jusme = “Jusnu = 10.4 Hz, H5-Sia), 3.77 (s, 3H, COOCH3), 2.60

(dd, 1H, *Jiziqmsax = 12.9 Hz, *Jizaqns = 4.4 Hz, H35-Sia), 2.12, 2.10 (2 x s, 6H, CH3-Ac),

2.02-1.98 (m, 7H, H3,-Sia, CHs-Ac {2.00, s}), 1.87 (s, 3H, CHs-Ac), 1.34 (t, 3H,

’J=17.2 Hz, CHs-Et).

75.5 MHz-*C-NMR [BB, DEPT] (CDCls): [&ppm] = 207.16 (C=S), 170.81, 170.50,

170.16, 170.11, 170.05 (C=0-Ac), 168.63 (C1-Sia), 86.50 (C2-Sia), 75.07 (C6-Sia), 70.44

(CHy-Et), 70.04 (C8-Sia), 68.78 (C4-Sia), 67.65 (C7-Sia), 61.98 (C9-Sia), 53.28

(COOCH3), 49.23 (C5-Sia), 37.10 (C3-Sia), 23.16, 21.03, 20.79, 20.75, 20.72 (CHs-Ac),

13.30 (CH;-Et).

ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] = 618.0 ((M+Na]", ber.: 618.1).

C13H33NO 1385 (595.6) ber.. C46.38 H5.58 N235 S10.77
gef: C4631 HS552 N250 S10.77
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5.2.6 Die Synthese des Cyclohexylmilchsiure-Bausteins

(R)-2-Hydroxy-3-phenylpropansiure (39)124>- 2461 coOH

Zu einer Losung von 25.1 g (152 mmol) D-Phenylalanin (38) in 135 ml é "
1.25 M Schwefelsdure wird bei 0°C eine Losung von 21.0 g (304 mmol,

2.0 Aquiv.) Natriumnitrit in 105 ml Wasser innerhalb von 1 h zugetropft. Man entfernt die
Kiihlung und riihrt die Reaktionsmischung bei Raumtemp. 19 h, bevor sie erneut auf 0 °C
abgekiihlt und eine Losung von 10.5 g (152 mmol, 1.0 Aquiv.) Natriumnitrit in 50 ml
Wasser innerhalb von 30 min zur Vervollstindigung der Reaktion zugetropft wird. Der
Ansatz wird weitere 6 d bei Raumtemp. geriihrt. AnschlieBend versetzt man die Mischung
mit 200 ml Diethylether, worauf sich der abgeschiedene Feststoff 16st. Man schiittelt aus
und trennt die Phasen. Die wissrige Phase wird weitere 16 Mal mit je 100 ml Diethylether
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen werden mit Magnesiumsulfat getrocknet,
und das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt. Man nimmt den Riickstand in Ethylacetat auf
und gibt so lange Hexan zu, bis das Produkt kristallin ausféllt. Es wird abfiltriert, das
Filtrat i. Vak. eingeengt und der Riickstand nochmals in Ethylacetat gelost und mit Hexan

versetzt, wobei weiteres Produkt auskristallisiert.

Ausbeute: 16.0 g (96.3 mmol, 63 %), Lit.:**1 70 %, Lit.:** 75 %; farblose feine Nadeln;
Schmp.: 120 °C, Lit.:?*! 123-124 °C, Lit.:**) 126.0-126.5 °C; [a]}) =+ 18 (¢ =1.00,

MeOH), [a]) =+21 (c=2.00, H,0), Lit.:** [a]} =+21 (¢=2.00, H0); R;=0.43
(EtOAc/AcOH, 20:1).
300 MHz-"H-NMR (CD;OD): [&ppm] = 7.27-7.17 (m, 5H, Ha-Ph), 4.33 (dd, 1H,
3J=44Hz, °J=8.1Hz, CHCOOH), 3.10 (dd, 1H, *J=44Hz J=14.0Hz,
CH,,CHCOOH), 2.89 (dd, 1H, *J = 8.1 Hz, %J = 14.0 Hz, CH,,CHCOOH).
75.5 MHz-"*C-NMR [BB] (CD;OD): [§/ppm] = 177.11 (C=0), 138.83 (Cipso-Ph), 130.53,
129.19, 127.48 (C,,-Ph), 72.72 (CHCOOH), 41.56 (CH,CHCOOH).
FD-MS (positiv): [m/z] =166.1 (IM]", ber.: 166.1).
CoH 005 (166.2) ber.: C65.05 H6.07

gef: C65.01 H6.15
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(R)-2-Hydroxy-3-phenylpropansiuremethylester (40)1% oo
e

Eine Mischung aus 15.6 g (93.9 mmol) (R)-2-Hydroxy-3-phenylpropan- é o
sdure (39) und 7.5 g saurem lonenaustauscher Dowex® 50WX8-200 in 750 ml

Methanol wird 6 d bei Raumtemp. geschiittelt. Die {iberstehende Losung wird abdekantiert
und filtriert. Der lonenaustauscher wird drei weitere Male mit je 250 ml Methanol
geschiittelt und durch Dekantieren von der iiberstehenden Losung abgetrennt. Man entfernt
das Losungsmittel i. Vak. und reinigt den Riickstand durch Flashchromatographie an
Kieselgel tiber eine kurze Sdule (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 2:1).

Ausbeute: 16.7 g (92.7 mmol, 99 %), Lit.:[*% quant.; farbloser wachsartiger Feststoff;
[a]7 =+ 8 (c=1.00, CHCL), Lt [a]} =+ 7 (c=1.0, CHCLy), Lit**¥ [a]) =+7
(¢ =2, CHCly); Ry= 0.40 (‘Hex/EtOAc, 2:1), R;= 0.10 (‘Hex/EtOAc, 7:1).
300 MHz-"H-NMR (CDCls): [Sppm] = 7.32-7.19 (m, 5H, Ha-Ph), 4.44 (dd, 1H,
3J=44Hz, *J=7.0Hz, CHCOOMe), 3.75 (s, 3H, COOCH;), 3.11 (dd, IH,
3J=4.4Hz, *J=14.0Hz, CH,,CHCOOMe), 2.95 (dd, 1H, *J=7.0Hz, *J=14.0 Hz,
CH,,CHCOOMe), 2.74 (sy, 1H, OH).
75.5 MHz-"C-NMR [BB] (CDCly): [dppm] = 17450 (C=0), 136.26 (Cipso-Ph),
129.39, 128.36, 126.83 (Com,-Ph), 71.22 (CHCOOMe), 52.36 (COOCH;), 40.49
(CH,CHCOOMe).
FD-MS (positiv): [m/z] =180.1 (IM]", ber.: 180.1).
C10H1,0; (180.2) ber.: C66.65 H6.71

gef.: C66.70 H6.73

(R)-2-Hydroxy-3-cyclohexylpropansiuremethylester (41)!**2*"] COOMe

Eine Losung von 16.5 g (91.6 mmol) (R)-2-Hydroxy-3-phenylpropansiure- j >
methylester (40) in einer Mischung aus 125 ml Tetrahydrofuran und 125 ml

Wasser wird durch sechsmaliges Evakuieren mittels einer Membranpumpe und Fluten mit
Argon griindlich entgast. Man gibt unter einer Argonatmosphédre 0.7 g Rhodium auf
aktiviertem Aluminiumoxid (5 %) hinzu, entgast die Mischung erneut griindlich und flutet
zuletzt mit Wasserstoff. Unter einer Wasserstoffatmosphire wird der Ansatz 14 d bei
Raumtemp. geriihrt, wobei nach 12 d noch einmal 0.7 g des Katalysators sowie 60 ml
Tetrahydrofuran unter einer Argonatmosphére zugegeben werden. Anschliefend filtriert
man den Katalysator iiber Hyflo® ab, wischt griindlich mit Tetrahydrofuran nach und

entfernt die Losungsmittel im Vakuum. Der Riickstand wird durch Flashchromatographie
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an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 7:1) gereinigt, wobei neben dem gewiinschten

Produkt 5.5 g (30.2 mmol, 33 %) der eingesetzten Verbindung 40 erhalten werden.

Ausbeute: 103 g (55.3 mmol, 60 %), Lit.:* 89 %, Lit.:** 929%; farbloses Ol
[@]7 =—1 (c=1.00, CHCL), Lit:?! [a]) =-2 (¢c=1.0, CHCL); R/=0.18
(‘Hex/EtOAc, 7:1).
300 MHz-"H-NMR (CDCl3): [dppm] = 421 (m., 1H, CHCOOMe), 3.74 (s, 3H,
COOCH3), 2.61 (sb, 1H, OH), 1.80 (dy, 1H, °J = 12.9 Hz, CH,,CHCOOMe), 1.64-1.45 (m,
7H, CH,,CHCOOMe, CH-Cyclo, CH,-Cyclo), 1.30-1.04 (m, 3H, CH,-Cyclo), 0.97-0.80
(m, 2H, CH,-Cyclo).
75.5 MHz-"*C-NMR [BB, DEPT] (CDCls): [&/ppm] = 176.39 (C=0), 68.46 (CHCOOMe),
52.41 (COOCH3;), 42.12 (CH,CHCOOMe), 33.93 (CH,-Cyclo), 33.61 (CH-Cyclo), 32.23,
26.44,26.23, 26.00 (CH,-Cyclo).
FD-MS (positiv): [m/z] = 186.1 (IM]", ber.: 186.1).
CioHi305 (186.2) ber.. C64.49 H9.74

gef.: C64.39 H9.77

(R)-2-Trifluormethansulfonyloxy-3-cyclohexylpropansiuremethylester (42)1246-2%1

COOMe
In 350 ml absol. Dichlormethan 16st man 12.0 g (64.4 mmol) (R)-2-Hydroxy-

3-cyclohexylpropansduremethylester (41), kiihlt die Losung auf 0 °C ab und

“OTE

gibt unter einer Argonatmosphire 14.0 ml (23.8 g, 84.4 mmol, 1.3 Aquiv.)

Trifluormethansulfonsdureanhydrid hinzu. Anschliefend werden 9.0 ml (8.3 g, 77.3 mmol,
1.2 Aquiv.) 2,6-Dimethylpyridin (2,6-Lutidin) innerhalb von 15 min zugetropft. Man riihrt
die Reaktionsmischung weitere 30 min bei 0 °C unter einer Argonatmosphére, gief3t sie
dann auf 120 ml einer 1 M Dikaliumhydrogenphosphat-Losung und schiittelt aus. Die
wéssrige Phase wird einmal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden mit Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. bei einer Temperatur
T <32°C vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wird durch ziigig durchgefiihrte
Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 9:1) gereinigt und das

Reinprodukt bei — 25 °C unter einer Argonatmosphére gelagert.

Ausbeute: 18.5 g (58.1 mmol, 90 %, 34 % bezogen auf D-Phenylalanin), Lit.:** 70 %,
Lit.:?*1 86 %; farbloses Ol; [a]}] =+ 42 (¢ =1.00, CHCly), Lit..**"! [a]}) =+ 41 (c=1.0,
CHCL,); Ry= 0.49 (‘Hex/EtOAc, 7:1), R;=0.39 (‘Hex/EtOAc, 9:1).
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300 MHz-"H-NMR (CDCl3): [&ppm] = 5.17 (dd, 1H, *J=42Hz, *J=9.0Hz,
CHCOOMe), 3.82 (s, 3H, COOCH3), 1.95-1.63 (m, 7H, CH,CHCOOMe, CH,-Cyclo),
1.43 (m., 1H, CH-Cyclo), 1.32-1.06 (m, 3H, CH,-Cyclo), 1.03-0.84 (m, 2H, CH,-Cyclo).
75.5 MHz-*C-NMR [BB, DEPT] (CDCls): [&ppm] = 168.13 (C=0), 118.43 (q,
J=1320 Hz, CF3), 81.75 (CHCOOMe), 53.17 (COOCH3), 39.26 (CH,CHCOOMe), 33.40
(CH,-Cyclo), 33.21 (CH-Cyclo), 31.89, 26.11, 25.94, 25.67 (CH,-Cyclo).
ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] =227.1 ((M=Tf+CH3CN+H]", ber.: 227.2).
C11H7F305S (318.3) ber.. C41.51 HS538 S10.07

gef: C41.60 HS546 S9.88

5.3  Die Synthesen der Disaccharide

5.3.1 Die Synthesen der fucosylierten Bausteine

tert-Butyldiphenylsilyl-3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-a-L-fucopyranosyl)-4,6-O-benzyliden-
2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-B-D-gluco-

PhY0
pyranosid (44) T OTBDPS
?oj
(B-3-(a-BnzFuc)-4,6-Bzn-GlcNTroc-OTBDPS) . iBn OBn

Eine Losung von 5.00 g (7.34 mmol) (-4,6-Bzn-GIcNTroc-OTBDPS (7) und 4.23 g
(8.84 mmol, 1.2 Aquiv.) o,B-BnsFuc-SEt (19) in einer Mischung aus 150 ml absol.
Dichlormethan und 150 ml absol. N,N-Dimethylformamid wird mit etwa 5 g Molekular-
sieb (4 A) unter einer Argonatmosphire 1 h bei Raumtemp. geriihrt. Im Argongegenstrom
werden 3.19 g (9.90 mmol, 1.1 Aquiv. bezogen auf 19) trockenes Tetra-n-butylammonium-
bromid und 2.21 g (9.89 mmol, 1.1 Aquiv. bezogen auf 19) trockenes Kupfer(I)-bromid
zugegeben, und die Reaktionsmischung wird 21 h bei Raumtemp. unter Lichtausschluss
und einer Argonatmosphére geriihrt. AnschlieBend filtriert man sie iiber eine diinne Schicht
Hyflo®, wischt dreimal mit je 100 ml Dichlormethan nach und befreit das Filtrat i. Vak.
von Dichlormethan und i. Hochvak. von N,N-Dimethylformamid. Der Riickstand wird
zweimal mit je 75 ml Toluol sowie einmal mit 75 ml Dichlormethan kodestilliert und in
250 ml Dichlormethan aufgenommen. Man wéscht die Losung dreimal mit je 100 ml einer
ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 100 ml einer ges. Natriumchlorid-
Losung und extrahiert die vereinigten wassrigen Phasen dreimal mit je 100 ml Dichlor-
methan. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Magnesiumsulfat getrocknet und

1. Vak. vom Losungsmittel befreit. Das resultierende Rohprodukt wird zunéchst iiber eine
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etwa 10 cm dicke Kieselgelschicht filtriert und dann durch Flashchromatographie an

Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 9:1) gereinigt.

Ausbeute: 6.36 g (5.79 mmol, 79 %); farbloser amorpher Feststoff; [05]24 =—56 (c=1.00,
CHCl;); Ry= 0.60 (‘Hex/EtOAc, 4:1), Ry=0.17 (‘Hex/EtOAc, 9:1).
400 MHz-'"H-NMR ['H-'"H-COSY] (CDCl3): [&ppm] = 7.66-7.65 (m, 2H, Ha-Ph),
7.61-7.59 (m, 2H, Ha-Ph), 7.44-7.22 (m, 26H, Ha-Ph), 5.42 (s, 1H, CH-Bzn), 5.17-5.13
(m, 2H, NH-GIcN {5.16, d, *Jume = 7.8 Hz}, H1-Fuc {5.13, d, *Juim = 3.5 Hz}), 4.90 (d,
1H, *J=11.7Hz, CH,), 4.85-4.80 (m, 3H, CH, {4.84, 481, 2xd, “J=11.8 Hz,
2J=11.0 Hz}, H1-GIcN {4.80}), 4.72, 4.68, 4.63, 4.57, 442 (5xd, 5H, 2J=11.4 Hz,
2x2/=11.7Hz, 2x%J=12.1Hz, CH,), 4.06-3.98 (m, 4H, H5-Fuc {4.06}, H3-GIcN
{4.03}, H2-Fuc {4.03, dd, *Juom = 3.5 Hz, *Jipus = 10.0 Hz}, H6a-GIcN {4.00}), 3.91
(dd, 1H, *Jis 12 = 10.2 Hz, *Jyz g = 2.7 Hz, H3-Fuc), 3.65-3.45 (m, 4H, H6b-GIcN {3.60},
H4-GIcN {3.58}, H4-Fuc {3.54}, H2-GIcN {3.49}), 3.09 (m,, 1H, H5-GlcN), 1.04 (s, 9H,
CH3-Bu), 0.77 (d, 3H, *Jueape.is = 6.2 Hz, H6a,b,c-Fuc).
100.6 MHz-">C-NMR [BB, HMQC] (CDCl3): [&ppm] = 153.71 (C=0-Troc), 138.82,
138.52, 138.46, 137.20 (Cipso-Ph), 135.83, 135.76 (C,,.,-Ph), 133.12, 132.70 (Cipso-Ph),
129.89, 129.77, 128.98, 128.49, 128.34, 128.25, 128.13, 128.07, 127.81, 127.52, 127.45,
127.34, 127.28, 126.10 (C,,n,-Ph), 101.47 (CH-Bzn), 97.74 (C1-Fuc), 95.78 (C1-GIcN),
95.11 (CCls), 80.40 (C4-GlcN), 79.45 (C3-Fuc), 77.70 (C4-Fuc), 77.07 (C2-Fuc), 74.84,
74.63 (CH,), 74.46 (C3-GIcN), 73.56, 73.02 (CH,), 68.48 (C6-GlcN), 66.68 (C5-Fuc),
65.86 (C5-GIcN), 60.99 (C2-GleN), 26.75 (CH3-Bu), 16.21 (C6-Fuc).
ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 1118.3 ((M+Na], ber.: 1118.3),

1134.3 ([M+K]", ber.: 1134.3).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1118.3223 ([M+Na]", ber.: 1118.3312).
Cs59He4C1sNO11Si (1097.6) ber.. C64.56 H588 N1.28

gef: C64.52 HS585 N1.27

Allyl-3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-a-L-fucopyranosyl)-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-

2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-f-D-glucopyranosid (45) Ph0
o)

o
(B-3-(a-BnsFuc)-4,6-Bzn-GlcNTroc-OAll) O\ -OAl
OBn
Bn oOBn

In einer Mischung aus 250ml absol. Dichlormethan und
250 ml absol. N,N-Dimethylformamid werden 5.00 g (10.36 mmol) 3-4,6-Bzn-GlcNTroc-
OAIll (14) und 6.01 g (12.56 mmol, 1.2 Aquiv.) o.,-BnsFuc-SEt (19) zusammen mit etwa

10 g Molekularsieb (4 A) unter einer Argonatmosphire 90 min bei Raumtemp. geriihrt. Im
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Argongegenstrom gibt man 4.50 g (13.96 mmol, 1.1 Aquiv. bezogen auf 19) trockenes
Tetra-n-butylammoniumbromid und 3.09 g (13.83 mmol, 1.1 Aquiv. bezogen auf 19)
trockenes Kupfer(Il)-bromid zu und riihrt die Reaktionsmischung 64 h bei Raumtemp.
unter Lichtausschluss und einer Argonatmosphére. Man filtriert den Ansatz iiber eine
diinne Schicht Hyflo®, wischt dreimal mit je 100 ml Dichlormethan nach und befreit das
Filtrat i. Vak. von Dichlormethan und i. Hochvak. von N,N-Dimethylformamid. Nach
zweimaliger Kodestillation mit je 100 ml Toluol wird der Riickstand einmal mit 100 ml
Dichlormethan kodestilliert und schlielich in 250 ml Dichlormethan aufgenommen. Die
Losung wird dreimal mit je 100 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und
einmal mit 100 ml einer ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen, und die vereinigten
wiassrigen Phasen werden fiinfmal mit je 100 ml Dichlormethan extrahiert. Man trocknet
die vereinigten organischen Phasen mit Magnesiumsulfat und entfernt das Losungsmittel
im Vakuum. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt durch Flashchromatographie an
Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 4:1), wobei das gewiinschte a-glycosidisch verkniipfte
Produkt von dem ebenfalls zu einem geringen Anteil gebildeten entsprechenden -Anomer

abgetrennt wird.

Ausbeute: 7.10 g (7.90 mmol, 76 %); farbloser amorpher Feststoff; [a]f; =—-68 (c=1.00,
CHCL,); Ry= 0.56 (‘Hex/EtOAc, 2:1), R;=0.18 (‘Hex/EtOAc, 4:1).

400 MHz-"H-NMR ['H-'"H-COSY] (CDCl3): [Sppm] = 7.45-7.42 (m, 2H, Ha-Ph),
7.40-7.21 (m, 18H, Ha-Ph), 5.82 (m, 1H, CH-All), 5.48 (s, 1H, CH-Bzn), 5.41 (s, 1H,
NH-GIcN), 5.24 (ddd, 1H, *J=1.6Hz, *J=3.4Hz, ‘Jyus=17.4Hz, =CH,-All"™),
5.17-5.14 (m, 2H, =CH,-All® {5.16, ddd, “J=1.2Hz, *J=2.8 Hz, J4=10.6 Hz},
H1-Fuc {5.15, d, *Juim = 3.9 Hz}), 4.90 (d, 1H, 2J=11.7 Hz, CH,), 4.85-4.67 (m, 6H,
CH, {4.83, 4.82, 475, 472, 4.69, 5xd, *J=11.4Hz *J=11.7Hz, *J=12.1Hz,
2J=10.6 Hz, 2J=11.0 Hz}, HI-GIcN {4.79}), 4.60-4.55 (m, 2H, CH, {4.58, 4.57, 2x d,
2J=12.1Hz, *J=11.4Hz}), 4.34-4.21 (m, 3H, H6a-GIcN {4.32, dd, *Jueans = 5.1 Hz,
2Jteanisy = 10.6 Hz}, CHp-All {430}, H3-GIcN {4.24, t, *Jusme = *Jusna = 9.4 Hz)),
4.09-4.00 (m, 3H, H5-Fuc {4.07}, H2-Fuc {4.05}, CHa-All {4.03}), 3.93 (dd, 1H,
s = 10.2 Hz, *Jusng = 2.7 Hz, H3-Fuc), 3.75 (t', 1H, *Juevns = “Juevmea ~ 10.2 Hz,
H6b-GIeN), 3.60 (t', 1H, *Jusns = *Juans = 9.4 Hz, H4-GIcN), 3.56 (dv, 1H, *Juams
=1.9 Hz, H4-Fuc), 3.45 (m., 1H, H5-GIcN), 3.34 (q, 1H, *Jipm = Jinws = Jionu
~ 9.4 Hz, H2-GlcN), 0.78 (d, 3H, *Jigabe.11s = 6.6 Hz, H6a,b,c-Fuc).

100.6 MHz-">*C-NMR [BB, HMQC] (CDCl3): [&ppm] = 153.89 (C=0-Troc), 138.75,
138.54, 138.28, 137.18 (Cipso-Ph), 133.51 (CH-AIl), 129.06, 128.52, 128.37, 128.26,
128.18, 128.14, 128.09, 127.81, 127.52, 127.47, 127.30, 126.20 (C,,.,-Ph), 117.72
(=CH,-All), 101.66 (CH-Bzn), 100.04 (C1-GlcN), 98.07 (C1-Fuc), 95.43 (CCls), 80.47
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(C4-GlcN), 79.59 (C3-Fuc), 77.70 (C4-Fuc), 76.91 (C2-Fuc), 74.86 (CH,), 74.36
(C3-GlcN, CHy), 73.89, 72.91 (CH,), 70.52 (CH,-All), 68.73 (C6-GIcN), 66.87 (C5-Fuc),
66.25 (C5-GlcN), 59.03 (C2-GIeN), 16.20 (C6-Fuc).
ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] = 920.4 ((M+Na]", ber.: 920.2),
936.4 (IM+K]", ber.: 936.2).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 920.2365 ((M+Na]", ber.: 920.2347).
C46Hs0CIsNOy; (899.2) ber.. C61.44 HS5.60 N1.56

gef. C6146 HS5.66 NI1.63

tert-Butyldiphenylsilyl-3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-a-L-fucopyranosyl)-6-O-benzyl-

2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)- OBn

B-D-glucopyranosid (46) HO(%%/OTBDPS
(B-3-(a-Bn3Fuc)-6-Bn-GlcNTroc-OTBDPS) ?0870205”
BnO

Eine Mischung aus 11.65g (10.61 mmol) [B-3-(a-BnsFuc)-4,6-Bzn-GlcNTroc-
OTBDPS (44) und etwa 4 g Molekularsieb (4 A) in 400 ml absol. Dichlormethan wird
unter einer Argonatmosphire 1 h bei Raumtemp. geriihrt. Nach Abkiihlen des Ansatzes auf
—78°C gibt man zunichst 2.57 ml (1.85 g, 15.91 mmol, 1.5 Aquiv.) Triethylsilan und
dann tropfenweise innerhalb von 15 min eine vorgekiihlte Mischung aus 1.39 ml (2.39 g,
15.93 mmol, 1.5 Aquiv.) Trifluormethansulfonsiure und 5 ml absol. Dichlormethan hinzu.
Die Reaktionsmischung wird bei — 78 °C unter einer Argonatmosphére 4'2 h geriihrt,
wobei nach 2 h noch einmal 1.5 Aquiv. Trifluormethansulfonsiure in 5 ml absol. Dichlor-
methan zur Vervollstindigung der Umsetzung zugetropft werden. Um die Reaktion
abzubrechen, gibt man 10 ml Methanol hinzu und neutralisiert den Ansatz bei — 78 °C
durch tropfenweise Zugabe einer Losung von N-Ethyldiisopropylamin in Dichlormethan
unter stindiger Kontrolle des pH-Werts. Das Molekularsieb wird abfiltriert und dreimal
mit je 100 ml Dichlormethan gewaschen. Das Filtrat wird nacheinander mit 100 ml einer
ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und 100 ml einer ges. Natriumchlorid-Lésung
gewaschen. Die vereinigten wiassrigen Phasen werden dreimal mit je 50 ml Dichlormethan
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit Magnesiumsulfat getrocknet. Man
entfernt das Losungsmittel i. Vak. und reinigt den Riickstand durch Flashchromatographie
an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 7:1).

Ausbeute: 8.99 g (8.18 mmol, 77 %); farbloser amorpher Feststoff; [a]? =—18

(¢=1.00, CHCL); R/=0.41 (“Hex/EtOAc, 3:1), R/=0.37 (‘Hex/EtOAc, 4:1), R;,=0.08
(‘Hex/EtOAc, 7:1).
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400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCl3): [Sppm] = 7.74-7.72 (m, 2H, Ha-Ph),
7.68-7.66 (m, 2H, Ha-Ph), 7.42-7.22 (m, 26H, Hy-Ph), 4.95 (d, 1H, /= 11.4 Hz, CH,),
4.85-4.81 (m, 2H, NH-GIcN {4.84}, CH, {4.82, d, J=11.8Hz}), 4.79 (d, 1H,
3Juime = 3.5 Hz, H1-Fuc), 4.76-4.70 (m, 3H, CH, {4.75, 4.71, 2xd, *J=12.1 Hz,
2J=11.8 Hz}), 4.62-4.58 (m, 2H, CH, {4.60, 4.60, 2 xd, 2J=11.4 Hz, *J=12.2 Hz}),
4.54 (d, 1H, *Ju1.m = 7.8 Hz, HI-GIcN), 4.49, 4.43 (2 x d, 2H, 2 x 2J = 12.1 Hz, CH,), 4.26
(dv, 1H, 2J=11.3 Hz, CH,), 4.10-4.07 (m, 2H, H5-Fuc {4.08}, 4-OH-GIcN {4.07}), 4.02
(dd, 1H, *Jiom =3.5Hz, *Jupns = 10.2 Hz, H2-Fuc), 3.92 (dd, 1H, *Jusm = 10.2 Hz,
3Jusps=2.7Hz, H3-Fuc), 3.63-3.58 (m, 4H, H4-Fuc {3.63}, H2-GIcN {3.61},
H6a,b-GIcN {3.58}), 3.49 (dty", 1H, *Jusms = *Juans = 9.0 Hz, *Juson = 1.6 Hz, H4-GIcN),
3.19 (m., 1H, H3-GlcN), 3.09 (m., 1H, H5-GIcN), 1.11 (d, 3H, *Jugaens = 6.2 Hz,
Hé6a,b,c-Fuc), 1.07 (s, 9H, CH;-'Bu).
100.6 MHz-"*C-NMR [BB, HMQC] (CDCl3): [dppm] = 154.09 (C=O-Troc), 138.67,
138.43, 138.31 (Cipso-Ph), 136.05, 135.94 (C,,n,-Ph), 133.15, 132.86 (Cips-Ph), 129.86,
129.71, 128.49, 128.43, 128.37, 128.24, 127.93, 127.68, 127.57, 127.52, 127.39
(Comp-Ph), 98.88 (Cl-Fuc), 95.75 (C1-GlIcN), 95.40 (CCl;), 84.83 (C3-GlcN), 78.90
(C3-Fuc), 77.57 (C4-Fuc), 76.34 (C2-Fuc), 74.91 (CH,), 74.85 (C5-GlcN), 74.46, 73.78,
73.52, 73.35 (CH,), 69.89 (C4-GlcN), 69.14 (C6-GleN), 68.07 (C5-Fuc), 58.00 (C2-GleN),
26.78 (CH3-'Bu), 16.62 (C6-Fuc).
ESI-MS (Geriit 2, positiv): [m/z] = 1120.4 ((M+Na]", ber.: 1120.3),

1136.3 ((IM+K]", ber.: 1136.3).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1120.3344 ((M+Na]", ber.: 1120.3368).
CsoHesCLsNO1;Si (1099.6) ber.. C 6444 H6.05 N1.27

gef: C64.61 H599 NI1.35

Allyl-3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-a-L-fucopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-2-(2,2,2-tri-
chlorethoxycarbonylamino)-f-D-glucopyranosid (47) OBn
(B-3-(a-BnsFuc)-6-Bn-GlcNTroc-OAll) "%

TrocHN
Q7 oBn
OBn

BnO

OAll

Eine Losung von 9.51 g (10.58 mmol) [B-3-(a-BnsFuc)-4,6-Bzn-

GlcNTroc-OAll (45) in 400 ml absol. Dichlormethan wird mit etwa 4 g Molekular-
sieb (4 A) unter einer Argonatmosphire 1 h bei Raumtemp. geriihrt. Man kiihlt den Ansatz
auf — 78 °C ab und versetzt ihn mit 2.56 ml (1.84 g, 15.85 mmol, 1.5 Aquiv.) Triethylsilan.
AnschlieBend wird eine vorgekiihlte Mischung aus 1.38 ml (2.37 g, 15.82 mmol,
1.5 Aquiv.) Trifluormethansulfonsiure und 5ml absol. Dichlormethan innerhalb von

15 min zugetropft. Man riihrt die Reaktionsmischung bei — 78 °C unter einer Argon-
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atmosphire 4 h, wobei man nach 2 h noch einmal 1.5 Aquiv. Trifluormethansulfonsiure in
5 ml absol. Dichlormethan zur Vervollstindigung der Umsetzung tropfenweise zugibt.
Zum Abbrechen der Reaktion werden 10 ml Methanol hinzugefiigt, und die Mischung wird
bei — 78 °C durch tropfenweise Zugabe einer Losung von N-Ethyldiisopropylamin in
Dichlormethan unter stindiger Kontrolle des pH-Werts neutralisiert. Das Molekularsieb
wird abfiltriert und dreimal mit je 100 ml Dichlormethan gewaschen. Man wischt das
Filtrat nacheinander mit 100 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und 100 ml
einer ges. Natriumchlorid-Losung, extrahiert die vereinigten wiassrigen Phasen dreimal mit
je 50 ml Dichlormethan und trocknet die vereinigten organischen Phasen mit Magnesium-
sulfat. Dichlormethan wird i. Vak. entfernt und der Riickstand durch Flashchromatographie
an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 3:1) gereinigt.

Ausbeute: 7.77 g (8.62 mmol, 82 %); farbloser amorpher Feststoff; [05]25 =—28
(c=1.00, CHCl3); R;=0.58 (‘Hex/EtOAc, 3:2), Ry=0.45 (“Hex/EtOAc, 2:1), R/=0.20
(‘Hex/EtOAc, 3:1).
400 MHz-'"H-NMR ['H-'"H-COSY] (CDCls): [8ppm] = 7.39-7.24 (m, 20H, Ha,-Ph), 5.85
(m., 1H, CH-AIl), 5.31 (d, 1H, *Jxum = 7.0 Hz, NH-GIcN), 5.25 (ddy, 1H, *J=1.6 Hz,
3 Juans = 17.4 Hz, =CH,-All"™™), 5.14 (ddy, 1H, *J=1.2 Hz, *Ji = 10.4 Hz, =CH,-All*®),
4.96-4.92 (m, 2H, CH, {4.94, d, >J=11.4 Hz}, H1-Fuc {4.93}), 4.80 (d, 2H, >J=11.7 Hz,
CH,), 4.74-4.71 (m, 2H, H1-GlcN {4.73}, CH, {4.73, d, 2J=11.4 Hz}), 4.68 (d, 1H,
2J=12.1 Hz, CH,), 4.63-4.56 (m, 5H, CH, {4.62, 4.61, 4.59, 4.58, 4xd, %J=12.5 Hz,
2J=11.4Hz, 2x%/=12.1Hz}), 434 (ddy, 1H, *J=53Hz, 2J=13.1 Hz, CHa-All),
4.12-4.04 (m, 3H, H5-Fuc {4.10}, H2-Fuc {4.06}, CHa-All {4.06}), 3.93 (dd, 1H,
s =102 Hz, “Jyzme=2.8Hz, H3-Fuc), 3.81 (dd, 1H, ‘Jueuns=2.0Hz,
*Jusaner = 10.4 Hz, H6a-GlcN), 3.76-3.66 (m, 3H, H3-GIcN {3.73, dd, *Juzm = 7.8 Hz,
3Jisns = 10.6 Hz}, H6b-GIcN {3.70}, H4-Fuc {3.66}), 3.50-3.43 (m, 2H, H4-GIcN
{3.47}, H5-GIcN {3.46}), 3.31 (m., 1H, H2-GIcN), 1.13 (d, 3H, *Jugaenss = 6.3 Hz,
Hé6a,b,c-Fuc).
100.6 MHz-">*C-NMR [BB, HMQC] (CDCl3): [&ppm] = 153.97 (C=0-Troc), 138.47,
138.24, 138.13 (Cipo-Ph), 133.77 (CH-All), 128.51, 128.41, 128.34, 128.31, 128.23,
128.06, 127.90, 127.68, 127.59, 127.53, 127.41 (Com,-Ph), 117.46 (=CH,-All), 99.46
(C1-GleN), 98.05 (Cl1-Fuc), 95.53 (CCls), 83.07 (C3-GleN), 79.05 (C3-Fuc), 77.26
(C4-Fuc), 75.76 (C2-Fuc), 74.89 (CH,), 74.80 (C5-GlcN), 74.21, 73.82, 73.47, 72.97
(CH,), 70.07 (CH»-All), 69.80 (C4-GlcN), 69.48 (C6-GlcN), 67.95 (C5-Fuc), 56.45
(C2-GleN), 16.67 (C6-Fuc).
ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] = 922.5 ((M+Na]", ber.: 922.2),

938.5 (IM+K]", ber.: 938.2).
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HR-ESI-MS (positiv): [m/z] =922.2508 ([M+Na]", ber.: 922.2504).
C46H52C13N011 (9013) ber.: C 61.30 H5.82 N 1.55
gef.: C61.28 HS5.75 NI1.62

5.3.2 Die Synthesen der arabinosylierten Bausteine

tert-Butyldiphenylsilyl-3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-B-D-arabinopyranosyl)-

4,6-0O-benzyliden-2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxy- PH%-0
o

carbonylamino)-B-D-glucopyranosid (48) o OTBDPS

OBn

(B-3-(B-BnsAra)-4,6-Bzn-GIlcNTroc-OTBDPS) OBn

BnO

Eine Losung von 7.57 g (11.11 mmol) B-4,6-Bzn-GlcNTroc-OTBDPS (7) und 6.20 g
(13.34 mmol, 1.2 Aquiv.) a-Bn;Ara-SEt (24a) in einer Mischung aus 225 ml absol.
Dichlormethan und 225 ml absol. N,N-Dimethylformamid wird mit etwa 7 g Molekular-
sieb (4 A) unter einer Argonatmosphire 1%2h bei Raumtemp. geriihrt. Im Argon-
gegenstrom werden 4.73 g (14.67 mmol, 1.1 Aquiv. bezogen auf 24a) trockenes Tetra-
n-butylammoniumbromid und 3.28 g (14.69 mmol, 1.1 Aquiv. bezogen auf 24a) trockenes
Kupfer(IT)-bromid zugegeben, und die Reaktionsmischung wird 25 h bei Raumtemp. unter
Lichtausschluss und einer Argonatmosphére geriihrt. Anschliefend filtriert man sie {liber
eine diinne Schicht Hyflo®, wischt dreimal mit je 100 ml Dichlormethan nach und befreit
das Filtrat i. Vak. von Dichlormethan und i. Hochvak. von N,N-Dimethylformamid. Der
Riickstand wird zweimal mit je 100 ml Toluol sowie einmal mit 100 ml Dichlormethan
kodestilliert und in 300 ml Dichlormethan aufgenommen. Man wischt die Losung dreimal
mit je 100 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 100 ml einer
ges. Natriumchlorid-Lésung und extrahiert die vereinigten wissrigen Phasen viermal mit je
100 ml Dichlormethan. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Magnesiumsulfat
getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Das resultierende Rohprodukt wird

durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 9:1) gereinigt.

Ausbeute: 6.11 g (5.64 mmol, 51 %); farbloser amorpher Feststoff; [05]22 =—"74 (c=1.00,
CHCl3); Ry=0.37 (‘Hex/EtOAc, 4:1), R;=0.13 (“Hex/EtOAc, 9:1).

400 MHz-'"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCl3): [&ppm] = 7.67-7.66 (m, 2H, Ha-Ph),
7.62-7.60 (m, 2H, Ha-Ph), 7.47-7.27 (m, 26H, Ha-Ph), 5.47 (s, 1H, CH-Bzn), 5.22-5.20
(m, 2H, NH-GIcN {5.21}, Hl-Ara {5.21, d, *Ju1.m2 = 3.7 Hz}), 4.91 (d, 1H, >J=11.2 Hz,
CH,), 4.79-4.59 (m, 7H, CH,, H1-GIcN {4.76}), 440 (d, 1H, “J=12.1 Hz, CH,),
4.08-3.99 (m, 3H, H2-Ara {4.06, dd, *Juom =3.5Hz, *Jipus =10.0 Hz}, H3-GIcN
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{4.02}, H6a-GlcN {4.01}), 3.91-3.82 (m, 2H, H3-Ara {3.90, dd, Jusm =9.8 Hz,
Jispa = 3.1 Hz}, H5a-Ara {3.88}), 3.70 (sp, 1H, H4-Ara), 3.66-3.47 (m, 4H, H6b-GIcN
{3.60}, H4-GlcN {3.58}, H5b-Ara {3.55}, H2-GIcN {3.49}), 3.06 (m., 1H, H5-GIcN),
1.06 (s, 9H, CH3-'Bu).
100.6 MHz-"*C-NMR [BB, HSQC] (CDCls): [&ppm] = 153.86 (C=0O-Troc), 138.67,
138.53, 138.25, 137.19 (Cipso-Ph), 135.85, 135.79 (C,,u,-Ph), 133.16, 132.72 (Cipso-Ph),
129.89, 129.76, 128.84, 128.54, 128.33, 128.30, 128.16, 127.88, 127.77, 127.58, 127.52,
127.49, 127.35, 125.89 (C,,-Ph), 100.96 (CH-Bzn), 98.32 (Cl-Ara), 95.98 (C1-GIcN),
95.23 (CCl3), 80.50 (C4-GIcN), 77.61 (C3-Ara), 77.21 (C2-Ara), 75.12 (C3-GlcN), 74.58,
74.02 (CH,), 73.76 (C4-Ara), 72.43, 71.63 (CH,), 68.44 (C6-GIcN), 65.89 (C5-GlcN),
60.74 (C5-Ara), 60.69 (C2-GlcN), 26.77 (CHs-"Bu).
ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] = 1104.6 ((M+Na]", ber.: 1104.3),

1120.6 ((IM+K]", ber.: 1120.3).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1104.3081 ([M+Na]", ber.: 1104.3055).
CssHe,C1sNO ;1 Si (1083.6) ber: C6429 H5.77 N1.29

gef: C6431 H574 NI1.36

Allyl-3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-B-D-arabinopyranosyl)-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-

2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-B-D-glucopyranosid (49) Ph—0
(0]
(B-3-(B-BnsAra)-4,6-Bzn-GlcNTroc-OAll) Ry oAl
OBn
OBn
Methode A: one

In einer Mischung aus 75 ml absol. Dichlormethan und 75 ml absol. N,N-Di-
methylformamid werden 5.00 g (10.36 mmol) [(-4,6-Bzn-GIcNTroc-OAll (14) und
5.76 g (12.40 mmol, 1.2 Aquiv.) a-BnsAra-SEt (24a) zusammen mit etwa 2 g Molekular-
sieb (4 A) unter einer Argonatmosphire 90 min bei Raumtemp. geriihrt. Man kiihlt die
Reaktionsmischung auf 0 °C ab, gibt im Argongegenstrom 4.37 g (13.56 mmol, 1.1 Aquiv.
bezogen auf 24a) trockenes Tetra-n-butylammoniumbromid und 3.03 g (13.57 mmol,
1.1 Aquiv. bezogen auf 24a) trockenes Kupfer(Il)-bromid zu und lisst den Ansatz
anschlieBend langsam auf 10 °C erwdrmen. Dann wird die Mischung zunichst ungefihr
40 h bei etwa 10 °C bis 15 °C unter Lichtausschluss und einer Argonatmosphére geriihrt,
bevor sie auf Raumtemp. erwérmt und ungefdahr 40 h bei dieser Temperatur geriihrt wird.
Man filtriert den Ansatz iiber eine diinne Schicht Hyflo®, wischt dreimal mit je 100 ml
Dichlormethan nach und befreit das Filtrat i. Vak. von Dichlormethan und i. Hochvak. von
N,N-Dimethylformamid. Nach dreimaliger Kodestillation mit je 50 ml Toluol wird der

Riickstand in 300 ml Dichlormethan aufgenommen. Die Losung wird zweimal mit je
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100 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 100 ml einer ges.
Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die vereinigten wassrigen Phasen werden viermal mit
je 100 ml Dichlormethan extrahiert. Man trocknet die vereinigten organischen Phasen mit
Magnesiumsulfat und entfernt das Losungsmittel im Vakuum. Das resultierende
Rohprodukt wird zunidchst iiber eine etwa 5 cm dicke Kieselgelschicht filtriert und dann
durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 5:1) gereinigt, wobei
das gewiinschte Disaccharid von einem nicht eindeutig zu identifizierenden Nebenprodukt

abgetrennt wird.
Ausbeute: 2.63 g (2.97 mmol, 29 %).

Methode B:

Man kiihlt eine Lésung von 2.02 g (4.35 mmol, 1.2 Aquiv. bezogen auf 14) a-Bn;Ara-
SEt (24a) in 10 ml absol. Dichlormethan auf 0 °C ab und tropft innerhalb von 15 min unter
Lichtausschluss und einer Argonatmosphére eine Losung von 0.27 ml (0.84 g, 5.25 mmol,
1.2 Aquiv. bezogen auf 24a) Brom in 10 ml absol. Dichlormethan zu. Die Mischung wird
bei 0 °C unter Lichtausschluss 2 h geriihrt und anschliefend zum Abfangen des nicht
umgesetzten Broms mit 1 ml Cyclohexen versetzt und weitere 40 min bei 0 °C geriihrt.
In einem zweiten Kolben werden 1.75 g (3.63 mmol) B-4,6-Bzn-GlcNTroc-OAll (14)
zusammen mit etwa 2 g Molekularsieb (4 A) in einer Mischung aus 55 ml absol. Dichlor-
methan und 75 ml absol. N,N-Dimethylformamid 30 min bei Raumtemp. unter einer
Argonatmosphire geriihrt und anschlieBend mit 1.55 g (4.81 mmol, 1.1 Aquiv. bezogen
auf 24a) trockenem Tetra-n-butylammoniumbromid im Argongegenstrom versetzt. Man
rihrt die Mischung weitere 90 min, kiihlt sie dann auf 10 °C ab und tropft die zuvor
hergestellte Losung des Arabinosylbromids 50 in Dichlormethan innerhalb von 30 min zu.
Der Ansatz wird unter einer Argonatmosphére 66 h bei einer Temperatur von 10 °C bis
15 °C sowie 22 h bei Raumtemp. geriihrt und anschliefend iiber eine diinne Schicht Hyflo®
filtriert. Man wischt viermal mit je 50 ml Dichlormethan nach und befreit das Filtrat
i. Vak. von Dichlormethan und i. Hochvak. von N,N-Dimethylformamid. Der Riickstand
wird zweimal mit je 50 ml Toluol sowie einmal mit 50 ml Dichlormethan kodestilliert und
in 200 ml Dichlormethan aufgenommen. Man wéscht die Losung nacheinander mit 50 ml
einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und 50 ml einer ges. Natriumchlorid-Lésung,
extrahiert die vereinigten wéssrigen Phasen sechsmal mit je 50 ml Dichlormethan und
trocknet die vereinigten organischen Phasen mit Magnesiumsulfat. Nach dem Entfernen
des Losungsmittels i. Vak. reinigt man das Rohprodukt durch Flashchromatographie an
Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 5:1).

Ausbeute: 1.89 g (2.14 mmol, 59 %).
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farbloser amorpher Feststoff; [a]if =—78 (¢ =1.00, CHCl3); Ry=0.23 (‘Hex/EtOAc, 2:1),
R;=0.16 (‘Hex/EtOAc, 5:1).
400 MHz-'"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCl3): [&ppm] = 71.47-7.42 (m, 2H, Ha-Ph),
7.39-7.20 (m, 18H, Ha-Ph), 5.83 (m., 1H, CH-All), 5.54 (s, 1H, CH-Bzn), 5.49 (sp,
1H, NH-GIcN), 5.29-5.23 (m, 2H, =CH,-All"™ {5.26, ddd, *J=1.6 Hz, 2J=3.1 Hz,
3Juans = 17.2 Hz}, Hl-Ara {525, d, *Juimx=3.5Hz}), 5.17 (ddd, 1H, *J=13Hz,
2J=2.8Hz, *J.s=10.5 Hz, =CH,-AlI®), 4.93 (d, 1H, 2J=11.2 Hz, CH,), 4.85 (d, 1H,
2J=12.1 Hz, CH,), 4.74-4.61 (m, 6H, H1-GIcN {4.71}, CH,), 4.55 (d, 1H, 2J=12.1 Hz,
CH,), 4.36-4.28 (m, 2H, H6a-GIcN {4.34, dd, *Jueans = 5.0 Hz, “Juganer = 10.4 Hz},
CHa-All {4.31}), 424 (t, 1H, *Jizmm = Jusns = 9.4 Hz, H3-GIcN), 4.09 (dd, 1H,
o =3.5Hz, *Jiypns = 10.0 Hz, H2-Ara), 4.04 (tdd, 1H, *J=14Hz, °J=6.1 Hz,
2J=129Hz, CHy-All), 3.93-3.89 (m, 2H, H3-Ara {391, dd, *Jusm=10.0 Hz,
3Jusne = 3.3 Hz}, H5a-Ara {3.90}), 3.78 (t', 1H, *Jueo.uis = iev.ica = 10.4 Hz, H6b-GIcN),
3.71 (s, 1H, H4-Ara), 3.62 (t', 1H, *Juaus = *Juans =~ 9.4 Hz, H4-GIcN), 3.57 (dd, 1H,
Jusvis = 2.0 Hz, “Juspusa = 12.8 Hz, H5b-Ara), 3.46-3.34 (m, 2H, H5-GIcN {3.43},
H2-GleN {3.38}).
100.6 MHz-">*C-NMR [BB, HSOC] (CDCl3): [8ppm] = 154.02 (C=O-Troc), 138.57,
138.32, 138.19, 137.12 (Cipso-Ph), 133.47 (CH-AIl), 128.93, 128.58, 128.34, 128.31,
128.21, 128.17, 127.88, 127.61, 127.52, 127.47, 125.94 (C,,n,-Ph), 117.71 (=CH,-All),
101.07 (CH-Bzn), 100.26 (C1-GlcN), 98.53 (Cl-Ara), 95.49 (CCls), 80.50 (C4-GlcN),
77.71 (C3-Ara), 77.25 (C2-Ara), 74.85 (C3-GlcN), 74.30 (CH,), 73.62 (C4-Ara), 72.35,
71.61 (CH,), 70.51 (CH,-All), 68.66 (C6-GlcN), 66.25 (C5-GlcN), 60.86 (C5-Ara),
58.63 (C2-GIcN).
ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] =906.0 ((M+Na]", ber.: 906.2).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 906.2213 ((M+Na]", ber.: 906.2191).
C4sHasCINO; (885.2) ber.. C61.06 H547 N1.58

gef: C61.06 H549 N 1.57

tert-Butyldiphenylsilyl-3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-B-D-arabinopyranosyl)-6-O-benzyl-

2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-B-D-gluco- OBn

pyranosid (51) HO%OTBDPS
0

(B-3-(B-BnsAra)-6-Bn-GlcNTroc-OTBDPS) o8

BnO

Eine Mischung aus 5.76 g (5.32 mmol) B-3-(B-Bns;Ara)-4,6-Bzn-GlcNTroc-OTBDPS (48)
und etwa 6 g Molekularsieb (4 A) in 200 ml absol. Dichlormethan wird unter einer

Argonatmosphdre 1 h bei Raumtemp. geriihrt. Nach Abkiihlen des Ansatzes auf — 78 °C
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gibt man zunichst 1.34 ml (0.96 g, 8.30 mmol, 1.6 Aquiv.) Triethylsilan und dann tropfen-
weise innerhalb von 15 min eine vorgekiihlte Mischung aus 0.72 ml (1.24 g, 8.25 mmol,
1.6 Aquiv.) Trifluormethansulfonsiure und 10 ml absol. Dichlormethan hinzu. Die
Reaktionsmischung wird bei — 78 °C unter einer Argonatmosphire 4 h geriihrt, wobei nach
2% h noch einmal 0.40 ml (0.69 g, 4.58 mmol, 0.9 Aquiv.) Trifluormethansulfonsiure in
5 ml absol. Dichlormethan zur Vervollstindigung der Umsetzung zugetropft werden. Um
die Reaktion abzubrechen, gibt man 10 ml Methanol hinzu und neutralisiert den Ansatz bei
— 78 °C durch tropfenweise Zugabe einer Losung von N-Ethyldiisopropylamin in Dichlor-
methan unter stindiger Kontrolle des pH-Werts. Das Molekularsieb wird abfiltriert und
dreimal mit je 50 ml Dichlormethan gewaschen. Das Filtrat wird nacheinander mit 50 ml
einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und 50 ml einer ges. Natriumchlorid-Losung
gewaschen. Die vereinigten wissrigen Phasen werden zweimal mit je 50 ml Dichlormethan
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit Magnesiumsulfat getrocknet. Man
entfernt das Losungsmittel 1. Vak. und reinigt den Riickstand durch Flashchromatographie
an Kieselgel (Laufmittel: ‘Hex/EtOAc, 5:1), wobei neben dem gewiinschten Produkt
0.80 g (0.74 mmol, 14 %) des eingesetzten Disaccharids 48 isoliert werden.

Ausbeute: 4.28 g (3.94 mmol, 74 %); farbloser amorpher Feststoff; [Ot]f)7 =—-21 (¢ =1.00,
CHCl); R,= 0.48 (‘Hex/EtOAc, 2:1), Ry=0.22 (‘Hex/EtOAc, 5:1).

400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCl3): [&ppm] = 7.75-7.73 (m, 2H, Ha-Ph),
7.69-7.67 (m, 2H, Ha-Ph), 7.45-7.24 (m, 26H, Ha-Ph), 4.81-4.79 (m, 2H, NH-GIcN
{4.80}, Hl-Ara {4.80}), 4.74 (d, 1H, “J=12.1 Hz, CH,), 4.69-4.59 (m, 6H, CH,
{4.68, 4.66, 4.65, 4.62, 4.61, 5xd, ’J=12.3 Hz, 2J=11.9 Hz, °J=12.5 Hz, °J = 12.3 Hz,
2J=12.1 Hz}), 4.55 (d, 1H, *Ju11 = 8.0 Hz, H1-GIcN), 4.51 (d, 1H, J=12.1 Hz, CH,),
446 (d, 1H, *J=12.3 Hz, CH,), 440 (d, 1H, *J=11.7 Hz, CH,), 3.86-3.82 (m, 4H,
H2-Ara {3.85}, H3-Ara {3.85}, H5a-Ara {3.85}, H4-Ara {3.82}), 3.74 (m., 1H, H5b-Ara),
3.65-3.53 (m, 4H, H6a-GlcN {3.61, dd, *Jusans = 2.7 Hz, *Jusaner = 11.0 Hz}, H2-GlIcN
{3.61}, H6b-GIcN {3.60, dd, *Jugpus = 4.9 Hz, “Juevnea = 11.0 Hz}, H4-GIeN {3.55, dd,
3 Jnams = 9.6 Hz, *Juans = 8.6 Hz}), 3.30 (t', 1H, *Juzmz = *Juzne = 9.1 Hz, H3-GIeN), 3.13
(m, 1H, H5-GlIcN), 1.10 (s, 9H, CH;-'Bu).

100.6 MHz-">*C-NMR [BB, HSQC] (CDCl3): [8lppm] = 154.00 (C=O-Troc), 138.39,
138.34, 138.04 (Cipso-Ph), 136.03, 135.90 (C,m,-Ph), 133.06, 132.82 (Cip-Ph), 129.88,
129.74, 128.44, 128.39, 128.38, 128.25, 128.20, 127.86, 127.78, 127.74, 127.65, 127.59,
127.55, 127.40 (C,m,-Ph), 99.84 (Cl-Ara), 95.71 (C1-GIcN), 95.37 (CCl3), 85.18
(C3-GIeN), 76.11, 76.05 (C2-Ara, C3-Ara), 74.91 (C5-GlcN), 74.45, 74.11, 73.56 (CH,),
73.30 (C4-Ara), 72.87, 71.94 (CH,), 69.78 (C4-GlcN), 69.26 (C6-GlcN), 62.06 (C5-Ara),
58.26 (C2-GIcN), 26.77 (CHs-'Bu).
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ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] = 1106.6 ((M+Na]", ber.: 1106.3).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1106.3206 ((M+Na]", ber.: 1106.3212).

CssHesCL1NOySi (1085.6) ber. C64.17 HS594 N1.29
gef: C64.02 H591 N1.25

Allyl-3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-p-D-arabinopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-2-(2,2,2-tri-
chlorethoxycarbonylamino)-B-D-glucopyranosid (52) OBn
(B-3-(B-BnsAra)-6-Bn-GlcNTroc-OAll) HO%OA”
ﬁQiosn

Eine Losung von 4.10g (4.63 mmol) [-3-(B-BnsAra)-4,6-Bzn- Bo°°"
GIcNTroc-OAll (49) in 200 ml absol. Dichlormethan wird mit etwa 4 g Molekular-
sieb (4 A) unter einer Argonatmosphire 1 h bei Raumtemp. geriihrt. Man kiihlt den Ansatz
auf — 78 °C ab und versetzt ihn mit 0.97 ml (0.70 g, 6.01 mmol, 1.3 Aquiv.) Triethylsilan.
AnschlieBend wird eine vorgekiihlte Mischung aus 0.53 ml (0.91 g, 6.07 mmol,
1.3 Aquiv.) Trifluormethansulfonsiure und 5ml absol. Dichlormethan innerhalb von
15 min zugetropft. Man riihrt die Reaktionsmischung bei — 78 °C unter einer Argon-
atmosphire 4% h, wobei man nach 2 h noch einmal 1.3 Aquiv. Trifluormethansulfonsiure
in 5 ml absol. Dichlormethan zur Vervollstaindigung der Umsetzung tropfenweise zugibt.
Zum Abbrechen der Reaktion werden 10 ml Methanol hinzugefiigt, und der Ansatz wird
bei — 78 °C durch tropfenweise Zugabe einer Losung von N-Ethyldiisopropylamin in
Dichlormethan unter stindiger Kontrolle des pH-Werts neutralisiert. Das Molekularsieb
wird abfiltriert und dreimal mit je 50 ml Dichlormethan gewaschen. Man wéscht das Filtrat
nacheinander mit 50 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und 50 ml einer
ges. Natriumchlorid-Losung, extrahiert die vereinigten wéssrigen Phasen dreimal mit je
50 ml Dichlormethan und trocknet die vereinigten organischen Phasen mit Magnesium-
sulfat. Dichlormethan wird i. Vak. entfernt und der Riickstand durch Flashchromatographie
an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 4:1) gereinigt, wobei neben dem gewiinschten

Produkt 0.39 g (0.44 mmol, 10 %) des eingesetzten Disaccharids 49 erhalten werden.

Ausbeute: 3.06 g (3.45 mmol, 74 %); farbloser amorpher Feststoff; [a]ff =—-36 (¢ =1.00,
CHClLs); Ry=0.41 (“Hex/EtOAc, 2:1), R;=0.18 (“Hex/EtOAc, 4:1).

400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCl3): [8lppm] = 7.38-7.27 (m, 20H, Hx,-Ph), 5.88
(m,, 1H, CH-AIl), 5.27 (ddd, 1H, *J= 1.6 Hz, *J = 3.2 Hz, *Jisans = 17.2 Hz, =CH,-All""™),
5.19-5.14 (m, 2H, =CH,-All*® {5.17, ddd, *J=1.4Hz, *J=2.8Hz, *J4=10.4 Hz},
NH-GIcN {5.14}), 4.92 (d, 1H, *Jy1 1 = 2.1 Hz, H1-Ara), 4.78 (d, 1H, °J = 12.1 Hz, CH,),
4.70-4.60 (m, 10H, H1-GIcN {4.69, d, *Ju1.m2 = 8.4 Hz}, CH,), 4.36 (tdd, 1H, *J=1.5 Hz,
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3J=5.0 Hz, 2J = 13.0 Hz, CHa,-All), 4.08 (tdd, 1H, *J=1.4 Hz, °*J=6.2 Hz, >J=13.0 Hz,
CHy-All), 3.92-3.75 (m, 7H, H2-Ara {3.90}, H3-Ara {3.87}, H5a-Ara {3.87},
H4-Ara {3.85}, H6a-GIcN {3.84}, H5b-Ara {3.78}, H3-GIcN {3.77, t', *Jis = *Jis s
~9.6 Hz}), 3.71 (dd, 1H, *Jueons = 5.3 Hz, *Juevnea = 10.8 Hz, H6b-GIcN), 3.52 (', 1H,
3 Jhans = Jhans ~ 9.6 Hz, H4-GleN), 3.47 (m,, 1H, H5-GIcN), 3.30 (m., 1H, H2-GIcN).
100.6 MHz-">C-NMR [BB, HSQC] (CDCl3): [8lppm] = 153.94 (C=O-Troc), 138.26,
138.20, 138.16, 138.00 (Cipso-Ph), 133.77 (CH-AIl), 128.45, 128.40, 128.37, 128.32,
128.15, 127.89, 127.78, 127.76, 127.67, 127.63, 127.58, 127.55 (C,,.,-Ph), 117.45
(=CH,-All), 99.40 (Cl-Ara), 99.36 (C1-GIcN), 95.52 (CCls), 83.67 (C3-GlcN), 76.10
(C3-Ara), 75.81 (C2-Ara), 74.82 (C5-GlcN), 74.21, 74.04, 73.53 (CH,), 73.11 (C4-Ara),
72.65, 71.90 (CH,), 70.04 (C4-GlcN), 70.01 (CH2-All), 69.61 (C6-GIcN), 61.93 (C5-Ara),
56.74 (C2-GIcN).
ESI-MS (Geriit 1, positiv): [m/z] = 908.0 ((M+Na]", ber.: 908.2).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] =908.2363 ((M+Na]", ber.: 908.2347).
C4sHsoClNO (887.2) ber.. C60.92 HS568 N1.58

gef.: C60.84 HS564 N1.52

5.4  Die Synthesen der Trisaccharide

5.4.1 Die Synthesen der fucosylierten Bausteine

tert-Butyldiphenylsilyl-4-0-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-O-benzyl-B-D-galactopyranosyl)-
3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-a-L-fucopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-
2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-D-glucopyranosid (53)
(B-4-(B-6-Bn-Ac;Gal)-3-(a-BnsFuc)-6-Bn-GleNTroc-OTBDPS)

AcO _OBn OBn

Eine Losung von 4.21 g (3.83 mmol) f-3-(a-BnsFuc)-6-Bn- | o0 /é&
. 0 OTBDPS
GlcNTroc-OTBDPS (46) und 2.50 g (4.62 mmol, 1.2 Aquiv.) %S@CHN
OBn

a-6-Bn-Ac;Gal-OC(NH)CCl; (31) in 90 ml absol. Dichlor- BnO
methan wird mit etwa 2 g Molekularsieb (4 A) 90 min bei Raumtemp. unter einer
Argonatmosphdre geriihrt. Man kiihlt das Gemisch auf —30°C ab und tropft eine
vorgekiihlte Mischung aus 0.09 ml (0.10 g, 0.46 mmol, 0.1 Aquiv. bezogen auf 31)
Trimethylsilyltrifluormethansulfonat und 1 ml absol. Dichlormethan langsam zu. Der
Ansatz wird unter einer Argonatmosphire bei — 30 °C 1 h geriihrt, dann ldsst man ihn

langsam auf —20°C erwdrmen und riihrt ihn bei dieser Temperatur erneut 1 h.



EXPERIMENTELLER TEIL 189

AnschlieBend wird die Reaktionsmischung bei — 20 °C durch tropfenweise Zugabe einer
Losung von N-Ethyldiisopropylamin in Dichlormethan unter stindiger Kontrolle des
pH-Werts neutralisiert. Das Molekularsieb wird abfiltriert und zweimal mit je 50 ml
Dichlormethan gewaschen. Man wischt das Filtrat nacheinander mit 50 ml einer ges.
Natriumhydrogencarbonat-Lésung und 50 ml einer ges. Natriumchlorid-Losung, extrahiert
die vereinigten wéssrigen Phasen dreimal mit je 25 ml Dichlormethan und trocknet die
vereinigten organischen Phasen mit Magnesiumsulfat. Das Losungsmittel wird 1. Vak.
entfernt und der Riickstand durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel:
‘Hex/EtOAc, 5:1) gereinigt, wobei neben dem gewiinschten Produkt 1.25 g (1.14 mmol,

30 %) des eingesetzten Galactosylakzeptors 46 erhalten werden.

Ausbeute: 3.58 g (2.42 mmol, 63 %); farbloser amorpher Feststoff; [05]2,34 =-34 (¢=1.00,
CHCL); Ry=0.27 (“Hex/EtOAc, 3:1), R/=0.14 (“Hex/EtOAc, 5:1), R;=0.75 (Tol/EtOH,
6:1).

400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCl3): [Sppm] = 7.68-7.66 (m, 2H, Ha~Ph),
7.59-7.57 (m, 2H, Ha,-Ph), 7.41-7.21 (m, 27H, Har-Ph), 7.18-7.12 (m, 4H, Hy,-Ph), 5.37
(d, 1H, *Juans = 3.3 Hz, H4-Gal), 5.18-5.15 (m, 2H, NH-GIcN {5.17}, H1-Fuc {5.16}),
4.95-491 (m, 2H, CH,-Bn {4.94, d, J=11.0 Hz}, H2-Gal {4.93}), 4.88 (d, IH,
Juim = 7.8 Hz, H1-GIcN), 4.83-4.78 (m, 3H, CH,-Bn {4.81, 4.80, 2xd, 2J=11.5 Hz,
*J=10.4Hz}, H3-Gal {4.80}), 4.71-4.62 (m, 4H, CH, {4.69, 4.67, 4.63, 3xd,
2J=11.4Hz, *J=11.6 Hz, °’J=11.5 Hz}, H1-Gal {4.64}), 4.58 (q, 1H, *Jusneac = 6.4 Hz,
H5-Fuc), 4.56-4.48 (m, 3H, CHy-Troc {4.54, d, *J=11.9 Hz}, CH>-Bn {4.51, d,
2J=11.5Hz}, CHay-Troc {4.50, d, 2J=11.9 Hz}), 4.41 (d, 1H, *J=12.1 Hz, CH,-Bn),
423 (d, 2H, *J=11.9 Hz, CH,-Bn), 4.09-4.01 (m, 2H, H2-Fuc {4.08, dd, *Ji.u; = 3.7 Hz,
3Jiams = 10.2 Hz}, H3-GIeN {4.03, t, *Jismn ~ Jusps = 9.4 Hz}), 3.97-3.89 (m, 2H,
H4-GIcN  {3.95, t, Juams = Juans 9.2 Hz}, H3-Fuc {3.91, dd, *Jusm =10.3 Hz,
3Jispa = 2.7 Hz}), 3.62-3.56 (m, 3H, H6a-GIcN {3.59}, H5-Gal {3.57}, H4-Fuc {3.56}),
3.48 (m., 1H, H6a-Gal), 3.33-3.24 (m, 3H, H6b-Gal {3.31}, H2-GlcN {3.30}, H6b-GIcN
{3.25}), 2.92 (m., 1H, H5-GIcN), 1.92, 1.87, 1.75 (3 xs, 9H, CHs-Ac), 1.14 (d, 3H,
3 Jieave.nis = 6.5 Hz, H6a,b,c-Fuc), 1.02 (s, 9H, CH;-'Bu).

100.6 MHz-">*C-NMR [BB, HSOC, HMBC] (CDCl3): [§ppm] = 169.99, 169.73, 168.77
(C=0-Ac), 153.37 (C=0-Troc), 138.85, 138.63, 138.53, 137.90, 137.37 (Cips-Ph), 135.84,
135.74 (Comp-Ph), 133.45, 132.78 (Cipso-Ph), 129.76, 129.58, 128.45, 128.40, 128.35,
128.19, 128.05, 127.81, 127.77, 127.57, 127.49, 127.47, 127.27, 127.01 (C,,-Ph), 99.51
(C1-Gal), 97.28 (Cl-Fuc), 95.09 (CCl3), 94.66 (C1-GlcN), 79.97 (C3-Fuc), 77.51
(C4-Fuc), 77.17 (C2-Fuc), 74.75 (C5-GlecN), 74.67 (CH,-Troc), 74.23 (CH,-Bn), 74.09
(C4-GIcN), 73.94 (C3-GleN), 73.59, 73.56, 73.25, 73.12 (CH,-Bn), 71.39 (C5-Gal), 71.12
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(C3-Gal), 69.00 (C2-Gal), 67.32 (C4-Gal), 67.13 (C6-GleN), 66.52 (C6-Gal), 66.17
(C5-Fuc), 61.44 (C2-GleN), 26.75 (CHs-"Bu), 20.61, 20.56 (CHs-Ac), 16.67 (C6-Fuc).
ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 1498.5 ((M+Na]", ber.: 1498.5).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1498.4718 ([M+Na]", ber.: 1498.4683).
C7sHssC1sNO1Si (1478.0) ber.. C6339 H6.00 NO0.95

gef: C6332 H587 NI1.08

Allyl-4-0-(2,3 ,4-tri-O-acetyl-6-O-benzyl-B-D-galactopyranosyl)-3-0-(2,3,4-tri-

O-benzyl-a-L-fucopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-2-(2,2,2- AcO OI(':‘)n oBn
trichlorethoxycarbonylamino)-f-D-glucopyranosid (54) ACO%OO 2ol
TrocHN
(B-4-(B-6-Bn-Ac;Gal)-3-(a-BnzFuc)-6-Bn-GlcNTroc-OAll) ﬁQjOBn
BnO~ "

Eine Mischung aus 4.75 g (5.27 mmol) -3-(a-BnsFuc)-6-Bn-GIcNTroc-OAll (47), 5.15 g
(9.52 mmol, 1.8 Aquiv.) a-6-Bn-Ac3;Gal-OC(NH)CCl; (31) und etwa 3 g Molekular-
sieb (4 A) in 250 ml absol. Dichlormethan wird 1 h bei Raumtemp. unter einer Argon-
atmosphére geriihrt. Der Ansatz wird auf — 35 °C abgekiihlt und innerhalb von 10 min
tropfenweise mit einer vorgekiihlten Mischung aus 0.09ml (0.10g, 0.47 mmol,
0.05 Aquiv. bezogen auf 31) Trimethylsilyltrifluormethansulfonat und 5 ml absol. Dichlor-
methan versetzt. Bei —30 °C riihrt man die Reaktionsmischung unter einer Argon-
atmosphére 2 h, dann neutralisiert man sie bei dieser Temperatur durch tropfenweise
Zugabe einer Losung von N-Ethyldiisopropylamin in Dichlormethan unter stindiger
Kontrolle des pH-Werts. Man filtriert das Molekularsieb ab und wéscht es sechsmal mit je
75 ml Dichlormethan. Das Filtrat wird zweimal mit je 75 ml einer ges. Natrium-
hydrogencarbonat-Lésung und einmal mit 75 ml einer ges. Natriumchlorid-Losung
gewaschen. Die vereinigten wiassrigen Phasen werden viermal mit je 75 ml Dichlormethan
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit Magnesiumsulfat getrocknet. Nach
dem Entfernen des Losungsmittels i. Vak. reinigt man den Riickstand durch Flash-

chromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 3:1).

Ausbeute: 6.21 g (4.85 mmol, 92 %); farbloser amorpher Feststoff; [0{]22 =-35(c=1.00,
CHCL); Ry=0.49 (“Hex/EtOAc, 3:2), R,=0.16 (“Hex/EtOAc, 3:1), R;=0.65 (Tol/EtOH,
5:1).

400 MHz-"H-NMR ['H-'"H-COSY] (CDCl3): [&ppm] = 7.38-7.20 (m, 23H, Ha,-Ph),
7.16-7.13 (m, 2H, Ha-Ph), 5.82 (m., 1H, CH-All), 540 (dy, 1H, *Juum = 6.8 Hz,
NH-GIcN), 5.36 (d, 1H, *Juaus = 2.9 Hz, H4-Gal), 5.22 (ddd, 1H, *J=1.6 Hz, °J=3.3 Hz,
3 Juans = 17.3 Hz, =CHp-AlI"™), 5.17-5.10 (m, 2H, H1-Fuc {5.15}, =CH,-AlI*® {5.13}),
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5.00-4.92 (m, 2H, H2-Gal {4.97, dd, *Jipm = 8.2 Hz, *Jinus = 10.3 Hz}, CH,-Bn {4.94,
d, °J=11.9Hz}), 4.83 (d, 1H, *Jyim = 7.4 Hz, H1-GlcN), 4.79-4.75 (m, 3H, CH,-Bn
{4.78, d, *J=11.3 Hz}, H3-Gal {4.77}, CH,-Bn {4.77, d, J=10.6 Hz}), 4.73-4.65
(m, 4H, CH>-Bn {4.72, 4.69, 2xd, *J=10.4 Hz, J=12.5Hz}, CHy-Troc {4.67, d,
2J=11.7 Hz}), 4.63-4.59 (m, 2H, CH,-Bn {4.62, d, >J=11.3 Hz}, CHy,-Troc {4.61, d,
2J=12.1 Hz}), 4.58-4.53 (m, 2H, H1-Gal {4.57, d, *Juim = 8.2 Hz}, H5-Fuc {4.53}),
441 (d, 2H, 2J=12.1 Hz, CH,-Bn), 4.30-4.24 (m, 2H, CHa,-All {4.27, tdd, *J=1.6 Hz,
3J=53Hz, °J=12.9 Hz}, CH,-Bn {4.25, d, 2J=12.1 Hz}), 4.15 (¢, 1H, *Juz2 = *Jit3.114
~ 8.8 Hz, H3-GIcN), 4.07 (dd, 1H, *Jiom = 3.7 Hz, *Juons = 10.2 Hz, H2-Fuc), 4.03-3.92
(m, 2H, CHa-All {4.00, tdd, *J=1.4 Hz, *J=6.2 Hz, *J=12.8 Hz}, H4-GIcN {3.95, t,
s = Juans ~ 8.8 Hz}), 3.88 (dd, 1H, *Jys o = 10.2 Hz, *Jus s = 2.8 Hz, H3-Fuc), 3.78
(dd, 1H, *Jueans = 2.9 Hz, “Jusaner = 10.9 Hz, H6a-GlcN), 3.72 (dd, 1H, *Jueons = 2.5 Hz,
Juebnea = 10.9 Hz, H6b-GIcN), 3.57-3.43 (m, 3H, H4-Fuc {3.56}, H6a-Gal {3.51},
H5-Gal {3.47}), 3.36 (m., 1H, H5-GIcN), 3.31 (t, 1H, *Juepns = “Jueb.uea ~ 8.1 Hz,
H6b-Gal), 3.23 (m., 1H, H2-GIcN), 1.96, 1.94, 1.77 (3 x s, 9H, CHs-Ac), 1.16 (d, 3H,
3JH63bC,H5 = 6.4 Hz, H6a,b,c-Fuc).
100.6 MHz->C-NMR [BB, HSOC, HMBC], 75.5 MHz-"C-NMR [DEPT] (CDCI;):
[Oppm] = 169.95, 169.74, 168.88 (C=0-Ac), 153.58 (C=0-Troc), 138.70, 138.60, 138.30,
137.65, 137.36 (Cipso-Ph), 133.80 (CH-AIl), 128.56, 128.45, 128.40, 128.33, 128.20,
128.12, 128.08, 128.02, 127.91, 127.86, 127.81, 127.70, 127.59, 127.53, 127.09
(Comp-Ph), 117.55 (=CH-All), 99.60 (C1-Gal), 98.68 (C1-GlcN), 97.47 (C1-Fuc), 95.38
(CCl3), 80.08 (C3-Fuc), 77.25 (C4-Fuc), 76.62 (C2-Fuc), 74.79 (C5-GlcN), 74.37
(CH,-Troc), 74.28 (C4-GlcN), 74.21 (CH,-Bn), 73.84 (C3-GlcN), 73.80, 73.49, 73.22,
72.96 (CH,-Bn), 71.32 (C5-Gal), 71.00 (C3-Gal), 70.15 (CH,-All), 69.05 (C2-Gal), 67.75
(C6-GleN), 67.22 (C4-Gal), 66.47 (C6-Gal), 66.33 (C5-Fuc), 58.47 (C2-GlcN), 20.69,
20.64, 20.57 (CHs-Ac), 16.70 (C6-Fuc).
ESI-MS (Geriit 1, positiv): [m/z] = 1300.6 ((M+Na]", ber.: 1300.4).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1300.3832 ([M+Na]", ber.: 1300.3818).
CesH74CIsNO o (1279.6) ber.. C61.01 HS583 N1.09

gef: C60.92 HS598 N1.18
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4-0-(2,3,4-Tri-O-acetyl-6-O-benzyl-p-D-galactopyranosyl)-3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-
a-L-fucopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-2-(2,2,2-trichlor-

AcO _OBn OBn
ethoxycarbonylamino)-a,3-D-glucopyranose (56) Ao 2o o
o)
(o, 3-4-(B-6-Bn-Ac;Gal)-3-(a-BnsFuc)-6-Bn-GlcNTroc-OH) ’%Qiggo:w
BnoOBn

Variante A:

Eine Losung von 202mg (0.158 mmol) B-4-(B-6-Bn-Ac;Gal)-3-(a-BnsFuc)-6-Bn-
GlcNTroc-OAll (54) in 15ml absol. Tetrahydrofuran versetzt man mit 10 mg
(0.012mmol, 0.07 Aquiv) 1,5-Cyclooctadien-bis(methyldiphenylphosphin)iridium(I)-
hexafluorophosphat und entgast sie griindlich durch sechsmaliges Evakuieren mit Hilfe
einer Membranpumpe und Fluten mit Argon. Anschlieend evakuiert man erneut und flutet
mit Wasserstoff. Unter einer Wasserstoffatmosphére wird die zunéchst tiefrote Losung bei
Raumtemp. 10 min geriihrt, wobei die Farbe allmdhlich nach hellgelb umschldgt. Man
entgast die Mischung ein weiteres Mal griindlich und riihrt sie dann unter einer
Argonatmosphére bei Raumtemp. 26 h. Der Reaktionsfortschritt kann dabei diinnschicht-
chromatographisch unter Verwendung von Kieselgelplatten mit einer Konzentrierungszone
verfolgt werden (R, (54) = 0.46 (‘Hex/EtOAc, 3:2), R/ (55) = 0.48 (“Hex/EtOAc, 3:2)). Das
Losungsmittel wird 1. Vak. entfernt und der Riickstand in 25 ml Dichlormethan
aufgenommen. Man wischt die Losung nacheinander mit 5 ml einer ges. Natrium-
hydrogencarbonat-Losung und 5 ml einer ges. Natriumchlorid-Losung, extrahiert die
vereinigten wéssrigen Phasen viermal mit je 5 ml Dichlormethan und trocknet die
vereinigten organischen Phasen mit Magnesiumsulfat. Nach dem Entfernen des Losungs-
mittels i. Vak. trocknet man den Riickstand i. Hochvak. und nimmt ihn dann in 2.6 ml
Tetrahydrofuran auf. Die Losung wird auf 0 °C abgekiihlt und mit 50 mg (0.595 mmol,
3.8 Aquiv.) Natriumhydrogencarbonat in 1.7 ml Wasser sowie mit 100 mg (0.394 mmol,
2.5 Aquiv.) Tod in 2.0 ml Tetrahydrofuran versetzt. Die Kiihlung wird entfernt und die
Reaktionsmischung 4'2d bei Raumtemp. geriihrt. AnschlieBend werden 5 ml Wasser
sowie 15 ml Ethylacetat zugegeben. Man kiihlt den Ansatz auf 0 °C ab und gibt so lange
festes Natriumhydrogensulfit hinzu, bis die lodfirbung verschwunden ist. Das
Zweiphasengemisch wird mit weiteren 15 ml Ethylacetat verdiinnt. Die organische Phase
wird abgetrennt und nacheinander mit 10 ml einer 1 M Natriumhydrogensulfit-Ldsung,
10 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und 10 ml einer ges. Natriumchlorid-
Losung gewaschen. Man extrahiert die vereinigten wissrigen Phasen zweimal mit je 10 ml
Ethylacetat, trocknet die vereinigten organischen Phasen mit Magnesiumsulfat und entfernt
die Losungsmittel im Vakuum. Das resultierende Rohprodukt wird durch Flash-

chromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 3:2) gereinigt, wobei neben dem
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gewiinschten Produkt 51 mg (0.040 mmol, 25 %) des entsprechenden n-Propylglycosids 57

isoliert werden.
Ausbeute: 113 mg (0.091 mmol, 58 %).

Analytische Daten des n-Propylglycosids 57:

leicht braunlicher amorpher Feststoff; R,= 0.48 (‘Hex/EtOAc, 3:2).

400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCl3): [&ppm] = 7.36-7.19 (m, 23H, Ha-Ph),
7.14-7.12 (m, 2H, Ha-Ph), 5.36-5.35 (m, 2H, NH-GIcN {5.35}, H4-Gal {5.35, d,
3Jnams = 3.5 Hz}), 5.15 (d, 1H, *Juim = 3.5 Hz, H1-Fuc), 4.99-4.92 (m, 2H, H2-Gal
{4.97, dd, *Jupm = 8.2 Hz, *Jipmz = 10.2 Hz}, CH, {4.93, d, *J=11.7 Hz}), 4.80-4.74
(m, 5H, H1-GlcN {4.78}, H3-Gal {4.76}, CH,), 4.71-4.65 (m, 3H, CH, {4.69, 4.67,
4.66, 3 xd, 2J=10.6 Hz, 2J=12.2 Hz, *J = 11.8 Hz}), 4.62-4.52 (m, 4H, CH, {4.61, 4.60,
2xd, *J=11.3Hz, *J=11.7Hz}, H1-Gal {4.57, d, *Juim = 8.2 Hz}, H5-Fuc {4.54}),
441 (d, 2H, “J=12.1Hz, CH,), 424 (d, 1H, “J=12.1Hz, CH,), 4.14 (t, 1H,
s ~ Juzma = 8.6 Hz, H3-GIeN), 4.07 (dd, 1H, *Jiuom =3.9 Hz, *Jions = 10.2 Hz,
H2-Fuc), 3.95-3.87 (m, 2H, H4-GIcN {3.93, t, *Jusns = *Juans = 8.6 Hz}, H3-Fuc
(3.88, dd, *Juzpo=102Hz, *Juspua=2.7Hz}), 3.79-3.69 (m, 3H, H6a-GIcN {3.77,
dd, *Jueans = 3.1 Hz, “Juganer = 11.3 Hz}, CH,,CH,CH; {3.74}, H6b-GIcN {3.71, dd,
3 Jueb.is = 2.4 Hz, “Juevnea = 11.3 Hz}), 3.55 (dv, 1H, *Juans = 1.6 Hz, H4-Fuc), 3.53-3.44
(m, 2H, H6a-Gal {3.51, dd, *Jugans=5.5Hz, “Jusaner = 8.2 Hz}, H5-Gal {3.46}),
3.37-3.28 (m, 3H, H5-GIcN {3.34}, CH,,CH,CH; {3.33}, H6b-Gal {3.30, t', *Juebns
~ > Jueoiea = 8.2 Hz}), 3.16 (m., 1H, H2-GIcN), 1.95, 1.93, 1.76 (3 xs, 9H, CHs-Ac),
1.58-1.49 (m, 2H, CH,CH,CH3), 1.16 (d, 3H, *Jueape.is = 6.2 Hz, H6a,b,c-Fuc), 0.85 (t, 3H,
3J=17.4 Hz, CH,CH,CHj).

100.6 MHz-">*C-NMR [BB, HMOQC] (CDClsy): [&ppm] = 169.94, 169.74, 168.84
(C=0-Ac), 153.56 (C=0-Troc), 138.74, 138.62, 138.36, 137.69, 137.37 (Cipso-Ph), 128.55,
128.43, 128.40, 128.32, 128.20, 128.09, 128.05, 127.87, 127.79, 127.67, 127.58, 127.52,
127.08 (Comp-Ph), 99.61 (C1-GlcN, C1-Gal), 97.47 (Cl-Fuc), 95.35 (CCls), 80.08
(C3-Fuc), 77.33 (C4-Fuc), 76.70 (C2-Fuc), 74.83 (C5-GlcN), 74.39 (C4-GleN), 74.21
(CH,), 73.97 (C3-GleN), 73.77, 73.50, 73.22, 72.97 (CH,), 71.49 (CH,CH,CH3), 71.31
(C5-Gal), 71.02 (C3-Gal), 69.08 (C2-Gal), 67.76 (C6-GlcN), 67.25 (C4-Gal), 66.51
(C6-Gal), 66.28 (C5-Fuc), 58.79 (C2-GlcN), 22.69 (CH,CH,CHj3), 20.67, 20.57 (CHs-Ac),

16.72 (C6-Fuc), 10.36 (CH,CH,CH3). AO_OBn o
ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 1302.4 ((M+Na]", AcO AZ Oo/ég/o\/\
ber.: 1302.4), 1318.4 ((M+K]", ber.: 1318.4). ?nggﬁ”“

OBn

CesH76CI3NO19 (1281.7) BnO
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Variante B:

Eine Lésung von 0.15 g (0.18 mmol, 0.07 Aquiv.) 1,5-Cyclooctadien-bis(methyldiphenyl-
phosphin)iridium(I)-hexafluorophosphat in 220 ml absol. Tetrahydrofuran wird durch
sechsmaliges Evakuieren mit Hilfe einer Membranpumpe und Fluten mit Argon griindlich
entgast. AnschlieBend evakuiert man erneut und flutet mit Wasserstoff. Die zunéchst
tiefrote Losung wird unter einer Wasserstoffatmosphire 10 min bei Raumtemp. geriihrt,
bis sie eine leicht gelbliche Farbung angenommen hat. Man entgast die Katalysator-Losung
ein weiteres Mal griindlich, liberfiihrt sie dann unter einer Argonatmosphire in einen
zweiten Kolben, welcher 3.10 g (2.42 mmol) B-4-(B-6-Bn-Ac;Gal)-3-(a-BnsFuc)-6-Bn-
GlcNTroc-OAll (54) enthilt, und rithrt die Mischung 1h bei Raumtemperatur. Der
Reaktionsfortschritt ldsst sich dabei diinnschichtchromatographisch unter Verwendung von
Kieselgelplatten mit einer Konzentrierungszone verfolgen (R, (Edukt) = 0.46 (‘Hex/EtOAc,
3:2), Ry (Produkt) = 0.48 (‘Hex/EtOAc, 3:2)). Man entfernt das Losungsmittel i. Vak. und
nimmt den Riickstand in 150 ml Dichlormethan auf. Die Losung wird nacheinander mit
30 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und 30 ml einer ges. Natriumchlorid-
Losung gewaschen. Die vereinigten wéssrigen Phasen werden viermal mit je 30 ml
Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit Magnesiumsulfat
getrocknet. Man entfernt i. Vak. das Losungsmittel, trocknet den Riickstand i. Hochvak.
und nimmt ihn dann in 40 ml Tetrahydrofuran auf. Die Lésung wird auf 0 °C abgekiihlt
und mit 0.75 g (8.93 mmol, 3.7 Aquiv.) Natriumhydrogencarbonat in 25 ml Wasser
sowie mit 1.49 g (5.87 mmol, 2.4 Aquiv.) Iod in 40 ml Tetrahydrofuran versetzt. Nach
dem Entfernen der Kiihlung riihrt man die Reaktionsmischung bei Raumtemp. 3 h.
AnschlieBend werden 50 ml Wasser sowie 150 ml Ethylacetat zugegeben. Der Ansatz wird
erneut auf 0 °C abgekiihlt und so lange mit festem Natriumhydrogensulfit versetzt, bis die
Iodfarbung verschwunden ist. Man verdiinnt das Zweiphasengemisch mit weiteren 75 ml
Ethylacetat, trennt die organische Phase ab und wischt sie nacheinander mit 50 ml einer
1 M Natriumhydrogensulfit-Lésung, 50 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung
und 50 ml einer ges. Natriumchlorid-Ldsung. Die vereinigten wissrigen Phasen werden
zweimal mit je 50 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
mit Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. von den Losungsmitteln befreit. Das
Rohprodukt wird durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 3:2)
gereinigt und das resultierende Reinprodukt ohne vollstindige Charakterisierung direkt

zum entsprechenden Silylglycosid 53 umgesetzt.

Ausbeute: 2.50 g (2.02 mmol, 83 %); farbloser amorpher Feststoff; R =0.34 bzw. 0.24
(‘Hex/EtOAc, 1:1), Ry=0.20 bzw. 0.16 (“Hex/EtOAc, 3:2).
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ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 1260.4 ((M+Na]", ber.: 1260.3),
1276.3 ((M+K]", ber.: 1276.3).
Ce2H70C1sNO 5 (1239.6)

tert-Butyldiphenylsilyl-4-0-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-O-benzyl-B-D-galactopyranosyl)-
3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-a-L-fucopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-2-(2,2,2-trichlor-
ethoxycarbonylamino)-f-D-glucopyranosid (53)
(B-4-(B-6-Bn-Acs;Gal)-3-(a-BnsFuc)-6-Bn-GlcNTroc-OTBDPS)

AcO _OBn OBn
Man 18st 753 mg (0.607 mmol) a.,B-4-(B-6-Bn-AcsGal)-3- o2 o010 o
Ao
(a-BnsFuc)-6-Bn-GlcNTroc-OH (56) und eine Spatelspitze /%Qiggfm
OBn

4-Dimethylaminopyridin in 40 ml absol. Dichlormethan und BnO

tropft nacheinander 0.30 ml (235 mg, 1.815 mmol, 3.0 Aquiv.) N-Ethyldiisopropylamin
sowie 0.47 ml (498 mg, 1.813 mmol, 3.0 Aquiv.) fert-Butyldiphenylsilylchlorid zu. Die
Reaktionsmischung wird 5 d unter Riickfluss geriihrt, wobei nach 4 h, nach 1d und
nach 2 d jeweils weitere 0.30 ml (235 mg, 1.815 mmol, 3.0 Aquiv.) N-Ethyldiisopropyl-
amin sowie 0.16 ml (170 mg, 0.617 mmol, 1.0 Aquiv.) tert-Butyldiphenylsilylchlorid zur
Vervollstindigung der Umsetzung zugetropft werden. AnschlieBend neutralisiert man die
Losung durch tropfenweise Zugabe von Essigsdure unter stindiger Kontrolle des
pH-Werts, entfernt das Losungsmittel i. Vak. und reinigt das Rohprodukt durch Flash-
chromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 5:1), wobei neben dem
gewiinschten Produkt 86 mg (0.069 mmol, 11 %) der eingesetzten Verbindung 56 isoliert

werden.

Ausbeute: 702 mg (0.475 mmol, 78 %); Ry= 0.65 (“Hex/EtOAc, 1:1).
Samtliche analytischen Daten der Verbindung 53 sind bereits auf den Seiten 189 und 190
aufgefiihrt.

tert-Butyldiphenylsilyl-3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-a-L-fucopyranosyl)-4-O-(6-O-benzyl-

B-D-galactopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-2-(2,2,2-tri- HO ozn oBn
chlorethoxycarbonylamino)-f-D-glucopyranosid (58) HO%OO 2 otBDPS
TrocHN
(B-3-(a-BnsFuc)-4-(B-6-Bn-Gal)-6-Bn-GlcNTroc-OTBDPS) p&ioé’f
BnoOBn

In 250 ml Methanol werden 4.68 g (3.17 mmol) B-4-(B-6-Bn-Ac;Gal)-3-(a-BnsFuc)-6-Bn-
GlcNTroc-OTBDPS  (53) gelost und tropfenweise mit einer frisch hergestellten

methanolischen Natriummethanolat-Losung so lange versetzt, bis ein pH-Wert von 8.5
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erreicht ist. Die Reaktionsmischung wird 2 h bei Raumtemp. geriihrt und anschlieBend
durch Zugabe von saurem lonenaustauscher Amberlyst® 15 neutralisiert. Der Ionen-
austauscher wird abfiltriert und mit Methanol gewaschen. Das Filtrat wird 1. Vak. vom
Losungsmittel befreit. Man reinigt den Riickstand durch Flashchromatographie an
Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 1:1).

Ausbeute: 3.62 g (2.68 mmol, 85 %); farbloser amorpher Feststoff; [0{]24 =—44 (¢=1.00,
CHCL); Ry=0.54 (“Hex/EtOAc, 1:3), R;=0.22 (“Hex/EtOAc, 1:1), R;=0.41 (Tol/EtOH,
6:1).
ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 1372.5 ((M+Na]", ber.: 1372.4).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1372.4354 ((M+Na]", ber.: 1372.4366).
C72HgCl3NO 651 (1351.9) ber.. C63.97 H6.11 N 1.04

gef. C6395 HS592 NI1.16

Allyl-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-2-(2,2,2-trichlorethoxy- HO _OBn oBn
o)
carbonylamino)-p-D-glucopyranosid (59) HO ~ O o
TrocHN
(B-3-(a-BnsFuc)-4-(B-6-Bn-Gal)-6-Bn-GlcNTroc-OAll) /O@Qiosn
BnO~""

Eine Losung von 1.09 g (0.85 mmol) B-4-(B-6-Bn-Ac;Gal)-3-(a-BnsFuc)-6-Bn-GlcNTroc-
OAIll (54) in 50 ml Methanol wird unter Riihren so lange tropfenweise mit einer frisch
hergestellten methanolischen Natriummethanolat-Losung versetzt, bis ein pH-Wert von 8.5
erreicht ist. Man riihrt die Mischung 5 h bei Raumtemp. und neutralisiert sie anschliefend
durch Zugabe von saurem lonenaustauscher Amberlyst® 15. Der Ionenaustauscher wird
abfiltriert und mit Methanol gewaschen. Das Filtrat wird i. Vak. vom Ld&sungsmittel

befreit. Den Riickstand reinigt man durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel:
‘Hex/EtOAc, 1:1).

Ausbeute: 0.87 g (0.75 mmol, 89 %); farbloser amorpher Feststoff; [a]ff =—45 (¢ =1.00,
CHCL); Ry= 0.14 (‘Hex/EtOAc, 1:1), R= 0.43 (Tol/EtOH, 5:1).
ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] = 1174.6 ((M+Na]", ber.: 1174.4).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1174.3523 ([M+Na]", ber.: 1174.3501).
CsoHgsCI3NOy6 (1153.5) ber.. C61.43 HS594 NI1.21
gef. C61.37 HS593 NI1.29
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5.4.2 Die Synthesen der arabinosylierten Bausteine

tert-Butyldiphenylsilyl-4-0-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-O-benzyl-B-D-galactopyranosyl)-
3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-B-D-arabinopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-2-(2,2,2-trichlor-
ethoxycarbonylamino)-f-D-glucopyranosid (60)
(B-4-(B-6-Bn-Ac;Gal)-3-(B-BnzAra)-6-Bn-GlcNTroc-OTBDPS)

AcO _OBn OBn
Eine Losung von 3.97 g (3.66 mmol) B-3-(B-Bns;Ara)-6-Bn- go 0
: AcO -~ % OTBDPS
GlcNTroc-OTBDPS (51) und 4.50 g (8.32 mmol, 2.3 Aquiv.) C;OigchN
a-6-Bn-Ac3;Gal-OC(NH)CCIl; (31) in 180 ml absol. Dichlor- BnoOE"

methan wird mit etwa 7 g Molekularsieb (4 A) 30 min bei Raumtemp. unter einer Argon-
atmosphire geriihrt. Man kiihlt das Gemisch auf —45 °C ab und tropft eine vorgekiihlte
Mischung aus 0.08 ml (0.92 g, 0.41 mmol, 0.05 Aquiv. bezogen auf 31) Trimethylsilyl-
trifluormethansulfonat und 10 ml absol. Dichlormethan langsam zu. Der Ansatz wird unter
einer Argonatmosphire bei — 40 °C 2 h geriihrt, dann ldsst man ihn langsam auf — 20 °C
erwdrmen und riihrt ihn bei einer Temperatur von — 20 °C bis — 25 °C weitere 90 h, wobei
sowohl nach 18 h als auch nach 20 h jeweils noch einmal 0.05 Aquiv. (bezogen auf 31)
Trimethylsilyltrifluormethansulfonat in 10 ml absol. Dichlormethan zugetropft werden.
AnschlieBend wird die Reaktionsmischung bei — 20 °C durch tropfenweise Zugabe einer
Losung von N-Ethyldiisopropylamin in Dichlormethan unter stindiger Kontrolle des
pH-Werts neutralisiert. Das Molekularsieb wird abfiltriert und zweimal mit je 50 ml
Dichlormethan gewaschen. Man wischt das Filtrat nacheinander mit 50 ml einer ges.
Natriumhydrogencarbonat-Lésung und 50 ml einer ges. Natriumchlorid-Losung, extrahiert
die vereinigten wéssrigen Phasen dreimal mit je 25 ml Dichlormethan und trocknet die
vereinigten organischen Phasen mit Magnesiumsulfat. Das Losungsmittel wird 1. Vak.
entfernt und der Riickstand durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel:
‘Hex/EtOAc, 10:3) gereinigt.

Ausbeute: 1.28 g (0.87 mmol, 24 %); farbloser amorpher Feststoff; [a]i)o =—-43 (c=1.00,
CHCI,); Ry= 0.40 (‘Hex/EtOAc, 2:1), R;=0.26 (‘Hex/EtOAc, 10:3).

400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCl3): [&ppm] = 7.70-7.68 (m, 2H, Ha~Ph),
7.61-7.59 (m, 2H, Ha-Ph), 7.44-7.16 (m, 31H, Ha-Ph), 5.36 (d, 1H, *Jusns = 3.1 Hz,
H4-Gal), 5.33 (d, 1H, *Jxum = 7.2 Hz, NH-GIcN), 5.21 (d, 1H, *Ju11m = 3.3 Hz, H1-Ara),
4.96 (dd, 1H, *Jipm = 8.0 Hz, *Jiopmz = 10.3 Hz, H2-Gal), 4.91-4.82 (m, 3H, CH,-Bn
{4.89, d, *J=113Hz}, HI-GIcN {4.87, d, *Juim=9.0Hz}, H3-Gal {4.83, dd,
s =103 Hz, *Juspus=3.3 Hz}), 4.75-4.65 (m, 6H, CHy-Bn, CHy-Troc {4.69},
H1-Gal {4.66, d, *Juim=8.0Hz }), 4.59, 453 (2xd, 2H, 2J=11.5Hz, *J=12.1 Hz,
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CH>-Bn), 4.47 (d, 1H, %J=11.9 Hz, CHy-Troc), 4.42 (d, 1H, *J=12.1 Hz, CH,-Bn),
4.29-4.23 (m, 3H, CH,-Bn {4.28, d, °J=10.4 Hz}, H5a-Ara {4.27}, CH,-Bn {4.25, d,
2J=11.7Hz}), 4.09 (dd, 1H, *Jipu1 = 3.3 Hz, *Juons = 9.9 Hz, H2-Ara), 4.05-3.96 (m,
2H, H3-GIcN {4.00}, H4-GIcN {3.98}), 3.92 (dd, 1H, *Jus o = 9.9 Hz, *Jis s = 3.0 Hz,
H3-Ara), 3.71 (s», 1H, H4-Ara), 3.66-3.56 (m, 3H, H5b-Ara {3.64}, H5-Gal {3.60},
H6a-GIcN  {3.58}), 3.46 (m., 1H, H6a-Gal), 3.32-3.28 (m, 3H, H2-GIcN {3.32},
H6b-GleN {3.30}, H6b-Gal {3.30}), 2.98 (m., 1H, H5-GIcN), 1.94, 1.89, 1.71 (3 x s, 9H,
CH3-Ac), 1.04 (s, 9H, CH3-'Bu).
100.6 MHz-">*C-NMR [BB, HSOC, HMBC] (CDCl3): [§ppm] = 169.98, 169.77, 169.03
(C=0-Ac), 153.51 (C=0-Troc), 138.74, 138.60, 138.47, 137.95, 137.45 (Cips-Ph), 135.89,
135.78 (C,mp-Ph), 133.45, 132.83 (Cipso-Ph), 129.76, 129.58, 128.50, 128.43, 128.37,
128.35, 128.08, 127.84, 127.79, 127.77, 127.61, 127.52, 127.49, 127.27, 127.25
(Comp-Ph), 99.16 (C1-Gal), 97.96 (Cl-Ara), 9527 (CCly), 94.79 (C1-GlcN), 77.90
(C3-Ara), 77.21 (C2-Ara), 74.95 (C3-GlcN), 74.76 (C5-GleN), 74.54 (CH,-Troc), 74.33
(C4-Ara), 73.96 (CH,-Bn), 73.63 (C4-GlcN), 73.57, 73.30, 72.48 (CH,-Bn), 71.53
(C5-Gal), 71.14 (C3-Gal, CH,-Bn), 69.34 (C2-Gal), 67.45, 67.38 (C4-Gal, C6-GlcN),
66.70 (C6-Gal), 61.11 (C2-GIcN), 60.27 (C5-Ara), 26.76 (CHs-'Bu), 20.67, 20.61
(CHs-Ac).
ESI-MS (Gerdit 2, positiv): [m/z] = 1484.6 ((M+Na]", ber.: 1484.4),

1500.6 ([M+K]", ber.: 1500.4).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1484.4576 ((IM+Na]", ber.: 1484.4527).
C77HgsC13NO10Si (1463.9)

Allyl-4-0-(2,3 ,4-tri-O-acetyl-6-O-benzyl-B-D-galactopyranosyl)-3-0-(2,3,4-tri-

O-benzyl-B-D-arabinopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-2-(2,2,2-  AcO _OBn 0OBn
éo
trichlorethoxycarbonylamino)--D-glucopyranosid (61) A0 Ogé&/OAII
TrocHN
(B-4-(B-6-Bn-Ac;Gal)-3-(B-BnsAra)-6-Bn-GlcNTroc-OAll) @205”

BnO

Eine Mischung aus 4.75 g (5.35 mmol) B-3-(B-Bns;Ara)-6-Bn-GlcNTroc-OAll (52), 5.79 g
(10.71 mmol, 2.0 Aquiv.) a-6-Bn-Ac;Gal-OC(NH)CCI; (31) und etwa 3 g Molekular-
sieb (4 A) in 200 ml absol. Dichlormethan wird 1 h bei Raumtemp. unter einer Argon-
atmosphére geriihrt. Der Ansatz wird auf — 35 °C abgekiihlt und innerhalb von 10 min
tropfenweise mit einer vorgekiihlten Mischung aus 0.10ml (0.12 g, 0.52 mmol,
0.05 Aquiv. bezogen auf 31) Trimethylsilyltrifluormethansulfonat und 5 ml absol. Dichlor-
methan versetzt. Bei —30 °C riihrt man die Reaktionsmischung unter einer Argon-

atmosphére 90 min, dann neutralisiert man sie bei dieser Temperatur durch tropfenweise
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Zugabe einer Losung von N-Ethyldiisopropylamin in Dichlormethan unter stidndiger
Kontrolle des pH-Werts. Man filtriert das Molekularsieb ab und wéscht es sechsmal mit je
75 ml Dichlormethan. Das Filtrat wird zweimal mit je 75 ml einer ges. Natriumhydrogen-
carbonat-Losung und einmal mit 75 ml einer ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die
vereinigten wéssrigen Phasen werden viermal mit je 75 ml Dichlormethan extrahiert und
die vereinigten organischen Phasen mit Magnesiumsulfat getrocknet. Nach dem Entfernen
des Losungsmittels 1. Vak. reinigt man den Riickstand durch Flashchromatographie an
Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 3:1).

Ausbeute: 6.12 g (4.84 mmol, 90 %); farbloser amorpher Feststoff; [oz]i,5 =—-59 (¢=1.00,
CHCl); Ry= 0.29 (‘Hex/EtOAc, 2:1), Ry=0.16 (‘Hex/EtOAc, 3:1).

400 MHz-'"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCl3): [0ppm] = 7.40-7.16 (m, 25H, Ha-Ph),
5.84 (m., 1H, CH-All), 5.58 (s, 1H, NH-GIcN), 5.37 (d, 1H, *Jusus = 3.1 Hz, H4-Gal),
5.27-5.21 (m, 2H, =CH,-All"™* {5.24, ddd, *J=1.6 Hz, 2J=3.1 Hz, *Jyuns = 17.2 Hz},
Hl-Ara {523, d, *Jum=39Hz}), 5.14 (ddd, 1H, *J=14Hz *J/=3.0Hz
3Jus = 10.4 Hz, =CH,-AlI®), 5.03 (dd, 1H, *Juom = 8.0 Hz, *Jop3 = 10.4 Hz, H2-Gal),
4.86-4.82 (m, 2H, CH,-Bn {4.84, d, 2J=11.3 Hz}, H3-Gal {4.83, dd, *Jusu = 10.3 Hz,
Jwsne = 3.5Hz}), 4.78-4.55 (m, 10H, HI-GIcN {4.77}, CHy-Troc {4.76, d,
2J=12.1Hz}, CH,-Bn {4.72, 4.68, 2x d, 2J=10.9 Hz, ’J=11.6 Hz}, CH,,-Troc {4.66,
d, 2J=12.7Hz}, CH,-Bn {4.61, d, *J=12.7 Hz}, HI-Gal {4.59, d, *Jyim = 8.6 Hz},
CH,-Bn {4.56, d, 2J=11.7Hz}), 4.44, 444 (2xd, 2H, 2x%/=11.9Hz, CH,-Bn),
431-4.25 (m, 2H, CH,-Bn {4.28, d, 2J=12.3 Hz}, CHa-All {4.28}), 4.18 (dy, 1H,
2Jusans = 11.9 Hz, H5a-Ara), 4.12 (t', 1H, *Jusm =~ *Jisus ~ 8.0 Hz, H3-GIeN), 4.07
(dd, 1H, *Jinn = 3.5 Hz, %z = 9.7 Hz, H2-Ara), 3.79-3.70 (m, 2H, CHa,-All {4.01},
H4-GIcN  {3.71, ', *Juams = Juans ~8.0Hz}), 3.88 (dd, 1H, ‘Jusm=9.7 Hz,
2Jisa = 3.0 Hz, H3-Ara), 3.79-3.70 (m, 3H, H6a-GIcN {3.77, dd, *Jugans=3.5 Hz,
*Jusaner = 10.9 Hz}, H6b-GIcN {3.73}, H4-Ara {3.71}), 3.66 (dd, 1H, *Juspus = 2.3 Hz,
2JH5b,H53212.4 Hz, HS5b-Ara), 3.57-3.48 (m, 2H, H5-Gal {3.55}, H6a-Gal {3.51}),
3.45 (m., 1H, H5-GIcN), 3.35-3.31 (m, 2H, H2-GIcN {3.35}, H6b-Gal {3.33, t,
3 Jiebis = “Jaevea =~ 8.3 Hz}), 1.99, 1.96, 1.77 (3 x s, 9H, CHs-Ac).

100.6 MHz-"C-NMR [BB, HSQC, HMBC] (CDCl3): [8ppm] = 169.96, 169.82, 169.20
(C=0-Ac), 153.77 (C=0-Troc), 138.63, 138.44, 138.41, 137.74, 137.41 (Cips-Ph), 133.85
(CH-All), 128.52, 128.45, 128.40, 128.34, 128.05, 128.00, 127.84, 127.80, 127.70, 127.57,
127.54, 127.49, 127.32 (Cym,~Ph), 117.36 (=CH,-All), 99.38 (C1-Gal), 98.95 (C1-GIcN),
97.95 (C1-Ara), 95.50 (CCls), 77.76 (C3-Ara), 76.75 (C2-Ara), 74.79 (C5-GlcN), 74.57
(C3-GleN), 74.36 (CHy-Troc), 74.03, 73.98 (C4-Ara, CH,-Bn), 73.92 (C4-GlcN), 73.47,
73.28, 72.43 (CH,-Bn), 71.58 (C5-Gal), 71.12 (CH,-Bn), 70.98 (C3-Gal), 69.98 (CH,-All),
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69.34 (C2-Gal), 68.15 (C6-GIcN), 67.28 (C4-Gal), 66.69 (C6-Gal), 60.44 (C5-Ara), 57.49
(C2-GleN), 20.78, 20.57, 20.38 (CHs-Ac).
ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 1286.4 ((M+Na]", ber.: 1286.4).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1286.3689 ([M+Na]", ber.: 1286.3662).
CesH72C1sNO (1265.6) ber.. C60.74 HS5.73 NI1.11
gef: C6026 H5.75 N1.02

tert-Butyldiphenylsilyl-3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-B-D-arabinopyranosyl)-
4-0-(6-0-benzyl-B-D-galactopyranosyl)-6-O-benzyl-

HO _OBn

OB
2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)- o=l o On
HO o) OTBDPS
B-D-glucopyranosid (62) o gg)rc‘;HN
OBn

(B-3-(B-BnsAra)-4-(B-6-Bn-Gal)-6-Bn-GlcNTroc-OTBDPS) BnO

Man lost 1.13g (0.77 mmol) [(-4-(B-6-Bn-Ac;Gal)-3-(B-BnszAra)-6-Bn-GlcNTroc-
OTBDPS (60) in 100 ml Methanol und gibt so lange tropfenweise eine frisch hergestellte
methanolische Natriummethanolat-Losung hinzu, bis ein pH-Wert von 8.5 erreicht ist. Die
Reaktionsmischung wird 2 h bei Raumtemp. geriihrt und anschlieBend durch Zugabe von
saurem lonenaustauscher Amberlyst® 15 neutralisiert. Der Ionenaustauscher wird
abfiltriert und mit Methanol gewaschen. Das Filtrat wird i. Vak. vom Ld&sungsmittel
befreit. Man reinigt den Riickstand durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel:
‘Hex/EtOAc, 3:2).

Ausbeute: 0.42 g (0.31 mmol, 41 %); farbloser amorpher Feststoff; [a]zz =—-53 (¢ =1.00,
CHCls); Ry=0.10 (“Hex/EtOAc, 3:2), R;= 0.38 (Tol/EtOH, 7:1).
ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 1358.6 ((M+Na]’, ber.: 1358.4),
1374.6 (IM+K]", ber.: 1374.4).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1358.4246 ([M+Na]", ber.: 1358.4210).
C71HgoCIzNO16Si (1337.8) ber.. C63.74 H6.03 N 1.05
gef.: C63.68 HS595 NO0.93
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Allyl-3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-p-D-arabinopyranosyl)-4-0-(6-O-benzyl-B-D-galacto-

pyranosyl)-6-0O-benzyl-2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxy- HO _-OBn OBn
Q
carbonylamino)-B-D-glucopyranosid (63) HOA—% 2_oni
TrocHN
(B-3-(B-BnsAra)-4-(B-6-Bn-Gal)-6-Bn-GlcNTroc-OAll) @EinB"

BnO

Eine Losung von 6.00 g (4.77 mmol) B-4-(B-6-Bn-Acs;Gal)-3-(B-BnsAra)-6-Bn-GlcNTroc-
OAIl (61) in 250 ml Methanol wird unter Riithren so lange tropfenweise mit einer frisch
hergestellten methanolischen Natriummethanolat-Losung versetzt, bis ein pH-Wert von 8.5
erreicht ist. Man riihrt die Mischung 2 h bei Raumtemp. und neutralisiert sie anschlieBend
durch Zugabe von saurem Ionenaustauscher Amberlyst® 15. Der Ionenaustauscher wird
abfiltriert und mit Methanol gewaschen. Das Filtrat wird i. Vak. vom L&sungsmittel

befreit. Den Riickstand reinigt man durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel:
‘Hex/EtOAc, 3:4).

Ausbeute: 4.30 g (3.77 mmol, 80 %); farbloser amorpher Feststoff; [a]ﬁf =—56 (¢=1.00,
CHCls); Ry=0.28 (“Hex/EtOAc, 1:2), Ry=0.19 (“Hex/EtOAc, 3:4).
ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 1160.3 ((M+Na], ber.: 1160.3),
1176.3 (IM+K]", ber.: 1176.3).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1160.3389 ([M+Na]", ber.: 1160.3345).
CssHeeCI3NO16 (1139.5) ber.. C61.13 HS5.84 N1.23
gef.: C61.04 HS577 N1.25

5.5 Die Synthesen der Tetrasaccharide und Tetrasaccharid-
Mimetika

Die Herstellung der Methylsulfenylbromid-Lésung>"!

(1.6 M in absol. 1,2-Dichlorethan)

Zur Herstellung der fiir die Sialylierungsreaktionen bendtigten Methylsulfenylbromid-
Losung wird eine Mischung aus 0.71 ml (0.75 g, 8.01 mmol) Dimethyldisulfid und 10 ml
absol. 1,2-Dichlorethan unter einer Argonatmosphire mit 0.41 ml (1.28 g, 7.98 mmol)

Brom versetzt und unter Lichtausschluss bei Raumtemp. 23 h gertihrt.
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5.5.1 Die Synthese des Sialyl-Lewis*-Bausteins

tert-Butyldiphenylsilyl-3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-a-L-fucopyranosyl)-4-O-{6-O-benzyl-
3-0O-[methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-o-D-galacto-
non-2-ulopyranosyl)onat]--D-galactopyranosyl}-6-O-benzyl-2-desoxy-2-(2,2,2-tri-

chlorethoxycarbonylamino)-p-D-gluco- no. 7% MeOOC Ho -OBn
pyranosid (68) m\ & _ éﬁ OTBDPS
roc
(B-AcsBns(Fuc)SLe*NTrocCOOMe-OTBDPS) ﬁoﬁioan
BnO

In einer Mischung aus 130 ml absol. Acetonitril und 70 ml absol. Dichlormethan werden
5.00 g (3.70 mmol) B-3-(a-BnsFuc)-4-(B-6-Bn-Gal)-6-Bn-GlcNTroc-OTBDPS (58) und
6.62 g (Xan: 9.56 mmol, 2.6 Aquiv.) des Gemischs aus a-Ac;NeuSAcCOOMe-Xan (36)
und seinem Eliminierungsprodukt 37 mit etwa 5 g Molekularsieb (4 A) unter einer Argon-
atmosphére 45 min bei Raumtemp. geriihrt. Unter Lichtausschluss fiigt man eine Losung
von 2.38 g (9.26 mmol, 1.0 Aquiv. bezogen auf 36) trockenem Silbertrifluormethan-
sulfonat in 10 ml absol. Acetonitril hinzu und rithrt die Mischung erneut 45 min bei
Raumtemperatur. AnschlieBend wird sie auf — 50 °C abgekiihlt, und es werden 5.80 ml
(9.28 mmol, 1.0 Aquiv. bezogen auf 36) einer vorgekiihlten 1.6 M Methylsulfenylbromid-
Losung in absol. 1,2-Dichlorethan (vgl. Seite 201) innerhalb von 45 min zugetropft. Man
rithrt den Ansatz 1 h bei — 50 °C und weitere 16 h bei — 25 °C, bevor man ihn durch
Zugabe von 3 ml N-Ethyldiisopropylamin neutralisiert. Die Reaktionsmischung wird auf
Raumtemp. erwirmt, mit 50 ml Dichlormethan verdiinnt und iiber eine diinne Schicht
Hyflo® filtriert. Man wischt sechsmal mit je 50 ml Dichlormethan nach und befreit das
Filtrat i. Vak. von den Losungsmitteln. Der Riickstand wird durch zweimalige Flash-
chromatographie an Kieselgel (Laufmittel: CH,Cl,/MeOH, 50:1 bzw. ‘Hex/EtOAc, 2:5)
gereinigt. Dabei konnen die Nebenprodukte allerdings nicht vollstindig abgetrennt werden,
jedoch spielt dies fiir die weitere Umsetzung keine Rolle. Fiir analytische Zwecke kann
durch priparative RP-HPLC reines Produkt erhalten werden (R;=67-73 min, Séaule:
Luna-3, Gradient: Prip-2).

Ausbeute: 10.53 g (noch mit Nebenprodukten verunreinigt); farbloser amorpher Feststoff.

Analytische Daten des Reinprodukts:

[]7 =—36 (c=1.00, CHCl3); R;=0.21 (‘Hex/EtOAc, 1:3), R;=0.16 (‘Hex/EtOAc, 2:5),
Ry=0.07 (CH,Cl,/MeOH, 50:1); R, = 24 min (Sdule: Luna-1, Gradient: Ana-2).

400 MHz-'H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCl3): [&Sppm] = 7.67-7.66 (m, 2H, Ha-Ph),
7.57-7.55 (m, 2H, Ha,-Ph), 7.40-7.16 (m, 31H, Ha,-Ph), 5.46 (d, 1H, *Jnu = 7.8 Hz,
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NH-GIcN), 5.40 (m., 1H, H8-Sia), 5.29 (dd, 1H, *Jiu7ue=1.6 Hz, Juzus=8.6 Hz,
H7-Sia), 5.24-5.21 (m, 2H, NH-Sia {5.23}, HI-Fuc {5.23, d, *Ju1.m = 3.2 Hz}), 4.96-4.88
(m, 2H, H4-Sia {4.92}, CH,-Bn {4.90, d, ’J=11.7 Hz}), 4.85-4.80 (m, 2H, CH,-Bn
{(4.84, 4.82, 2xd, 2J=11.0 Hz, *J=10.9 Hz}), 4.71-4.63 (m, 4H, CH,-Bn {4.69, 4.66,
2xd, 2x°/=12.1 Hz}, CHy,-Troc {4.66, d, 2J=12.1 Hz}, HI-GlcN {4.64}), 4.57 (d, 1H,
3Juim = 7.4 Hz, H1-Gal), 4.54-4.33 (m, 7H, CH,-Bn {4.53, d, *J=11.7 Hz}, H5-Fuc
{4.49}, CHyy-Troc {4.45, d, 2J=11.8 Hz}, CH,-Bn {4.42, 4.40, 4.34, 3x d, 2J=11.7 Hz,
2J=12.5Hz, 2J=12.1 Hz}), 4.19 (dd, 1H, *Juoans = 2.4 Hz, “Jroanop = 12.5 Hz, H9a-Sia),
4.13-3.89 (m, 7H, H4-GIcN {4.10, t', *Juans = *Juans ~ 9.4 Hz}, H6-Sia {4.08}, H2-Fuc
{4.03, dd, *Jipm = 3.5 Hz, *Jipus = 10.2 Hz}, H9b-Sia {4.00}, H5-Sia {3.98}, H3-Fuc
{3.98}, H3-GIcN {3.95}), 3.90 (dd, 1H, *Jusmm =9.4 Hz, *Jus s = 3.1 Hz, H3-Gal),
3.74-3.66 (m, 7H, COOCHj; {3.74}, H6a-GlcN {3.74}, H4-Gal {3.70}, H6a-Gal {3.69},
H4-Fuc {3.65}), 3.58 (dd, 1H, *Juebns = 5.1 Hz, “Juepnea = 9.4 Hz, H6b-Gal), 3.54-3.48
(m, 2H, H2-Gal {3.51}, H5-Gal {3.49}), 3.42 (m., 1H, H2-GIcN), 3.29 (m., 1H,
H6b-GIcN), 3.03 (m,, 1H, H5-GIcN), 2.66 (dd, 1H, *Jiziqmax = 12.9 Hz, *Jissqua = 4.3 Hz,
H3;,-Sia), 2.09-2.02 (m, 10H, CHz-Ac {2.09, 2.06, 2 x s}, H3,,-Sia {2.05}, CH;-Ac {2.02,
s}), 1.91, 1.87 (2 x s, 6H, CH3-Ac), 1.08 (d, 3H, *Jueaveis = 6.2 Hz, H6a,b,c-Fuc), 1.01 (s,
9H, CH;-'Bu).
100.6 MHz-">C-NMR [BB, HMQC, HMBC] (CDCls): [§ppm] = 170.83, 170.44, 170.21,
169.87, 169.62 (C=0-Ac), 168.07 (C1-Sia), 153.62 (C=0-Troc), 138.91, 138.86, 138.66,
138.30, 137.98 (Cipso-Ph), 135.80, 135.72 (Com,-Ph), 133.58, 132.86 (Cips-Ph), 129.62,
129.41, 128.40, 128.32, 128.28, 128.15, 128.05, 127.74, 127.58, 127.32, 127.18, 127.05
(Comp-Ph), 100.87 (C1-Gal), 97.84 (C2-Sia), 97.66 (C1-Fuc), 95.50 (C1-GlcN), 95.21
(CCl3), 79.65 (C3-Fuc), 78.18 (C4-Fuc), 77.32 (C2-Fuc, C3-Gal), 75.47 (C3-GlcN), 74.94
(CH,-Bn), 74.73 (C5-GleN), 74.62 (CH,-Troc), 73.80 (CH,-Bn), 73.38 (C4-GlcN), 73.16,
72.81 (CH,-Bn), 72.63 (C6-Sia, CH,-Bn), 72.16 (C5-Gal), 69.92 (C2-Gal), 68.55 (C4-Sia),
68.05 (C6-Gal, C8-Sia), 67.69 (C6-GIcN), 67.46 (C4-Gal), 66.84 (C7-Sia), 66.63
(C5-Fuc), 62.09 (C9-Sia), 60.56 (C2-GlcN), 53.02 (COOCH;), 49.47 (C5-Sia), 37.37
(C3-Sia), 26.74 (CH;-'Bu), 23.12, 21.08, 20.77, 20.66, 20.57 (CHz-Ac), 16.73 (C6-Fuc).
ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 1845.7 ((M+Na]’, ber.: 1845.6),

1861.6 (IM+K]", ber.: 1861.6).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1845.5898 ([M+Na]", ber.: 1845.5899).
CoaH109C13N,0,5Si (1825.3)
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tert-Butyldiphenylsilyl-4-0-{2,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-3-O-|methyl-(5-acetamido-
4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)onat|-
B-D-galactopyranosyl}-3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-a-L-fucopyranosyl)-6-O-benzyl-

2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonyl- OAc MeOOC Aco _OBn o8B
AcO OAc o 3
amino)-B-D-glucopyranosid (69) AcHN—_// O Ooé&/omops
AcO AcO TrocHN
(B-AceBns(Fuc)SLe*NTrocCOOMe-OTBDPS) @Qiosn
BnoOBn

Man lost 10.53 g (max. 3.70 mmol) noch Verunreinigungen enthaltendes
B-AcsBns(Fuc)SLe*"NTrocCOOMe-OTBDPS (68) in 100 ml Pyridin und gibt 50 ml
Essigsdureanhydrid sowie 0.40 g (3.27 mmol, 0.9 Aquiv.) 4-Dimethylaminopyridin hinzu.
Die Reaktionsmischung wird 22 h bei Raumtemp. geriihrt und anschlieBend von Pyridin
und tiiberschiissigem Essigsdureanhydrid i. Hochvak. befreit. Der Riickstand wird viermal
mit je 50 ml Toluol kodestilliert und das gewiinschte Produkt durch zweimalige Flash-
chromatographie an Kieselgel (Laufmittel: CH,Cl,/MeOH, 50:1 bzw. ‘Hex/EtOAc, 2:3)
von Nebenprodukten abgetrennt. Fiir analytische Zwecke kann eine weitere Reinigung

durch préparative RP-HPLC erfolgen (R, = 51-54 min, Sdule: Luna-2, Gradient: Prip-3).
Ausbeute: 4.95 g (2.59 mmol, 70 % bezogen auf 58); farbloser amorpher Feststoff.

Analytische Daten des Reinprodukts:

[]}) =—30 (c=1.00, CHCLy); Ry=0.36 (“Hex/EtOAc, 1:5), R;=0.28 (‘Hex/EtOAc, 1:3),
R;=0.10 (“Hex/EtOAc, 2:3), R;=0.09 (CH>Cl/MeOH, 50:1); R, =26 min (Séule: Luna-1,
Gradient: Ana-2).

400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCl3): [&ppm] = 7.70-7.68 (m, 2H, Ha-Ph),
7.61-7.59 (m, 2H, Ha-Ph), 7.43-7.19 (m, 31H, Ha-Ph), 5.54 (m., 1H, H8-Sia), 5.38 (dd,
1H, *Ju7.6 = 2.7 Hz, *Ju7us = 9.4 Hz, H7-Sia), 5.24 (d, 1H, *Ju1.m = 3.5 Hz, H1-Fuc), 5.17
(d, 1H, *Jnime = 8.0 Hz, NH-GIcN), 5.09-5.06 (m, 2H, NH-Sia {5.07}, H4-Gal {5.06, d,
3Juaps = 3.1 Hz}), 4.97-4.83 (m, 6H, CH,-Bn {4.96, d, °J=11.9 Hz}, H4-Sia {4.92},
HI-GIcN {4.86}, H2-Gal {4.85}, H1-Gal {4.84}, CH,-Bn {4.84, d, >J=11.7 Hz}), 4.79
(d, 1H, J=11.5 Hz, CH,-Bn), 4.74-4.68 (m, 2H, CH,-Bn {4.72, 4.69, 2 x d, >J=11.9 Hz,
2J=12.1 Hz}), 4.65-4.51 (m, 5H, CH,-Bn {4.64, d, 2J=11.9 Hz}, H5-Fuc {4.62}, H3-Gal
{4.56}, CHy,-Troc {4.56, d, 2J=12.1 Hz}, CHy,-Troc {4.52, d, 2J=11.9 Hz}), 4.46-4.34
(m, 3H, CH,-Bn {4.44, 4.40, 436, 3xd, *J=12.1 Hz, *J=11.9 Hz, *J=12.3 Hz}),
426 (d, 1H, >J=11.7 Hz, CH,-Bn), 4.20 (dd, 1H, *Juoans = 2.6 Hz, *Jioano = 12.4 Hz,
H9a-Sia), 4.11-3.99 (m, 5H, H2-Fuc {4.10, dd, *Juom =3.7Hz, *Jipus = 10.2 Hz},
H3-GIcN {4.03}, H4-GIcN {4.03}, H5-Sia {4.03}, H9b-Sia {4.02}), 3.95 (dd, 1H,
s = 10.2 Hz, Juspe = 2.5 Hz, H3-Fuc), 3.84 (s, 3H, COOCH;), 3.76 (m., 1H,
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H5-Gal), 3.68 (dd, 1H, *Jieans = 3.0 Hz, “Jueanes = 11.2 Hz, H6a-GlcN), 3.60-3.57 (m, 2H,
H4-Fuc {3.60}, H6-Sia {3.58, dd, *Juens = 10.8 Hz, “Juenu7 = 2.6 Hz}), 3.48 (dd, 1H,
3 Jheans = 5.5 Hz, “Jueaner = 9.6 Hz, H6a-Gal), 3.44-3.36 (m, 2H, H6b-GIcN {3.43},
H2-GIecN {3.39}), 3.30 (t', 1H, *Juspns = Juspea = 9.0 Hz, H6b-Gal), 3.04 (m., 1H,
H5-GIeN), 2.54 (dd, 1H, “Jussqusax = 12.6 Hz, *Jissqus = 4.6 Hz, H35-Sia), 2.10, 2.09,
2.06, 2.01, 1.94, 1.86, 1.79 (7xs, 21H, CHs-Ac), 1.69 (t, 1H, *Jusaxmziq = Jisaxa
~ 12.5 Hz, H3.-Sia), 1.20 (d, 3H, *Jigave.n1s = 6.4 Hz, H6a,b,c-Fuc), 1.04 (s, 9H, CH;-'Bu).
100.6 MHz-"*C-NMR [BB, HSQC, HMBC] (CDCl3): [&/ppm] = 170.86, 170.50, 170.34,
169.87, 169.72, 169.47, 169.07 (C=0-Ac), 167.73 (C1-Sia), 153.40 (C=0-Troc), 139.01,
138.73, 138.63, 138.57, 137.82 (Cipso-Ph), 135.86, 135.75 (C,,.,-Ph), 133.46, 132.85
(Cipso-Ph), 129.70, 129.52, 128.39, 128.32, 128.29, 128.27, 128.16, 128.06, 128.04, 127.67,
127.55, 127.49, 127.44, 127.33, 127.25, 127.06, 126.93 (C,.,-Ph), 99.32 (C1-Gal), 97.04
(C1-Fuc), 96.83 (C2-Sia), 95.11 (CCls), 94.73 (C1-GlcN), 79.83 (C3-Fuc), 77.82
(C4-Fuc), 77.20 (C2-Fuc), 75.11 (C5-GleN), 74.69 (CH,-Troc), 74.25 (CH,-Bn), 73.97,
73.74 (C3-GleN, C4-GleN), 73.40, 73.11, 72.99, 72.80 (CH,-Bn), 71.89 (C6-Sia), 71.84
(C3-Gal), 71.19 (C5-Gal), 70.40 (C2-Gal), 69.42 (C4-Sia), 67.88 (C4-Gal), 67.74
(C6-GleN), 67.38 (C8-Sia), 67.17 (C6-Gal), 66.84 (C7-Sia), 66.25 (C5-Fuc), 62.01
(C9-Sia), 61.20 (C2-GleN), 53.11 (COOCH3), 49.06 (C5-Sia), 37.52 (C3-Sia), 26.76
(CHs-'Bu), 23.16, 21.31, 20.83, 20.75, 20.74, 20.66, 20.60 (CHs-Ac), 16.75 (C6-Fuc).
ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] =1929.7 ((M+Na]", ber.: 1929.6).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1929.6090 ([M+Na]", ber.: 1929.6111).

CosH113C13N2030Si (1909.4)

4-0-{2,4-Di-0-acetyl-6-0O-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-tri-O-benzyl-a-L-fucopyranosyl)-

. OAc MeOOC AcO OBn OBn
6-O-benzyl-2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxy- AcO DAc o0 0 °
AcHN o OH
carbonylamino)-o.,-D-glucopyranose (70) AcO AcO o QTrochn
OBn
(at,B-AceBns(Fuc)SLe*NTrocCOOMe-OH) BnoOBN

Zu einer Losung von 1.31g (0.69 mmol) [B-AceBns(Fuc)SLe*NTrocCOOMe-
OTBDPS (69) in 50 ml Tetrahydrofuran werden bei 0 °C gleichzeitig 10 ml (1.00 mmol,
1.5 Aquiv.) einer 0.1 M Losung von Tetra-n-butylammoniumfluorid in Tetrahydrofuran
und 1.12 ml (2.06 mmol, 3.0 Aquiv.) einer Mischung aus 1.18 ml Essigséure und 10 ml
Tetrahydrofuran innerhalb von 15 min zugetropft. Man riihrt den Ansatz bei 0 °C 30 min

und bei Raumtemp. weitere 40 h. AnschlieBend gibt man 70 ml Dichlormethan hinzu und
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wéscht die Losung nacheinander mit 25 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung
und 25 ml einer ges. Natriumchlorid-Ldsung. Die vereinigten wissrigen Phasen werden
dreimal mit je 25 ml Dichlormethan extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit
Magnesiumsulfat getrocknet und die Losungsmittel i. Vak. entfernt. Der Riickstand
wird durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 1:4) gereinigt,
wobei zusitzlich zu dem gewiinschten Produkt 0.07 g (0.04 mmol, 5 %) des eingesetzten

Silylglycosids 69 erhalten werden.

Ausbeute: 0.79 g (0.47 mmol, 69 %); farbloser amorpher Feststoff; R,= 0.21 (“Hex/EtOAc,
1:9), R,=0.17 (‘Hex/EtOAc, 1:5), Ry=0.13 (“Hex/EtOAc, 1:4).

ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 1691.5 ((M+Na]", ber.: 1691.5).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1691.4962 ([M+Na]", ber.: 1691.4933).

CsoHosCl13N2030 (1671.0)

4-0-{2,4-Di-0-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-tri-O-benzyl-a-L-fucopyranosyl)-

. O OAc MgOOC AcO _OBn
6-0O-benzyl-2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxy- #° >

PO S G
D o o)
ACHN—Z+<L Oo/égwo CCly

carbonylamino)-a,B-D-glucopyranosyl- AcO A%Qi Trochl m
trichloracetimidat (71) BnoOE"

(a,B-AceBns(Fuc)SLe*™NTrocCOOMe-OC(NH)CCls)

Methode A:

Man kiihlt eine Losung von 75 mg (0.045 mmol) o,B-AcsBns(Fuc)SLe*NTrocCOOMe-
OH (70) in 5 ml absol. Dichlormethan auf 0 °C ab und versetzt sie unter einer Argon-
atmosphire mit 1ml (0.222 mmol, 5.0 Aquiv.) einer Losung von 320 mg Trichlor-
acetonitril in 10 ml absol. Dichlormethan. AnschlieBend werden im Argongegenstrom
19 mg (0.137 mmol, 3.1 Aquiv.) Kaliumcarbonat zugegeben, und die Reaktionsmischung
wird 1h bei 0°C sowie 23 h bei Raumtemp. geriihrt. Man verdiinnt den Ansatz mit
Dichlormethan, filtriert ihn und wéscht mehrmals mit Dichlormethan nach. Das Filtrat
wird i. Vak. vom Losungsmittel sowie von iiberschiissigem Trichloracetonitril befreit und
der Riickstand durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 1:4 mit
0.1 % NEts) gereinigt, wobei neben dem gewiinschten Produkt 46 mg (0.028 mmol, 61 %)

der eingesetzten Verbindung 70 isoliert werden.

Ausbeute: 21 mg (0.012 mmol, 26 %).
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Methode B:

Eine Losung von 505 mg (0.302 mmol) o,B-AcsBns(Fuc)SLe*NTrocCOOMe-OH (70) in
10 ml absol. Dichlormethan wird mit etwa 250 mg Molekularsieb (4 A) unter einer Argon-
atmosphidre 15 min bei Raumtemp. geriihrt. Man kiihlt die Mischung auf 0 °C ab und
versetzt sie mit einer Losung von 239 mg (1.655 mmol, 5.5 Aquiv.) Trichloracetonitril in
1 ml absol. Dichlormethan. AnschlieBend werden 0.5 ml (0.030 mmol, 0.1 Aquiv.) einer
Mischung aus 0.09 ml 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en und 10 ml absol. Dichlormethan
langsam zugetropft. Man ldsst den Ansatz auf Raumtemp. erwérmen und riihrt ihn unter
einer Argonatmosphire 5 h, wobei nach 2% h weitere 0.25 ml (0.015 mmol, 0.05 Aquiv.)
der Losung von 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en in Dichlormethan zur Vervoll-
stindigung der Umsetzung zugetropft werden. Das Reaktionsgemisch wird mit 20 ml
Dichlormethan verdiinnt. Das Molekularsieb wird abfiltriert und mehrmals mit Dichlor-
methan gewaschen. Man befreit das Filtrat i. Vak. vom Losungsmittel sowie von
tiberschiissigem Trichloracetonitril und reinigt den Riickstand durch Flashchromatographie
an Kieselgel (Laufmittel: ‘“Hex/EtOAc, 1:4 mit 0.1 % NEt;), wobei man neben dem
gewiinschten Produkt 85 mg (0.051 mmol, 17 %) der eingesetzten Verbindung 70 erhilt.

Ausbeute: 276 mg (0.152 mmol, 50 %).

farbloser amorpher Feststoff; R,= 0.30 (‘Hex/EtOAc, 1:9).

ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 1834.5 ((M+Na]", ber.: 1834.4).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1834.3993 ([M+Na]", ber.: 1834.4029).
Cs2HosClgN3O30 (1815.4)

5.5.2 Die Synthese des Arabino-Sialyl-Lewis*-Bausteins

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

2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)- OAcMeOOC Ho _OBn 0Bn
AcO OAc 0
B-D-glucopyranosid (72) AcHN/;\O 7/ © > % 2_oteDPS
C TrocHN
(B-AcsBns(Ara)SLe*NTrocCOOMe-OTBDPS) @E;Qiosn
BnO "

Eine Losung von 372 mg (0.278 mmol) (-3-(B-BnszAra)-4-(B-6-Bn-Gal)-6-Bn-GlcNTroc-
OTBDPS (62) und 484 mg (Xan: 0.699 mmol, 2.5 Aquiv.) des Gemischs aus
a-AcsNeuSAcCOOMe-Xan (36) und seinem Eliminierungsprodukt 37 in einer Mischung
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aus 20 ml absol. Acetonitril und 11 ml absol. Dichlormethan wird mit etwa 400 mg
Molekularsieb (4 A) unter einer Argonatmosphire 1 h bei Raumtemp. geriihrt. Man kiihlt
den Ansatz auf — 50 °C ab und gibt unter Lichtausschluss eine Losung von 179 mg
(697 mmol, 1.0 Aquiv. bezogen auf 36) trockenem Silbertrifluormethansulfonat in 2 ml
absol. Acetonitril hinzu. Die Reaktionsmischung wird weitere 45 min bei — 50 °C geriihrt,
bevor 0.44 ml (0.704 mmol, 1.0 Aquiv. bezogen auf 36) einer vorgekiihlten 1.6 M Methyl-
sulfenylbromid-Lésung in absol. 1,2-Dichlorethan (vgl. Seite 201) innerhalb von 5 min
zugetropft werden. Man riihrt den Ansatz 2 h bei — 50 °C und weitere 17 h bei —25 °C.
Anschlieffend neutralisiert man ihn durch Zugabe von 0.25 ml N-Ethyldiisopropylamin.
Die Reaktionsmischung wird auf Raumtemp. erwdrmt, mit Dichlormethan verdiinnt und
iiber eine diinne Schicht Hyflo® filtriert. Man wiéscht mehrmals mit Dichlormethan nach
und befreit das Filtrat i. Vak. von den Losungsmitteln. Der Riickstand wird durch Flash-
chromatographie an Kieselgel (Laufmittel: CH,Cl,/MeOH, 50:1) gereinigt, wobei die
Nebenprodukte allerdings nicht vollstindig abgetrennt werden konnen. Durch RP-HPLC
ist eine Isolierung des reinen Produkts ebenfalls nicht mdglich, jedoch ist dies fiir die

folgende Umsetzung auch nicht erforderlich.

Ausbeute: 412 mg (noch mit Nebenprodukten verunreinigt); farbloser amorpher Feststoff;
R;=0.28 (“Hex/EtOAc, 1:3), R;=0.08 (CH,Cl/MeOH, 50:1); R, =23 min (Séule: Luna-1,
Gradient: Ana-2).
ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 1831.8 ((M+Na]’, ber.: 1831.6),

1847.7 (IM+K]", ber.: 1847.5).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1831.5690 ([M+Na]", ber.: 1831.5743).
Co1H197CI3N2045S1 (1811.3)

tert-Butyldiphenylsilyl-4-0-{2,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-3-O-|methyl-(5-acetamido-
4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)onat|-
B-D-galactopyranosyl}-3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-B-D-arabinopyranosyl)-6-O-benzyl-

2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonyl- OA¢ MeOOC AcO _OBn

AcO
amino)-B-D-glucopyranosid (73) m\ é& /é&omops
TrocHN
(B-Ac¢Bns(Ara)SLe*NTrocCOOMe-OTBDPS) @'QiOBn
BnO~ "

In 20 ml Pyridin werden 405 mg (max. 0.224 mmol) noch Verunreinigungen enthaltendes
B-AcsBns(Ara)SLe*NTrocCOOMe-OTBDPS (72) gelost und mit 10 ml Essigsdure-
anhydrid sowie 30 mg (0.246 mmol, 1.1 Aquiv.) 4-Dimethylaminopyridin versetzt. Man
riihrt den Ansatz 38 h bei Raumtemp. und entfernt anschlieBend Pyridin und iiber-

schiissiges Essigsdureanhydrid im Hochvakuum. Der Riickstand wird mehrmals mit Toluol
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kodestilliert und durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: CH,Cl,/MeOH,
50:1) gereinigt. Da sich flashchromatographisch das gewiinschte Produkt nicht vollstindig
von den Nebenprodukten abtrennen ldsst, wird eine priaparative RP-HPLC zur weiteren

Reinigung angeschlossen (R; = 72-77 min, Sdule: Luna-3, Gradient: Prép-2).

Ausbeute: 134 mg (0.071 mmol, 25 % bezogen auf 62); farbloser amorpher Feststoff;
[a]}) =—44 (¢=1.00, CHCL5); R;=0.31 (“Hex/EtOAc, 1:3), R;=0.10 (CH,Cl,/MeOH,
50:1); R; =24 min (Sdule: Luna-1, Gradient: Ana-2).

400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCl3): [Sppm] = 7.69-7.67 (m, 2H, Ha-Ph),
7.60-7.58 (m, 2H, Ha-Ph), 7.44-7.20 (m, 31H, Ha-Ph), 5.54 (m., 1H, H8-Sia), 5.38 (dd,
1H, *Ji7.16 = 2.7 Hz, *Ju7us = 9.3 Hz, H7-Sia), 5.33 (d, 1H, *Jxume = 7.6 Hz, NH-GIcN),
523 (d, 1H, *Juim = 3.5 Hz, Hl-Ara), 5.04 (d, 1H, *Juuns = 10.4 Hz, NH-Sia), 5.01
(d, 1H, *Jusns = 3.3 Hz, H4-Gal), 4.93-4.81 (m, 5H, H4-Sia {4.90}, CH,-Bn {4.88, d,
2J=11.7Hz}, H1-GIcN {4.85}, H2-Gal {4.85}, H1-Gal {4.83, d, *Jyim = 8.0 Hz}),
4.74-4.63 (m, 5H, CH,-Bn {4.73, 4.70, 2xd, 2J=11.7Hz, *J=11.2 Hz}, CHa,-Troc
{4.68, d, /=119 Hz}, CH,-Bn {4.65, d, *J=12.7Hz}), 4.57 (d, 1H, *J=11.7 Hz,
CHy-Bn), 4.52 (dd, 1H, *Jism2=9.3 Hz, *Jusns=3.3 Hz, H3-Gal), 4.46 (d, 2H,
=119 Hz, CH;-Bn, CHy,-Troc), 4.41-4.35 (m, 2H, CH,-Bn {4.39, 4.36, 2xd,
2J=12.1 Hz, *J=12.5 Hz}), 4.29 (d, 1H, *Jusaniso = 12.5 Hz, H5a-Ara), 4.26-4.20 (m, 2H,
CH,-Bn {4.24, d, J = 11.7 Hz}, H9a-Sia {4.22, dd, *Juoans = 2.6 Hz, “Jsoa oo = 12.4 Hz}),
4.09 (dd, 1H, *Jipm = 3.5 Hz, *Juons = 10.1 Hz, H2-Ara), 4.05-3.99 (m, 4H, H5-Sia
{4.03}, H4-GIcN {4.02}, HO9b-Sia {4.02}, H3-GIcN {4.00}), 3.92 (dd, 1H,
s = 9.9 Hz, *Jus s = 3.0 Hz, H3-Ara), 3.83 (s, 3H, COOCHj3), 3.76-3.57 (m, 5H,
HS5-Gal {3.74}, H4-Ara {3.71}, H5b-Ara {3.67}, H6a-GIcN {3.63}, H6-Sia {3.59, dd,
Juens = 10.7 Hz, *Jueny =2.7 Hz}), 3.43-3.40 (m, 2H, H6b-GIcN {3.42}, H6a-Gal
{3.42}), 3.32 (m,, 1H, H2-GIcN), 3.25 (t', 1H, *Jugpuis = Jrevmea = 8.7 Hz, H6b-Gal), 3.05
(m,, 1H, H5-GIcN), 2.54 (dd, 1H, *Juzsqusax = 12.6 Hz, *Jissqna = 4.6 Hz, H3;4-Sia), 2.10,
2.09, 2.06, 2.01, 1.94, 1.86 (6 x s, 18H, CHs-Ac), 1.73-1.67 (m, 4H, H3.-Sia {1.70, t",
*Jiaximaq = Jmaxia ~ 12.4 Hz}, CHz-Ac {1.70, s}), 1.03 (s, 9H, CHs-'Bu).

100.6 MHz-"*C-NMR [BB, HSQC, HMBC] (CDCl3): [&/ppm] = 170.90, 170.54, 170.40,
169.95, 169.81, 169.52, 169.33 (C=0-Ac), 167.76 (C1-Sia), 153.53 (C=0-Troc), 138.87,
138.64, 138.54, 137.89 (Cipso-Ph), 135.90, 135.79 (C,,,-Ph), 133.48, 132.92 (Cipso-Ph),
129.70, 129.53, 128.46, 128.30, 128.28, 128.09, 127.76, 127.56, 127.49, 127.44, 127.39,
127.26, 127.21, 127.11 (Com,-Ph), 98.99 (C1-Gal), 97.90 (C1-Ara), 96.83 (C2-Sia), 95.29
(CCl3), 94.73 (C1-GlcN), 77.91 (C3-Ara), 77.21 (C2-Ara), 75.12 (C3-GlcN), 74.96
(C5-GleN), 74.53 (C4-Ara, CH,-Troc), 73.87 (CH,-Bn), 73.24 (C4-GIcN), 73.01, 72.81,
72.49 (CH,-Bn), 71.93 (C6-Sia), 71.87 (C3-Gal), 71.26 (C5-Gal), 71.01 (CH,-Bn), 70.61
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(C2-Gal), 69.39 (C4-Sia), 67.85 (C6-GlcN, C4-Gal), 67.42 (C8-Sia), 67.25 (C6-Gal),
66.89 (C7-Sia), 62.08 (C9-Sia), 61.03 (C2-GIcN), 60.20 (C5-Ara), 53.14 (COOCH3),
49.11 (C5-Sia), 37.48 (C3-Sia), 26.77 (CH3-'Bu), 23.18, 21.35, 20.93, 20.78, 20.63, 20.46
(CH3-Ac).

ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 1915.6 ((M+Na]", ber.: 1915.6).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1915.5983 ([M+Na]", ber.: 1915.5954).

CoH111C13N2030Si1 (1895.3)

5.5.3 Die Synthese des Sialyl-Lewis"-Mimetikums

Allyl-4-0-{6-0-benzyl-3-0-[(15)-2-cyclohexyl-1-methoxycarbonyl-ethyl]-3-D-galacto-
pyranosyl}-3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-a-L-fucopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-2-(2,2,2-

trichlorethoxycarbonylamino)-f-D-glucopyranosid (75) MeOOC HO_-OBn oBn
0
(B-Bns(Fuc)CycloLe*"NTrocCOOMe-OAll) O%Ogé&/oml
TrocHN
?Qiosn
BnoOBn

Eine Mischung aus 8.02 g (6.95 mmol) B-3-(a-BnsFuc)-4-
(B-6-Bn-Gal)-6-Bn-GlcNTroc-OAll (59) und 2.60 g (10.45 mmol, 1.5 Aquiv.) Di-n-butyl-
zinnoxid in 600 ml Methanol wird 17 h unter Riickfluss geriihrt. Anschlieend entfernt
man das Losungsmittel i. Vak. und trocknet den Riickstand i. Hochvak. 4 h. Unter einer
Argonatmosphére 16st man ihn in 450 ml absol. 1,2-Dimethoxyethan, fiigt zunidchst 3.17 g
(20.87 mmol, 3.0 Aquiv.) wasserfreies Césiumfluorid im Argongegenstrom hinzu und
tropft dann eine Losung von 6.64 g (20.86 mmol, 3.0 Aquiv.) (R)-2-Trifluormethan-
sulfonyloxy-3-cyclohexylpropansduremethylester (42) in 50 ml absol. 1,2-Dimethoxyethan
innerhalb von 30 min zu. Der Ansatz wird unter einer Argonatmosphire 16 h bei
Raumtemp. geriihrt und anschlieend in zwei Portionen aufgeteilt, welche jeweils mit
300 ml Wasser und 100 ml Dichlormethan versetzt werden. Die organische Phase wird
jeweils abgetrennt, die wéssrige Phase wird viermal mit je 100 ml Dichlormethan
extrahiert, und die vereinigten organischen Phasen werden mit Magnesiumsulfat
getrocknet. Nach dem Entfernen der Losungsmittel i. Vak. reinigt man das Rohprodukt
durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 4:1).

Ausbeute: 6.55 g (4.96 mmol, 71 %); farbloser amorpher Feststoff; [a]zz =—-34 (¢=1.00,
CHCL); R;=0.73 (‘Hex/EtOAc, 1:1), Ry=0.14 (“Hex/EtOAc, 4:1); R,=34 min (Séule:
Luna-1, Gradient: Ana-3).
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400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCI3): [8ppm] = 7.39-7.22 (m, 25H, Ha,-Ph), 5.84
(m, 1H, CH-AIll), 5.63 (s,, 1H, NH-GIcN), 5.22 (ddd, 1H, “J=1.6 Hz, *J=3.3 Hz,
3 Jians = 17.2 Hz, =CH,-AlI"™), 5.17 (d, 1H, *Jium = 3.5 Hz, H1-Fuc), 5.14 (ddy, 1H,
“J=1.6 Hz, *Ji = 10.4 Hz, =CH,-AlI®), 4.95, 4.85 (2 x d, 2H, 2J=11.4 Hz, 2J=11.1 Hz,
CH,-Bn), 4.81-4.58 (m, 8H, HI-GIcN {4.78}, CHj,-Troc {4.74, d, 2J= 12.1 Hz},
CHy,-Troc {4.63, d, *J=12.1Hz}, CH,-Bn), 4.54 (d, 1H, J=12.1 Hz, CH,-Bn),
4.48-4.44 (m, 4H, CH,-Bn {4.48}, H1-Gal {4.47}, H5-Fuc {4.45}), 4.31-4.26 (m, 2H,
CHaa-All {4.29}, CH-COOMe {4.29}), 4.21 (t', 1H, *Jusmz = *Jusna = 9.4 Hz, H3-GIcN),
4.08-3.94 (m, 5H, H2-Fuc {4.07, dd, *Jip1 = 3.5 Hz, *Jupns = 10.1 Hz}, H4-GIeN {4.03},
CHy-All {4.01}, H3-Fuc {3.98, dd, *Jusm =10.1 Hz, *Jusps=2.6 Hz}, H6a-GIcN
{3.95, dd, *Jugans = 3.5 Hz, “Jusarier = 10.8 Hz}), 3.88 (d, 1H, *Jusns = 2.8 Hz, H4-Gal),
3.81-3.75 (m, 5H, H6b-GIcN {3.80}, H6a-Gal {3.80}, COOCH; {3.75}), 3.72-3.67 (m,
3H, H4-Fuc {3.71}, H2-Gal {3.71}, H6b-Gal {3.69}), 3.53 (m., 1H, H5-GIcN), 3.46
(t", 1H, *Jusnea = Jusnues ~ 6.5 Hz, H5-Gal), 3.23 (m., 1H, H2-GlcN), 3.15 (dd, 1H,
s =9.2 Hz, *Jusns=3.3 Hz, H3-Gal), 1.83 (m., 1H, CH,-Cyclo), 1.74-1.54 (m,
7H, CH,,CHCOOMe {1.70}, CH,,CHCOOMe {1.60}, CH-Cyclo {1.59}, CH,-Cyclo),
1.27-1.13 (m, 6H, CH,-Cyclo, Héa,b,c-Fuc {1.14, d, *Juswens = 6.4 Hz}), 0.99-0.85 (m,
2H, CH,-Cyclo).
100.6 MHz-"*C-NMR [BB, HSQC, HMBC] (CDCl3): [§ppm] = 175.35 (COOMe), 153.68
(C=0-Troc), 138.78, 138.10, 138.07 (Cipso-Ph), 133.86 (CH-ALI), 128.49, 128.37, 128.35,
128.31, 128.13, 127.81, 127.63, 127.61, 127.58, 127.48, 127.44, 127.28 (C,,n,-Ph), 117.45
(=CH,-All), 100.71 (C1-Gal), 99.11 (C1-GIcN), 97.35 (Cl-Fuc), 95.49 (CCls), 82.58
(C3-Gal), 79.55 (C3-Fuc), 77.94 (C4-Fuc), 76.86 (CHCOOMe), 76.51 (C2-Fuc), 75.38
(C3-GleN), 75.02 (CH,-Bn), 74.65 (C5-GleN), 74.29 (CH,-Troc), 74.20 (C4-GleN), 74.06,
73.32 (CH,-Bn), 72.75 (C5-Gal), 72.62 (CH,-Bn), 71.58 (C2-Gal), 70.18 (CH,-All), 68.58
(C6-GleN), 68.51 (C6-Gal), 66.97 (C5-Fuc), 66.31 (C4-Gal), 58.31 (C2-GlcN), 52.18
(COOCHj3), 40.96 (CH,CHCOOMe), 33.86 (CH,-Cyclo), 33.59 (CH-Cyclo), 32.09, 26.41,
26.19, 26.01 (CH,-Cyclo), 16.78 (C6-Fuc).
ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 1342.5 ((M+Na]", ber.: 1342.5).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1342.4642 ([M+Na]", ber.: 1342.4652).
CeoHg4sCLsNO 5 (1321.8) ber.. C62.70 H6.41 N 1.06

gef: C62.63 H638 N1.01
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Allyl-4-0-{2,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-3-O-[(1S)-2-cyclohexyl-1-methoxycarbonyl-
ethyl]-B-D-galactopyranosyl}-3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-a-L-fucopyranosyl)-6-O-benzyl-
2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)- MeOOC AcO _-OBn

B-D-glucopyranosid (76) f\ é& /ég/oml

TrocHN
(B-Ac,Bns(Fuc)CycloLe"NTrocCOOMe-OALll) OBn

Eine Losung von 7.00 g (5.30 mmol) B-Bns(Fuc)CycloLe*NTrocCOOMe-OAll (75) in
180 ml Pyridin wird mit 90 ml Essigsidureanhydrid sowie 0.58 g (4.75 mmol, 0.9 Aquiv.)
4-Dimethylaminopyridin versetzt und 20 h bei Raumtemp. gertihrt. Anschlieend werden
Pyridin und iiberschiissiges Essigsdureanhydrid i. Hochvak. entfernt. Der Riickstand wird
dreimal mit je 60 ml Toluol sowie einmal mit 60 ml Dichlormethan kodestilliert und durch

Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: ‘Hex/EtOAc, 4:1) gereinigt.

Ausbeute: 6.54 g (4.65 mmol, 88 %); farbloser amorpher Feststoff; [0{]24 =—-31 (¢ =1.00,

CHCl3); Ry=0.48 (“Hex/EtOAc, 2:1), R;=0.15 (‘Hex/EtOAc, 4:1); R, =35 min (Saule:
Luna-1, Gradient: Ana-3).

400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCl3): [8ppm] = 7.38-7.22 (m, 25H, Ha-Ph), 5.84
(m., 1H, CH-AIll), 5.53-5.48 (m, 2H, H4-Gal {5.52, d, *Jusus = 3.5 Hz}, NH-GIcN
{5.49, dv, *Jnume=7.0 Hz}), 5.24 (ddd, 1H, *J=1.5Hz, 2J=32Hz, *Jyums=17.3 Hz,
=CH,-All"™), 5.19 (d, 1H, *Juyim =3.1 Hz, Hl-Fuc), 5.16 (dd,, 1H, *J=1.6 Hz,
3Juis = 8.2 Hz, =CH,-AlI°®), 5.02 (dd, 1H, *Jipu1 = 8.3 Hz, *Jioms = 9.9 Hz, H2-Gal), 4.95
(d, 1H, *J=11.7 Hz, CH,-Bn), 4.83 (d, 1H, *Ju1m = 6.2 Hz, H1-GIcN), 4.79-4.61 (m, 8H,
CHa,-Troc {4.72}, CHyy-Troc {4.64, d, 2J=11.9 Hz}, CH,-Bn), 4.46-4.41 (m, 4H, H5-Fuc
{4.46}, H1-Gal {4.43}, CH,-Bn {4.43, 442, 2xd, *J=11.9 Hz, °J=12.1 Hz}), 4.37 (d,
1H, >J=11.9 Hz, CH,-Bn), 4.27 (dds, 1H, *J=5.1 Hz, >J=12.9 Hz, CHa,-All), 4.14 (¢,
1H, *Jizm = *Juss = 8.2 Hz, H3-GIeN), 4.09 (dd, 1H, *Jipm = 3.7 Hz, *Jip s = 10.2 Hz,
H2-Fuc), 4.04-3.99 (m, 2H, CHCOOMe {4.01}, CHa-All {4.02}), 3.96-3.89 (m,
2H, H4-GIcN {3.94, t', *Juans = Jhans = 8.0 Hz}, H3-Fuc {3.90, dd, *Jyz = 10.2 Hz,
Jwspa=24Hz)), 3.81-3.73 (m, 5H, H6a-GleN {3.79, dd, ‘Jugans=3.3 Hz,
*Jueansy = 11.0 Hz}, H6b-GIeN {3.75, dd, *Jueb.us = 2.5 Hz, “Juep.r6a = 11.4 Hz}, COOCH3
{3.75}), 3.57 (so, 1H, H4-Fuc), 3.54-3.30 (m, 6H, H6a-Gal {3.52}, H5-Gal {3.47},
H5-GIeN {3.43}, H6b-Gal {3.40}, H2-GlIcN {3.34}, H3-Gal {3.32, dd, *Jism = 9.9 Hz,
Jspa=3.5Hz}), 2.02, 1.90 2xs, 6H, CHs-Ac), 1.73-1.63 (m, 5H, CH,-Cyclo),
1.57-1.45 (m, 2H, CH,CHCOOMe), 1.30 (m., 1H, CH-Cyclo), 1.24-1.11 (m, 6H,
CH,-Cyclo, H6a,b,c-Fuc {1.18, d, *Jueape.nis = 6.2 Hz}), 0.92-0.82 (m, 2H, CH,-Cyclo).
100.6 MHz-"C-NMR [BB, HSQC, HMBC] (CDCl3): [§/ppm] = 172.73 (COOMe), 169.65,
168.65 (C=0-Ac), 153.68 (C=0-Troc), 138.86, 138.67, 138.46, 137.88, 137.72 (Cipso-Ph),
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133.88 (CH-AIl), 128.46, 128.41, 128.39, 128.36, 128.30, 128.18, 128.12, 128.04, 127.94,
127.89, 127.70, 127.60, 127.55, 127.45, 127.08 (C,m,-Ph), 117.39 (=CH,-All), 99.80
(C1-Gal), 98.83 (C1-GIcN), 97.23 (Cl-Fuc), 95.47 (CCls), 79.90 (C3-Fuc), 77.79
(CHCOOMe), 77.52 (C4-Fuc), 77.32 (C3-Gal), 76.69 (C2-Fuc), 74.89 (C5-GIcN), 74.43
(CH-Troc), 74.35 (CH,-Bn), 74.03 (C4-GIcN), 73.79 (C3-GIcN), 73.56, 73.41, 72.94
(CHz-Bn), 72.44 (C5-Gal), 71.75 (C2-Gal), 69.99 (CH,-All), 68.46 (C4-Gal), 68.15
(C6-GIcN), 67.85 (C6-Gal), 66.52 (C5-Fuc), 57.60 (C2-GlcN), 51.92 (COOCHj3;), 40.46
(CH,CHCOOMe), 33.55, 33.49 (CH-Cyclo, CH,-Cyclo), 33.04, 26.30, 26.05, 25.99
(CH-Cyclo), 20.94, 20.74 (CH3-Ac), 16.63 (C6-Fuc).
ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 1426.5 ((M+Na]", ber.: 1426.5).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1426.4862 ([M+Na]", ber.: 1426.4863).
C73HggC13NOy (1405.8) ber.. C62.37 H6.31 N1.00

gef: C6230 H6.29 NIl1.14

4-0-{2,4-Di-0-acetyl-6-O-benzyl-3-0-[(1S)-2-cyclohexyl-1-methoxycarbonyl-ethyl]-
B-D-galactopyranosyl}-3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-a-L-fucopyranosyl)-6-O-benzyl-

2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)- MeOOC AcO ~OBn OBn
gzo
o) o Q
o OoH
o,3-D-glucopyranose (77) ACO . Sy
(a,B-Ac,Bns(Fuc)CycloLe"NTrocCOOMe-OH) @208”
BnO

Eine Lésung von 0.24 g (0.28 mmol, 0.08 Aquiv.) 1,5-Cyclooctadien-bis(methyldiphenyl-
phosphin)iridium(I)-hexafluorophosphat in 300 ml absol. Tetrahydrofuran wird durch
achtmaliges Evakuieren mit Hilfe einer Membranpumpe und Fluten mit Argon griindlich
entgast. AnschlieBend evakuiert man erneut und flutet mit Wasserstoff. Die zunéchst
tiefrote Losung wird unter einer Wasserstoffatmosphire 15 min bei Raumtemp. geriihrt,
bis sie eine leicht gelbliche Farbung angenommen hat. Man entgast die Katalysator-Losung
ein weiteres Mal griindlich, iiberfiihrt sie dann unter einer Argonatmosphire in einen
zweiten Kolben, der 5.00 g (3.56 mmol) B-Ac,;Bns(Fuc)CycloLe*NTrocCOOMe-OAll (76)
enthdlt, und riihrt die Mischung 4 h bei Raumtemperatur. Der Reaktionsfortschritt
lasst sich dabei diinnschichtchromatographisch unter Verwendung von Kieselgelplatten
mit einer Konzentrierungszone verfolgen (R, (Edukt(76))=0.28 (‘Hex/EtOAc, 5:2),
R; (Produkt) = 0.31 (“Hex/EtOAc, 5:2)). Tetrahydrofuran wird i. Vak. entfernt und der
Riickstand in 250 ml Dichlormethan aufgenommen. Man wéscht die Losung nacheinander
mit 50 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und 50 ml einer ges. Natrium-
chlorid-Losung, extrahiert die vereinigten wassrigen Phasen dreimal mit je 50 ml

Dichlormethan und trocknet die vereinigten organischen Phasen mit Magnesiumsulfat. Das
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Losungsmittel wird i. Vak. entfernt. Der Riickstand wird i. Hochvak. getrocknet und
anschlieBend in 60 ml Tetrahydrofuran aufgenommen. Man kiihlt die Losung auf 0 °C ab
und gibt 1.14 g (13.57 mmol, 3.8 Aquiv.) Natriumhydrogencarbonat in 40 ml Wasser
sowie 2.26 g (8.90 mmol, 2.5 Aquiv.) Iod in 40 ml Tetrahydrofuran hinzu. Die Kiihlung
wird entfernt und die Reaktionsmischung bei Raumtemp. 1 h geriihrt. Man verdiinnt das
Zweiphasengemisch durch Zugabe von 60 ml Wasser und 180 ml Ethylacetat, kiihlt den
Ansatz erneut auf 0 °C ab und versetzt ihn so lange mit festem Natriumhydrogensulfit, bis
die lodfarbung verschwunden ist. Weitere 90 ml Ethylacetat werden zugegeben. Die
organische Phase wird abgetrennt und nacheinander mit 60 ml einer 1 M Natrium-
hydrogensulfit-Losung, 60 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und 60 ml
einer ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die vereinigten wéssrigen Phasen werden
dreimal mit je 60 ml Ethylacetat extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit
Magnesiumsulfat getrocknet und die Losungsmittel i. Vak. entfernt. Man reinigt das
Rohprodukt durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 2:1) und
setzt das resultierende Reinprodukt ohne vollstindige Charakterisierung direkt zum

entsprechenden Trichloracetimidat 78 um.

Ausbeute: 4.16 g (3.05 mmol, 86 %); farbloser amorpher Feststoff; R =0.23 bzw. 0.14
(‘Hex/EtOAc, 3:2), R;=0.16 bzw. 0.13 (“Hex/EtOAc, 2:1).

ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 1386.5 ((M+Na]", ber.: 1386.5).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1386.4559 ([M+Na]", ber.: 1386.4550).

C70HgaCIzsNOy (1365.8)

4-0-{2,4-Di-0-acetyl-6-0O-benzyl-3-0-[(15)-2-cyclohexyl-1-methoxycarbonyl-ethyl]-
B-D-galactopyranosyl}-3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-a-L-fucopyranosyl)-6-O-benzyl-

2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)- MeOOC ACO OBn Bn
a-D-glucopyranosyl-trichloracetimidat (78)
(0-Ac>Bns(Fuc)CycloLe"NTrocCOOMe-OC(NH)CCl) ﬁ\imm

In 100 ml absol. Dichlormethan 16st man unter einer Argonatmosphire 4.14 g (3.03 mmol)
a,B-AcyBns(Fuc)CycloLe*NTrocCOOMe-OH (77) und fiigt 3.00 ml (4.32 g, 29.92 mmol,
9.9 Aquiv.) Trichloracetonitril hinzu. AnschlieBend werden 1.05ml (0.34 mmol,
0.1 Aquiv.) einer Mischung aus 0.50 ml 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en und 10 ml
absol. Dichlormethan innerhalb von 5 min zugetropft. Unter einer Argonatmosphaére riihrt
man die Losung bei Raumtemp. 4 h, wobei nach 2)2h weitere 0.53 ml (0.17 mmol,

0.06 Aquiv.) der Mischung aus 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en und Dichlormethan

tropfenweise zugegeben werden. Man entfernt das Losungsmittel sowie {iberschiissiges
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Trichloracetonitril i. Vak. und reinigt den Riickstand durch Flashchromatographie an
Kieselgel (Laufmittel: ‘Hex/EtOAc, 3:1 mit 0.3 % NEt;). Dabei werden neben dem
gewlinschten Produkt, welches ausschlieBlich in Form des a-Anomers erhalten wird,

0.66 g (0.48 mmol, 16 %) der eingesetzten Verbindung 77 isoliert.

Ausbeute: 2.73 g (1.81 mmol, 60 %); farbloser amorpher Feststoff; [0{]24 =+9 (c=1.00,

CHCl3); R;=0.85 (‘Hex/EtOAc, 1:9), R/=0.69 (‘Hex/EtOAc, 1:1), R;=0.50
(‘Hex/EtOAc, 3:2), R;=0.17 (‘Hex/EtOAc, 3:1).
400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCl3): [Sppm] = 8.65 (s, 1H, =NH), 7.38-7.22
(m, 25H, Ha-Ph), 6.59-6.56 (m, 2H, NH-GIcN {6.58}, HI-GIcN {6.56}), 5.50 (d,
1H, *Jusns =3.3 Hz, H4-Gal), 5.25 (d, 1H, *Juim = 3.3 Hz, H1-Fuc), 4.98 (dd, 1H,
o = 8.4 Hz, *Jipus=9.7Hz, H2-Gal), 4.93-4.71 (m, 7H, CH,-Troc {4.91, d,
2J=12.3 Hz}, CH,-Bn), 4.66, 4.60 (2xd, 2H, “J=11.5Hz, 2J=11.6 Hz, CH,-Bn),
4.46-4.37 (m, 4H, H1-Gal {4.40, d, *Ji11 1> = 8.4 Hz}, CHa,-Troc {4.38}, CH,-Bn), 4.25 (q,
1H, *Jusneae = 6.4 Hz, H5-Fuc), 4.16-4.03 (m, 4H, H2-GIcN {4.10}, H3-GlcN {4.10},
H4-GIcN {4.10}, H2-Fuc {4.08}), 4.00-3.96 (m, 2H, CHCOOMe {3.98}, H3-Fuc {3.98}),
3.84 (dd, 1H, *Jueans=2.3 Hz, “Jusaniep=11.3 Hz, H6a-GIcN), 3.78-3.74 (m, 4H,
COOCH; {3.78}, H5-GIcN {3.75}), 3.68 (dv, 1H, “Jugp.rsa = 9.8 Hz, H6b-GIcN), 3.59 (db,
1H, *Jian3 = 1.7 Hz, H4-Fuc), 3.53-3.46 (m, 2H, H6a-Gal {3.51}, H5-Gal {3.48}), 3.42
(dd, 1H, *Juepns = 5.7 Hz, *Juepnea = 8.0 Hz, H6b-Gal), 3.25 (dd, 1H, *Jusm =9.9 Hz,
2JH3,H4 = 3.5 Hz, H3-Gal), 1.95, 1.93 (2 x s, 6H, CH3-Ac), 1.68-1.62 (m, 5H, CH,-Cyclo),
1.52-1.48 (m, 2H, CH,CHCOOMe), 1.31-1.11 (m, 7H, CH-Cyclo {1.30}, CH,-Cyclo,
Hé6a,b,c-Fuc {1.14, d, 3JH6abC,H5 =6.2 Hz}), 0.91-0.82 (m, 2H, CH,-Cyclo).
100.6 MHz-">C-NMR [BB, HSOC, HMBC] (CDCl3): [§ppm] = 172.74 (COOMe), 169.84,
168.39 (C=0-Ac), 160.69 (C=NH), 154.35 (C=0-Troc), 138.75, 138.65, 137.88, 137.56
(Cipso-Ph), 128.54, 128.39, 128.36, 128.34, 128.24, 128.13, 128.03, 127.69, 127.64, 127.60,
127.48, 127.44, 127.11 (Com,p-Ph), 99.72 (C1-Gal), 98.81 (C1-Fuc), 95.36 (C(O)CCly),
94.48 (CI1-GleN), 90.98 (C(NH)CCls), 79.56 (C3-Fuc), 77.83 (CHCOOMe), 77.74
(C4-Fuc), 77.52 (C3-Gal), 76.86 (C2-Fuc), 74.54 (C3-GlcN, CH,-Troc), 73.76, 73.64 (C4-
GlcN, C5-GIeN, CH,-Bn), 73.36, 73.17, 73.10 (CH,-Bn), 72.85 (C5-Gal), 71.98 (C2-Gal),
68.44 (C4-Gal), 67.92 (C6-Gal), 67.28 (C6-GlcN), 67.23 (C5-Fuc), 55.30 (C2-GlcN),
51.93 (COOCH3), 40.48 (CH,CHCOOMe), 33.55, 33.49 (CH-Cyclo, CH,-Cyclo), 33.07,
26.30, 26.06, 25.98 (CH,-Cyclo), 20.90, 20.78 (CHz-Ac), 16.61 (C6-Fuc).
ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 1529.4 ((M+Na]’, ber.: 1529.4).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1529.3689 ([M+Na]", ber.: 1529.3646).
C7Hs4Cl6N>Oz9 (1510.2) ber.. C57.26 HS5.61 N1.85

gef: C57.17 HS5.61 NI1.72
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5.5.4 Die Synthese des Arabino-Sialyl-Lewis'-Mimetikums

Allyl-3-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-p-D-arabinopyranosyl)-4-O-{6-O-benzyl-
3-0-[(15)-2-cyclohexyl-1-methoxycarbonyl-ethyl]-B-D-galactopyranosyl}-6-O-benzyl-
2-desoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-

Meooc HO ~OBn
B-D-glucopyranosid (79) & /&/OAII

HO TrocHN

(B-Bns(Ara)CycloLe*NTrocCOOMe-OAll) OBn
OBn

Man riihrt eine Mischung aus 3.00 g (2.63 mmol) B-3-(B-Bns;Ara)-4-(B-6-Bn-Gal)-6-Bn-
GlcNTroc-OAll (63) und 0.98 g (3.94 mmol, 1.5 Aquiv.) Di-n-butylzinnoxid in 230 ml
Methanol 17 h unter Riickfluss. AnschlieBend wird das Losungsmittel i. Vak. entfernt und
der Riickstand 4 h i. Hochvak. getrocknet. Unter einer Argonatmosphére 16st man ihn in
170 ml absol. 1,2-Dimethoxyethan, fiigt zuniichst 1.20 g (7.90 mmol, 3.0 Aquiv.) wasser-
freies Césiumfluorid im Argongegenstrom hinzu und tropft dann eine Losung von
2.51 g (7.89 mmol, 3.0 Aquiv.) Cyclo-(R)-milchsiuremethylester-OTf (42) in 20 ml absol.
1,2-Dimethoxyethan innerhalb von 30 min zu. Der Ansatz wird unter einer Argon-
atmosphire 16 h bei Raumtemp. geriihrt und anschlieBend mit 300 ml Wasser und
100 ml Dichlormethan versetzt. Die organische Phase wird abgetrennt und die wissrige
Phase viermal mit je 50 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden mit Magnesiumsulfat getrocknet. Nach dem Entfernen der Losungsmittel i. Vak.
reinigt man das Rohprodukt durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel:
‘Hex/EtOAc, 2:1), wobei man neben dem gewiinschten Produkt 0.11 g (0.10 mmol, 4 %)

des eingesetzten Trisaccharids 63 isoliert.

Ausbeute: 2.37 g (1.81 mmol, 69 %); farbloser amorpher Feststoff; [a]D =—46 (c =1.00,
CHCl3); Ry=0.72 (‘Hex/EtOAc, 1:2), R;= 0.28 (‘Hex/EtOAc, 2:1).

400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCl3): [8ppm] = 7.41-7.23 (m, 25H, Ha-Ph), 5.83
(m., 1H, CH-AIl), 5.67 (sp, 1H, NH-GIcN), 5.25-5.20 (m, 2H, =CH,-All""" {5.22, ddd,
*J=1.7Hz, *J=3.3 Hz, *Jyans = 17.2 Hz}, H1-Ara {5.21, d, *Juim> = 3.5 Hz}), 5.14 (ddd,
1H, *J=13Hz, 2J=2.8Hz, *Ji=10.5Hz, =CH,-All*®), 490 (d, 1H, “J=11.1 Hz,
CH,-Bn), 4.80 (d, 1H, *J=12.1 Hz, CHy,-Troc), 4.73-4.63 (m, 5H, H1-GIcN {4.73},
CHx-Bn {4.70, 4.68, 4.66, 4.64, 4xd, “J=112Hz, “J=12.1Hz, *J=10.4Hz,
2J=12.3 Hz}), 4.61-4.52 (m, 4H, CH,-Bn {4.60, d, 2J=11.0 Hz}, CH,,-Troc {4.57,
d, 2J=11.5Hz}, CHy-Bn {4.53, d, 2J=12.1 Hz}), 4.48-4.45 (m, 3H, H1-Gal {4.47,
d, *Juim=7.8 Hz}, CH,-Bn), 4.31-4.23 (m, 3H, CHy-All {4.29, tdd, ‘J=1.5Hz,
3J=52Hz, J=13.0Hz}, CH-COOMe {4.25}, H5a-Ara {4.24}), 4.15 (t, 1H,

*

s ~ s~ 9.2 Hz,  H3-GIeN),  4.08-3.98 (m, 3H, H4-GIcN {4.06, t,
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3ans ~ Juans = 9.2 Hz), H2-Ara {4.05, dd, *Juomi = 3.6 Hz, *Jinus = 9.5 Hz}, CHy-All
{4.01, tdd, *J=14Hz, *J=62Hz, J=12.9 Hz}), 3.95-3.91 (m, 2H, H3-Ara {3.94},
H6a-GIcN {3.93}), 3.86-3.84 (m, 2H, H4-Gal {3.86}, H4-Ara {3.84}), 3.79 (dd, 1H,
3Jneons = 1.8 Hz, “Juebnea = 11.5 Hz, H6b-GIcN), 3.75-3.71 (m, 5H, COOCH; {3.75},
H2-Gal {3.74}, H6a-Gal {3.73}), 3.67-3.63 (m, 2H, H5b-Ara {3.66}, H6b-Gal {3.66}),
3.52 (me, 1H, H5-GIcN), 3.45 (t', 1H, *Jusnea = “Jusues = 6.2 Hz, H5-Gal), 3.26 (m., 1H,
H2-GIeN), 3.13 (dd, 1H, *Jismo=9.3 Hz, *Jusns=3.2 Hz, H3-Gal), 1.84 (m., 1H,
CH,-Cyclo), 1.73-1.55 (m, 7H, CH,CHCOOMe, CH-Cyclo {1.61}, CH,-Cyclo), 1.30-1.11
(m, 3H, CH,-Cyclo), 1.00-0.86 (m, 2H, CH,-Cyclo).
100.6 MHz-"*C-NMR [BB, HSQC, HMBC] (CDCls): [§ppm] = 175.40 (COOMe), 153.80
(C=0-Troc), 138.66, 138.42, 138.24, 138.05, 138.02 (Cipso-Ph), 133.86 (CH-ALlI), 128.47,
128.36, 128.30, 128.27, 128.25, 127.82, 127.78, 127.62, 127.60, 127.57, 127.47, 127.41
(Comp-Ph), 117.34 (=CH,-All), 100.78 (C1-Gal), 99.25 (C1-GlcN), 98.21 (Cl-Ara), 95.52
(CCly), 82.87 (C3-Gal), 77.64 (C3-Ara), 77.00 (CHCOOMe), 76.68 (C2-Ara), 75.96
(C3-GleN), 74.69 (C5-GIeN), 74.30 (CH»-Bn), 74.23 (CH,-Troc), 73.81 (C4-Ara), 73.65
(C4-GleN), 73.33 (CHy-Bn), 72.81 (C5-Gal), 71.84, 71.52 (CH»-Bn), 71.44 (C2-Gal),
70.10 (CHy-All), 68.56 (C6-GlcN, C6-Gal), 66.30 (C4-Gal), 60.91 (C5-Ara), 58.21
(C2-GleN), 52.19 (COOCH3), 40.99 (CH,CHCOOMe), 33.85 (CH,-Cyclo), 33.48
(CH-Cyclo), 32.10, 26.41, 26.20, 26.00 (CH,-Cyclo).
ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 1328.4 ((M+Na]", ber.: 1328.4).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1328.4435 ([M+Na]", ber.: 1328.4495).
CesHsoC1:NO 5 (1307.7) ber.. C62.45 H632 N1.07

gef: C62.45 H623 NO0.97

5.6 Die Synthesen der Galactose-Threonin-Konjugate

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-L-threonin (8 1)[3 03] HO
(Fmoc-Thr-OH) FmocHNj;(OH

o)
In einer Mischung aus 225 ml Aceton und 225 ml Wasser werden 10.0 g (83.9 mmol)
L-Threonin (80) und 7.0 g (83.3 mmol, 1.0 Aquiv.) Natriumhydrogencarbonat suspendiert
und unter Riihren portionsweise mit insgesamt 28.1 g (83.3 mmol, 1.0 Aquiv.) Fluoren-
9-ylmethyl-succinimidyl-carbonat versetzt. Man riihrt den Ansatz 24 h bei Raumtemp. und
sduert ihn anschlieBend mit konz. Salzsdure auf einen pH-Wert von 2.0 an. Das Aceton
wird i. Vak. entfernt und das Produkt mit 450 ml Dichlormethan extrahiert. Die organische

Phase wird nacheinander mit 225 ml 1 M Salzsédure und 225 ml Wasser gewaschen, mit
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Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Man trocknet das
Rohprodukt i. Hochvak. und setzt es ohne Reinigung und Charakterisierung in die

nachfolgende Reaktion ein.

Ausbeute: 27.9 g (81.7 mmol, 98 %), Lit.:?%! 95 % leicht gelblicher amorpher Feststoff;
Ry=0.67 (EtOAc/AcOH, 10:1).
Ci19H19NOs (341.4)

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-L-threonin-tert-butylester (82)°% 3%
(Fmoc-Thr-O'Bu) HO.

FmocHN
Unter Lichtausschluss und einer Argonatmosphdre werden 54.2 ¢ o

(262.5 mmol) N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid, 25.3 g (341.7 mmol) tert-Butanol und
0.6 g (5.9 mmol) wasserfreies Kupfer(I)-chlorid 5 d bei Raumtemp. geriihrt. Anschlieend

OBu

verdiinnt man die Mischung mit 100 ml absol. Dichlormethan und tropft innerhalb von
90 min eine Losung von 27.8 g (81.4 mmol) Fmoc-Thr-OH (81) in 100 ml absol. Dichlor-
methan zu, wobei gelegentliche Kiihlung in einem Wasserbad erforderlich ist, um die bei
der Reaktion entwickelte Wiarme abzufiihren. Der Ansatz wird weitere 3 h bei Raumtemp.
unter einer Argonatmosphdre geriihrt. Dann filtriert man den ausgefallenen Harnstoff ab
und wiéscht diesen mehrmals mit eiskaltem Dichlormethan. Das Filtrat wird i. Vak.
eingeengt, so dass weiterer Harnstoff durch Filtration abgetrennt werden kann. Man wéscht
die Losung dreimal mit je 100 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung, trocknet
sie mit Magnesiumsulfat und entfernt das Losungsmittel im Vakuum. Der Riickstand wird
in wenig Ethylacetat gelost und einige Stunden bei — 25 °C aufbewahrt, wobei weiterer
Harnstoft ausfdllt, den man durch Filtration abtrennt. Das Losungsmittel wird 1. Vak.
entfernt und das Rohprodukt durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel:
PE/EtOAc, 2:1) sowie anschlieBende Umkristallisation aus Diethylether/Petrolether

gereinigt.

Ausbeute: 22.6 g (56.9 mmol, 68 % bezogen auf L-Threonin), Lit.:?°>**% 77 % bezogen
auf 81; farbloser kristalliner Feststoff; Schmp.: 74-75 °C, Lit.:?%) 72-74 °C; [a]i)z =—10
(¢=1.00, CHCLy), Lit.:*® [¢]7 =—10 (¢=1.05, CHCL); R;=0.44 (PE/EtOAc, 2:1),
Ry=0.12 (CH,Cly/EtOAc, 10:1).

200 MHz-"H-NMR (CDCl3): [8ppm] = 71.74 (d, 2H, *Juans = *Jusue = 6.8 Hz, H4-Fmoc,
H5-Fmoc), 7.59 (d, 2H, *Ju1.1m = *Jusnr = 7.3 Hz, H1-Fmoc, H8-Fmoc), 7.42-7.25 (m, 4H,
H2-Fmoc, H3-Fmoc, H6-Fmoc, H7-Fmoc), 5.59 (d, 1H, 3JNH’Thm = 8.8 Hz, NH-Thr), 4.39
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(d, 2H, *J = 6.8 Hz, CH,-Fmoc), 4.29-4.18 (m, 3H, H9-Fmoc, Thr®, Thr"), 2.11 (s, 1H,
OH), 1.47 (s, 9H, CH3-"Bu), 1.22 (d, 3H, *Jrtry.thep = 5.9 Hz, Thr").

50.3 MHz-"*C-NMR [BB] (CDCl;): [8/ppm] = 170.18 (C=O-Thr), 156.70 (C=0-Fmoc),
143.84, 143.72 (Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.25 (C4a-Fmoc, C5a-Fmoc), 127.65
(C3-Fmoc, C6-Fmoc), 127.03 (C2-Fmoc, C7-Fmoc), 125.07 (C1-Fmoc, C8-Fmoc), 119.93
(C4-Fmoc, C5-Fmoc), 82.57 (C(CHs)s), 68.24 (Thr"), 67.14 (CH,-Fmoc), 59.56 (Thr®),
47.14 (C9-Fmoc), 27.97 (CH3-Bu), 19.88 (Thr").

FD-MS (positiv): [m/z] =397.6 (IM]", ber.: 397.2).

C23H27NOs (397.5)

2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-a-D-galactopyranosyl-bromid (83)"" OAc

AcO
(0-AcsGal-Br) Acoé%
AcO

Br

Eine Suspension von 0.5 g (3 mmol) D-Galactose (25) in 450 ml Essigsdureanhydrid wird
mit 1.6 ml 60%iger Perchlorsdure versetzt. AnschlieBend gibt man portionsweise weitere
49.5 g (275 mmol) D-Galactose hinzu, wobei die Reaktionstemperatur durch gelegentliche
Kiihlung in einem Eisbad auf etwa 25 °C bis 30 °C gehalten wird. Nach beendeter Zugabe
wird die Losung 3 d bei Raumtemp. geriihrt. Man tropft 225 ml einer 33%igen Losung von
Bromwasserstoff in Eisessig innerhalb von 75 min zu und riihrt den Ansatz weitere 15 h
bei Raumtemperatur. Nach dem Verdiinnen mit 450 ml Chloroform hydrolysiert man
vorsichtig mit 300 ml Eiswasser und neutralisiert die Mischung durch Zugabe von festem
Natriumhydrogencarbonat. Die organische Phase wird fiinfmal mit je 150 ml einer ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 150 ml einer ges. Natriumchlorid-
Losung gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Ld&sungsmittel
befreit. Das resultierende Rohprodukt wird nach Trocknung i. Hochvak. ohne Reinigung
und Charakterisierung umgehend der nachfolgenden Reduktion zum entsprechenden

Galactal 84 unterworfen.

Rohausbeute: 107.7 g (max. 262 mmol, 94 %); gelb-braunes Ol; R,=0.40 (PE/EtOAc,
1:1).
C]4H19BI‘O9 (41 12)

3,4,6-Tri-O-acetyl-galactal (84)""" %]
AcO _OAc

(AcsGalactal) Ao &2\

In 1000 ml Ethylacetat suspendiert man 190.0 g (2.91 mol, 11.1 Aquiv.) Zink, welches

zuvor durch Aufschlammen in 2 M Salzsdure aktiviert, mit Wasser gewaschen und mit
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Diethylether getrocknet wurde. Die Suspension wird mit 21.0 ml (21.6 g, 0.26 mol,
1.0 Aquiv.) 1-Methylimidazol versetzt und zum Sieden erhitzt, bevor man eine Losung von
107.7 g (max. 0.26 mol) rohem a-AcsGal-Br (83) in 330 ml Ethylacetat unter kraftigem
Riihren innerhalb von 3 h zutropft. Man erhitzt die Reaktionsmischung weitere 75 min zum
Sieden, filtriert sie nach dem Abkiihlen iiber Hyflo® und wéscht mehrmals mit Ethylacetat
nach. Das Filtrat wird einmal mit 275 ml 2 M Salzséure und zweimal mit je 350 ml einer
ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen, die organische Phase mit Magnesium-
sulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Den Riickstand reinigt man durch

Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: PE/EtOAc, 2:1).

Ausbeute: 44.3 g (0.16 mol, 59 % bezogen auf D-Galactose), Lit.:*”' 96 % Rohprodukt
bezogen auf D-Galactose; farbloser amorpher Feststoff; [a]éz =—18 (¢=1.00, CHCl,),

Lit..5 [a]7) =17 (c=1.10, CHCly), Lit..**" [a]} =-12 (c=2, CHCL); R,=0.38
(PE/EtOAc, 2:1).
400 MHz-'"H-NMR ['H-'H-COSY] (CDCls): [8ppm] = 6.41 (dd, 1H, *Ji = 6.3 Hz,
s = 1.6 Hz, H1), 551 (m., 1H, H3), 538 (t'd, 1H, *Jium~ Jusns~ 1.6 Hz,
Juaps = 4.7 Hz, H4), 4.68 (ddd, 1H, *Juomi = 6.3 Hz, *Juoms = 2.5 Hz, *Jyopa = 1.6 Hz,
H2), 4.28 (m., 1H, H5), 4.24-4.14 (m, 2H, H6a, H6b), 2.08, 2.04, 1.98 (3xs, 9H,
CHj3-Ac).
100.6 MHz-"*C-NMR [BB, HMQC] (CDCls): [&ppm] = 17048, 17021, 170.07
(C=0-Ac), 145.34 (C1), 98.76 (C2), 72.71 (C5), 63.81 (C3), 63.65 (C4), 61.85 (C6),
20.74, 20.67, 20.58 (CH3-Ac).
ESI-MS (Geriit 1, positiv): [m/z] = 235.1 (M—AcOH+Na]", ber.: 235.1),

295.2 ([M+Na]’, ber.: 295.1).
C12H1607 (272.3)

3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-o,B-D-galactopyranosyl-nitrat (85)P!"

((X,B-AC3G31N3-ON02) AcO OAc

o)
AcO ONO,

N3

In eine Lésung von 11.7 g (43.0 mmol) AcsGalactal (84) in 200 ml absol.
Acetonitril werden bei — 25 °C unter Rithren 75.4 g (137.6 mmol, 3.2 Aquiv.) trockenes
Cer(IV)-ammoniumnitrat und 4.5 g (69.1 mmol, 1.6 Aquiv.) trockenes Natriumazid im
Argongegenstrom eingetragen. Die Reaktionsmischung wird 15 h bei — 25 °C unter einer
Argonatmosphére geriihrt, anschlieBend mit 250 ml eiskaltem Diethylether verdiinnt und
unter Eiskiihlung mit 250 ml Eiswasser versetzt. Man trennt die Phasen, wischt die

organische dreimal mit je 200 ml Wasser, trocknet sie mit Magnesiumsulfat und entfernt
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die Losungsmittel im Vakuum. Der Riickstand wird durch ziigig durchgefiihrte Flash-
chromatographie an Kieselgel (Laufmittel: PE/EtOAc, 2:1) gereinigt, wobei das Produkt

als Anomerengemisch erhalten wird (a:3 = 1:1, mittels NMR-Spektroskopie bestimmt).

Ausbeute: 9.2 g (24.4 mmol, 57 %), Lit.:?'") etwa 69 % des Rohprodukts (NMR-spektro-
skopisch abgeschitzt); leicht gelblicher amorpher Feststoff; R,= 0.52 (PE/EtOAc, 2:1).
200 MHz-'"H-NMR (CDCls): [8/ppm] = 6.32 (d, 1H, *Ju11 = 3.9 Hz, H1-GaIN®), 5.55 (d,
1H, *Ju1m2 = 8.8 Hz, H1-GaINP), 5.48 (d, 1H, *Jusus = 2.0 Hz, H4-GaIN®), 5.37 (d, 1H,
3Jnams = 2.9 Hz, H4-GaINP), 5.25 (dd, 1H, *Jusmn = 5.1 Hz, *Jusua = 2.0 Hz, H3-GaIN®),
4.93 (dd, 1H, *Jyz 0 = 10.3 Hz, *Juz e = 2.9 Hz, H3-GaINP), 4.34 (t, 1H, *Jiss e = 6.6 Hz,
H5-GaIN%), 4.17-4.02 (m, 6H, H2-GaIN%, H5-GaIN®, H6a-GaIN*, H6b-GaIN®,
H6a-GaINP, H6b-GaINP), 3.80 (dd, 1H, *Jipu = 8.8 Hz, *Jinus = 10.3 Hz, H2-GaINP),
2.15,2.05, 2.05, 2.02, 2.01 (5 x s, 18H, CH3-Ac).

ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] =399.3 ((M+Na]", ber.: 399.1).

C12H6N4O49 (376.3)

3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl-bromid (86)"'"

(a-Ac3GalN;3-Br) AcO _OAc
Acoé%

o N
Unter kréaftigem Riihren suspendiert man 13.33 g (153.5 mmol, 7.5 Aquiv.) Br

trockenes Lithiumbromid in 120 ml absol. Acetonitril, gibt unter einer Argonatmosphére
eine Losung von 7.66 g (20.4 mmol) o,B-Ac3;GalN3;-ONO; (85) in 40 ml absol. Acetonitril
hinzu und riihrt die Reaktionsmischung bei Raumtemp. 15 h. AnschlieBend wird sie
mit 230 ml Dichlormethan verdiinnt. Uberschiissiges Lithiumbromid wird abfiltriert und
mit Dichlormethan gewaschen. Das Filtrat wird zweimal mit je 150 ml einer ges.
Natriumchlorid-Losung gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. von den
Losungsmitteln befreit. Nach Trocknung i. Hochvak. setzt man das Rohprodukt ohne
Reinigung und Charakterisierung umgehend in die nachfolgende Glycosylierungsreaktion

ein.

Rohausbeute: 7.46 g (max. 18.9 mmol, 93 %), Lit.:®'” 60 % nach Chromatographie;
gelb-braunes Ol; R,= 0.51 (PE/EtOAc, 2:1).
C12H16BI'N3O7 (3942)
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N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-(3.,4,6-tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-

a-D-galactopyranosyl)-L-threonin-tert-butylester (87)"*' AcO _OAc
(Fmoc—Thr(oc—AC3GalN3)—O’Bu) AcO :l)

o
Eine Losung von 8.09 g (20.35 mmol) Fmoc-Thr-O'Bu (82) in einer FmocHN:g(otB”

Mischung aus 70 ml absol. Dichlormethan und 60 ml absol. Toluol wird ©

mit etwa 20 g gepulvertem Molekularsieb (4 A) unter einer Argonatmosphire 1h bei
Raumtemp. geriihrt. Nach Abkiihlen der Mischung auf 0 °C gibt man 5.63 g (20.42 mmol,
1.1 Aquiv. bezogen auf 86) trockenes Silbercarbonat im Argongegenstrom sowie eine
Losung von etwa 0.80 g (3.86 mmol, 0.2 Aquiv. bezogen auf 86) wasserfreiem Silber-
perchlorat” in etwa 20 ml absol. Toluol zu. Der Ansatz wird 30 min bei 0°C unter
Lichtausschluss und einer Argonatmosphire geriihrt, bevor eine Losung von 7.46 g (max.
18.93 mmol) rohem a-Ac3;GalN3-Br (86) in einer Mischung aus 150 ml absol. Dichlor-
methan und 150 ml absol. Toluol innerhalb von 30 min zugetropft wird. Man lasst die
Reaktionsmischung auf Raumtemp. erwdrmen und riihrt sie 42 h, wobei man nach 2 h
weitere 6.00 g (21.76 mmol, 1.1 Aquiv. bezogen auf 86) Silbercarbonat und etwa 0.80 g
(3.86 mmol, 0.2 Aquiv. bezogen auf 86) Silberperchlorat zur Vervollstindigung der
Umsetzung hinzufiigt. AnschlieBend werden 150 ml Dichlormethan zugegeben. Das
Molekularsieb wird iiber Hyflo® abfiltriert und mit Dichlormethan gewaschen. Das Filtrat
wird zweimal mit je 200 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung und zweimal
mit je 150 ml einer ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen und mit Magnesiumsulfat
getrocknet. Man entfernt die Losungsmittel i. Vak. und reinigt den Riickstand durch
Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: CH,CI,/EtOAc, 10:1).

Ausbeute: 6.71 g (9.44 mmol, 46 % bezogen auf 85), Lit.:*'1 47 %; farbloser amorpher
Feststoff; [a]) =+77 (¢c=1.00, CHCL), Lit.>'" [a]} =+80 (c=0.99, CHCL);
R;=0.26 (CH,Cly/EtOAc, 10:1), R;= 0.61 (Tol/EtOH, 5:1).

200 MHz-"H-NMR (CDCl3): [8ppm] = 71.75 (d, 2H, *Juans = *Jusus = 7.3 Hz, H4-Fmoc,
H5-Fmoc), 7.61 (d, 2H, *Ju1m = "Jusur = 7.3 Hz, H1-Fmoc, H8-Fmoc), 7.42-7.29 (m,
4H, H2-Fmoc, H3-Fmoc, H6-Fmoc, H7-Fmoc), 5.63 (d, 1H, 3JNH,Thw =9.3 Hz, NH-Thr),
5.45 (d, 1H, *Jusans = 2.9 Hz, H4-GaIN), 5.32 (dd, 1H, *Jus = 11.2 Hz, *Jy3 s = 2.9 Hz,
H3-GalN), 5.09 (d, 1H, *Juim =3.4Hz, HI1-GaIN), 4.44-426 (m, 6H, H5-GalN,
Hé6a-GalN, H6b-GalN, H9-Fmoc, Thr®, ThrB), 4.12-4.06 (m, 2H, CH,-Fmoc), 3.62 (dd,
1H, *Juom1 = 3.4 Hz, *Jipus = 11.2 Hz, H2-GalN), 2.13, 2.06, 2.03 (3 xs, 9H, CH3-Ac),
1.48 (s, 9H, CH3-'Bu), 1.34 (d, 3H, *Jrne 1hep = 6.8 Hz, Thr).

* Das in kéuflich zu erwerbendem Silberperchlorat enthaltene Hydratwasser wird durch sechsmaliges
Kodestillieren mit jeweils etwa 30 ml absol. Toluol entfernt.
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50.3 MHz-"*C-NMR [BB] (CDCls): [§ppm] = 170.28, 169.93, 169.78, 169.15 (C=0-Ac,
C=0-Thr), 156.78 (C=0-Fmoc), 143.84 (Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.23 (C4a-Fmoc,
CS5a-Fmoc), 127.65 (C3-Fmoc, C6-Fmoc), 127.05 (C2-Fmoc, C7-Fmoc), 125.24
(C1-Fmoc, C8-Fmoc), 119.91 (C4-Fmoc, C5-Fmoc), 99.15 (C1-GalN), 82.84 (C(CHj3)3),
68.00, 67.47, 67.03 (C3-GalN, C4-GaIN, C5-GalN, Thr®, CH,-Fmoc), 61.73 (C6-GalN),
59.17 (Thr%), 57.67 (C2-GalN), 47.09 (C9-Fmoc), 27.93 (CHs-Bu), 20.57 (CH;-Ac),
18.88 (Thr").

ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] = 3142 ([AcsGaINs]", ber.. 314.1), 677.4
([M='Bu+H+Na]", ber.: 677.2), 733.4 ((M+Na]", ber.: 733.3).

C35H4N4012 (710.7)

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

L-threonin-fert-butylester (88)" HO _OH
(Fmoc-Thr(a.-GalN3)-O'Bu) HO ;)

3

o
Man versetzt eine Losung von 4.78¢g (6.73 mmol) Fmoc- FmocHNj;(otB“
Thr(a-Ac;GalN3)-O'Bu (87) in 175 ml Methanol tropfenweise mit einer °

frisch hergestellten methanolischen Natriummethanolat-Losung unter stdndiger Kontrolle
des pH-Werts, bis ein pH-Wert von 8.0 bis 8.5 erreicht ist. Die Reaktionsmischung wird
4 d bei Raumtemp. geriihrt, wobei der pH-Wert regelmifBig durch Zugabe von weiterer
methanolischer Natriummethanolat-Losung nachreguliert werden muss. AnschlieBend wird
die Losung durch Zugabe von saurem Ionenaustauscher Amberlyst® 15 neutralisiert. Der
Ionenaustauscher wird abfiltriert und mehrmals mit Methanol gewaschen, und das Filtrat
wird i. Vak. vom Lésungsmittel befreit. Nach dem Trocknen des Rohprodukts i. Hochvak.

setzt man es ohne Reinigung und Charakterisierung weiter um.

Rohausbeute: 3.60 g (max. 6.16 mmol, 92 %); leicht gelblicher amorpher Feststoff;
Ry=0.23 (Tol/EtOH, 5:1).
C29H36N409 (584.6)

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-(2-azido-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-o-D-galacto-

pyranosyl)-L-threonin-zer-butylester (89)1*"! to
(Fmoc-Thr(a.-4,6-Bzn-GalN3)-O'Bu) (%%
HO
N3
Eine Mischung aus 3.56g (max. 6.09 mmol) rohem Fmoc- °
Thr(o-GalN3)-O'Bu (88) und 2.49 g (16.36 mmol, 2.7 Aquiv.) Benz- Fm°°HNKf°tBu

(0]
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aldehyddimethylacetal in 200 ml Acetonitril wird mit 4-Toluolsulfonsdure-Monohydrat so
lange versetzt, bis ein pH-Wert von 3.5 erreicht ist. Man riihrt den Ansatz 2 d bei
Raumtemp. und neutralisiert ihn dann durch tropfenweise Zugabe von N-Ethyldiisopropyl-
amin unter stdndiger Kontrolle des pH-Werts. Das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt und
der Riickstand durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 3:1)

gereinigt.

Ausbeute: 3.04 g (4.52 mmol, 67 % bezogen auf 87), Lit.:*'") 49 % bezogen auf 87;
farbloser amorpher Feststoff, [a];; =+ 107 (c=1.00, CHCl3), Lit:*"! [a]7 =+ 104
(¢=1.00, CHClL3); R;=0.26 (PE/EtOAc, 2:1), R;=0.13 (‘Hex/EtOAc, 3:1), R/=10.55
(Tol/EtOH, 5:1).

200 MHz-'"H-NMR (CDCl3): [8ppm] = 71.75 (d, 2H, *Juans = *Jusue = 7.3 Hz, H4-Fmoc,
H5-Fmoc), 7.62 (d, 2H, *Ju1m = Jugnr = 7.3 Hz, H1-Fmoc, H8-Fmoc), 7.51-7.26 (m,
9H, H2-Fmoc, H3-Fmoc, H6-Fmoc, H7-Fmoc, Ha-Ph), 5.74 (d, 1H, 3JNH,Thm= 9.8 Hz,
NH-Thr), 5.57 (s, 1H, CH-Bzn), 5.09 (d, 1H, 3JH1,H2 =3.4 Hz, H1-GalN), 4.48-4.05 (m,
9H, H3-GalN, H4-GalN, H6a-GalN, H6b-GalN, H9-Fmoc, CH,-Fmoc, Thr*, ThrB), 3.79
(s, 1H, H5-GalIN), 3.56 (dd, 1H, *Jim1 = 3.4 Hz, *Jyo3 = 10.7 Hz, H2-GaIN), 1.49 (s, 9H,
CH;-'Bu), 1.29 (d, 3H, *Jrhey,thep = 6.4 Hz, Thr").

50.3 MHz-"*C-NMR [BB] (CDCl3): [8/ppm] = 169.19 (C=O-Thr), 156.79 (C=0-Fmoc),
143.90, 143.77 (Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.25 (C4a-Fmoc, C5a-Fmoc), 137.18
(Cipso-Bzn), 129.34, 128.29, 127.67, 127.06, 127.03 (C2-Fmoc, C3-Fmoc, C6-Fmoc,
C7-Fmoc, C,,-Ph), 126.14 (C,,-Ph), 125.20 (C1-Fmoc, C8-Fmoc), 119.93 (C4-Fmoc,
C5-Fmoc), 101.21 (CH-Bzn), 99.39 (C1-GalN), 82.79 (C(CHs)3), 75.88, 75.37 (C3-GalN,
C4-GalN, Thr?), 69.12 (C6-GalN), 67.25 (CH,-Fmoc), 63.21 (C5-GaIN), 61.01 (C2-GalN),
59.22 (Thr*), 47.13 (C9-Fmoc), 27.94 (CH3-'Bu), 19.17 (Thr").

ESI-MS (Gerdt 1, positiv): [m/z] = 276.3 ([4,6-Bzn-GalNs]", ber.. 276.1), 342.2
([(Fmoc-Thr-O'Bu)-'Bu+2H]", ber.: 342.1), 639.3 ([M—'Bu+H+Na]", ber.: 639.2), 695.5
([M+Na]’, ber.: 695.3).

C36H40N4O9 (672.7)

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-
a-D-galactopyranosyl)-L-threonin-zert-butylester (90)

AcO OAc
(Fmoc-Thr(a-Ac;GalNAc)-O'Bu) ACO%%
In einer Mischung aus 80 ml Essigsdure, 160 ml Essigsdureanhydrid FmocHN OB
o)

und 240 ml Tetrahydrofuran werden 9.20 g (12.9 mmol) Fmoc-
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Thr(a-Ac;GalN3)-O'Bu (87) gelost und mit 8.90 g (136.1 mmol, 10.5 Aquiv.) Zink
versetzt, welches zuvor durch Aufschldmmen in 300 ml einer 2%igen Kupfer(Il)-sulfat-
Losung aktiviert, mit Wasser gewaschen und mit Diethylether getrocknet wurde. Man riihrt
die Suspension bei Raumtemp. 2 h, anschlieend gibt man 300 ml Tetrahydrofuran hinzu,
filtriert das Zink iiber Hyflo® ab und wischt mehrmals mit Tetrahydrofuran nach. Das
Filtrat wird i. Vak. vom Losungsmittel befreit, Essigsdure sowie Essigsdureanhydrid
werden i. Hochvak. entfernt, und der Riickstand wird dreimal mit je 50 ml Toluol
kodestilliert. Man nimmt das resultierende Rohprodukt in 150 ml Dichlormethan auf und
wéscht die Losung dreimal mit je 75 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und
zweimal mit je 75 ml einer ges. Natriumchlorid-Losung. Die organische Phase wird mit
Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Den Riickstand reinigt

man durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 3:4).

Ausbeute: 7.21 g (9.92 mmol, 77 %); farbloser amorpher Feststoff; [a]f)z =+ 62 (c=1.00,
CHCLy), Lit:*' [a]} =+ 63 (c=1.03, CHCl;); R;=0.54 (‘Hex/EtOAc, 1:4), R;=0.21
(‘Hex/EtOAc, 3:4).

300 MHz-"H-NMR (CDCl3): [8/ppm] = 7.76 (d, 2H, *Juans = *Jus.ue = 7.4 Hz, H4-Fmoc,
H5-Fmoc), 7.62 (d, 2H, *Ju11 = “Jusur = 7.4 Hz, H1-Fmoc, H8-Fmoc), 7.41-7.29 (m, 4H,
H2-Fmoc, H3-Fmoc, H6-Fmoc, H7-Fmoc), 6.00 (d, 1H, *Jnum = 9.6 Hz, NH-GalN),
557 (d, 1H, *Jxuwtwe=9.2 Hz, NH-Thr), 5.36 (s», 1H, H4-GaIN), 5.07 (dd, 1H,
s = 11.4 Hz, *Jyzng = 2.9 Hz, H3-GalN), 4.86 (d, 1H, *Ju1m = 3.3 Hz, H1-GalN),
4.59 (dt', 1H, *Jipm = 3.3 Hz, *Juops = “Juonn = 11.0 Hz, H2-GalN), 4.50-4.38 (m, 2H,
CH,-Fmoc), 4.27-4.02 (m, 6H, H5-GaIN, H6a-GaIN, H6b-GaIlN, H9-Fmoc, Thr®, ThrB),
2.14, 2.02, 198 (3xs, 12H, CHs-Ac), 1.44 (s, 9H, CHs-Bu), 1.30 (d, 3H,
3 Jthey Thep = 6.2 Hz, Thr).

75.5 MHz-*C-NMR [BB, DEPT] (CDCls): [&ppm] = 170.87, 170.32, 170.28, 169.95
(C=0-Ac, C=0O-Thr), 156.44 (C=0O-Fmoc), 143.71 (Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.30
(C4a-Fmoc, C5a-Fmoc), 127.76 (C3-Fmoc, C6-Fmoc), 127.08 (C2-Fmoc, C7-Fmoc),
125.08, 125.02 (Cl1-Fmoc, C8-Fmoc), 120.01, 119.98 (C4-Fmoc, C5-Fmoc), 99.91
(C1-GaIN), 83.20 (C(CHs)3), 76.99 (Thr"), 68.67, 67.38, 67.34 (C3-GaIN, C4-GalN,
C5-GaIN), 67.27 (CH,-Fmoc), 62.08 (C6-GalN), 58.89 (Thr%), 47.32, 47.17 (C2-GalN,
C9-Fmoc), 28.06 (CH3-'Bu), 23.17, 20.70, 20.60 (CH3-Ac), 18.52 (Thr").

ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] = 749.5 ((M+Na]", ber.: 749.3).

C37H46N,013 (726.8)
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N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-
L-threonin-zert-butylester (91"

HO OH
(Fmoc-Thr(a.-GalNAc)-O'Bu) HO go
AcHN
o
Eine Losung von 5.90g (8.12 mmol) Fmoc-Thr(a-AcsGalNAc)- FmocHNK(ofBu
O'Bu (90) in 250 ml Methanol wird unter stindiger Kontrolle des ©

pH-Werts tropfenweise mit einer frisch hergestellten methanolischen Natriummethanolat-
Losung versetzt, bis ein pH-Wert von 8.0 bis 8.5 erreicht ist, und 2 d bei Raumtemp.
geriihrt. Dabei muss der pH-Wert regelméBig durch Zugabe von weiterer methanolischer
Natriummethanolat-Losung nachreguliert werden. AnschlieBend neutralisiert man die
Reaktionsmischung durch Zugabe von saurem Ionenaustauscher Amberlyst® 15, filtriert
den Ionenaustauscher ab, wascht ihn mehrmals mit Methanol und befreit das Filtrat i. Vak.
vom Losungsmittel. Nach Trocknung i. Hochvak. wird das Rohprodukt ohne Reinigung

und vollstindige Charakterisierung weiter umgesetzt.

Rohausbeute: 4.65 g (max. 7.74 mmol, 95 %), Lit.:*'"! 75 % nach Chromatographie; leicht
gelblicher amorpher Feststoff; R,= 0.20 (Tol/EtOH, 5:1).

ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] = 623.2 ((M+Na]", ber.: 623.3).

C31H4oN2019 (600.7)

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-(2-acetamido-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-

a-D-galactopyranosyl)-L-threonin-fert-butylester (92)*" P@o
(Fmoc-Thr(c-4,6-Bzn-GalNAc)-O'Bu) Oé o
HO
AcHN

Man 16st 4.65g (max. 7.74 mmol) rohes Fmoc-Thr(a-GalNAc)- o'Bu
FmocHN

O'Bu (91) in 250 ml Acetonitril, fiigt 3.14ml (3.17 g, 20.84 mmol, o
2.7 Aquiv.) Benzaldeyddimethylacetal hinzu und versetzt die Mischung so lange mit
4-Toluolsulfonsdure-Monohydrat, bis ein pH-Wert von 3.5 erreicht ist. Der Ansatz wird
3 d bei Raumtemp. geriihrt und anschlieBend durch tropfenweise Zugabe von N-Ethyl-
diisopropylamin unter stindiger Kontrolle des pH-Werts neutralisiert. Nach Entfernen des
Losungsmittels i. Vak. reinigt man den Riickstand durch Flashchromatographie an
Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 2:5).

Ausbeute: 4.62 g (6.71 mmol, 83 % bezogen auf 90), Lit.:*""! 63 % bezogen auf 90;

23

farbloser amorpher Feststoff; [a])) =+ 68 (c=1.00, CHCl3), Lit.:>""! [a]D =+72

(c=1.00, CHCls); Ry=0.27 (‘Hex/EtOAc, 2:5), R;=0.15 (‘Hex/EtOAc, 2:3), Ry=0.53
(Tol/EtOH, 5:1).
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300 MHz-"H-NMR (CDCl3): [8ppm] = 71.76 (d, 2H, *Juans = *Jusue = 7.4 Hz, H4-Fmoc,
H5-Fmoc), 7.61 (d, 2H, *Ju1.m = *Jusnr = 7.4 Hz, H1-Fmoc, H8-Fmoc), 7.52-7.49 (m, 2H,
H3-Fmoc, H6-Fmoc), 7.42-7.29 (m, 7H, H2-Fmoc, H7-Fmoc, Ha-Ph), 6.50 (d, 1H,
*Jnpm = 8.1 Hz, NH-GalN), 5.55-5.49 (m, 2H, CH-Bzn {5.55, s}, NH-Thr {5.51, d,
3 nithee = 9.2 Hz}), 4.94 (d, 1H, *Juym = 2.9 Hz, H1-GalN), 4.51-4.43 (m, 3H, H2-GalN,
CH,-Fmoc), 4.26-4.03 (m, 6H, H5-GaIN, H6a-GalN, H6b-GaIN, H9-Fmoc, Thr®, ThrB),
3.85 (dd, 1H, *Jus2 = 10.7 Hz, *Jyzne = 2.9 Hz, H3-GaIN), 3.69 (s, 1H, H4-GaIN), 2.08
(s, 3H, CHj-Ac), 1.45 (s, 9H, CH3-"Bu), 1.27 (d, 3H, *Jrirymhep = 6.2 Hz, Thr").

75.5 MHz-*C-NMR [BB, DEPT] (CDCl3y): [dppm] = 172.72, 170.74 (C=0-Ac,
C=0-Thr), 156.44 (C=0-Fmoc), 143.74, 143.66 (Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.33, 141.30
(C4a-Fmoc, C5a-Fmoc), 137.48 (Cipso-Bzn), 129.09, 128.19 (C, . ,-Ph), 127.79, 127.76
(C3-Fmoc, C6-Fmoc), 127.07 (C2-Fmoc, C7-Fmoc), 126.32 (C,,,-Ph), 125.02 (C1-Fmoc,
C8-Fmoc), 120.03, 120.00 (C4-Fmoc, C5-Fmoc), 101.16 (CH-Bzn), 100.36 (C1-GalN),
83.37 (C(CHs)3), 76.67 (Thr’), 75.47 (C3-GalN), 69.56 (C4-GalN), 69.15 (CH,-Fmoc),
67.19 (C6-GalN), 63.64 (C5-GalN), 58.91 (Thr®), 50.51 (C2-GalN), 47.18 (C9-Fmoc),
28.06 (CH3-'Bu), 22.95 (CHs-Ac), 18.99 (Thr?).

ESI-MS (Geriit 1, positiv): [m/z] =711.4 ((M+Na]", ber.: 711.3).

C33Hu4N,O1 (688.8)

5.7  Die Synthesen des Disaccharid-Threonin-Konjugats

1,2,3,4,6-Penta-0-acetyl-o,3-D-galactopyranose (93)
AcO OAc

(a,B-AcsGal-OAc) Ao éo oAc

OAc
Eine Suspension von 17.3 g (96.0 mmol) D-Galactose (25) in 360 ml Pyridin wird
tropfenweise mit 180 ml Essigsdureanhydrid versetzt und 17 h bei Raumtemp. geriihrt.
AnschlieBend werden Pyridin sowie {iberschiissiges Essigsdureanhydrid i. Hochvak.
entfernt. Der Riickstand wird mehrmals mit Toluol kodestilliert und durch Flash-
chromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 4:3) gereinigt. Dabei wird das

Produkt als Anomerengemisch erhalten.

Ausbeute: 37.4 g (95.8 mmol, quant.); farbloses zéhes Ol; Ry=0.59 (‘Hex/EtOAc, 4:3),
R;=0.60 (‘Hex/EtOAc, 2:1).
Ci6H22011 (390.3)
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2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-o.,B-D-galactopyranose (94)'"!

(o.,B-AcsGal-OH) Acoggw
AcO OH
OAc
Methode A:
Man erwiarmt eine Losung von 17.70 g (45.3 mmol) a,B-AcsGal-OAc (93) in 120 ml
N,N-Dimethylformamid auf 50 °C und versetzt sie unter einer Argonatmosphére mit 5.00 g
(54.3 mmol, 1.2 Aquiv.) Hydrazinacetat. Die Reaktionsmischung wird 2% h bei 50 °C
geriihrt und dann vom Ldsungsmittel i. Hochvak. befreit. Der Riickstand wird dreimal mit
je 30 ml Toluol kodestilliert und in 300 ml Ethylacetat aufgenommen. Man wéscht die
Losung zweimal mit je 100 ml Wasser, einmal mit 100 ml einer ges. Natriumhydrogen-
carbonat-Losung und ein weiteres Mal mit 100 ml Wasser. Die vereinigten wéssrigen
Phasen werden viermal mit je 50 ml Ethylacetat extrahiert und die vereinigten organischen
Phasen mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt. Den
Riickstand reinigt man durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc,
3:1), und das resultierende Reinprodukt setzt man ohne Charakterisierung direkt in die

nachfolgende Reaktion zum entsprechenden Trichloracetimidat 95 ein.
Ausbeute: 9.84 g (28.3 mmol, 62 %).

Methode B:'**"!

Eine Loésung von 1.68ml (1.50 g, 24.9 mmol, 1.9 Aquiv.) Ethylendiamin in 25 ml
Tetrahydrofuran wird langsam mit 1.65 ml (1.72 g, 28.6 mmol, 1.1 Aquiv. bezogen auf
Ethylendiamin) Essigsdure versetzt, wobei sich ein farbloser Niederschlag abscheidet. Zu
dieser Mischung tropft man eine Losung von 5.10 g (13.1 mmol) a,3-AcsGal-OAc (93) in
15 ml Tetrahydrofuran zu und riihrt den Ansatz 19 h bei Raumtemperatur. Anschlieend
filtriert man den Feststoff ab und verdiinnt das Filtrat mit 20 ml Wasser und 40 ml Dichlor-
methan. Die organische Phase wird abgetrennt, nacheinander mit 30 ml 2 M Salzsdure,
30 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und 20 ml Wasser gewaschen und mit
Magnesiumsulfat getrocknet. Nach dem Entfernen der Losungsmittel i. Vak. reinigt man
den Riickstand durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 3:1)
und setzt das resultierende Reinprodukt ohne vollstindige Charakterisierung direkt in die

nachfolgende Reaktion zum entsprechenden Trichloracetimidat 95 ein.
Ausbeute: 2.39 g (6.9 mmol, 53 %), Lit.:***! etwa 95-100 % (abgeschitzt durch DC).

farbloser amorpher Feststoff; Ry= 0.42 bzw. 0.36 (“Hex/EtOAc, 2:1).
Ci4H20010 (348.3)



EXPERIMENTELLER TEIL 229

2,3,4,6-Tetra-0O-acetyl-a-D-galactopyranosyl-trichloracetimidat (95)

(a-AcsGal-OC(NH)CCls) AcO_OAc
AcO
In 50 ml absol. Dichlormethan werden 2.30 g (6.60 mmol) o,p-AcsGal- ACOOYCCls
NH

OH (94) gelost und unter einer Argonatmosphéire mit 2.71 ml (3.90 g,
27.0 mmol, 4.1 Aquiv.) Trichloracetonitril und 5 Tropfen 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-
7-en versetzt. Man rithrt die Reaktionsmischung 11 h bei Raumtemp. unter einer Argon-
atmosphére und entfernt dann das Losungsmittel sowie {iberschiissiges Trichloracetonitril
im Vakuum. Das Rohprodukt wird durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel:

‘Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt, wobei ausschlieBlich das reine a-Anomer erhalten wird.

Ausbeute: 2.90 g (5.89 mmol, 89 %, 55 % bezogen auf D-Galactose); farbloser amorpher
Feststoff, [a]y =+109 (c=1.00, CHCL), Lit:P% [o]) =+116; R=0.27
(‘Hex/EtOAc, 2:1).
300 MHz-"H-NMR (CDCl3): [§ppm] = 8.64 (s, 1H, NH), 6.57 (d, 1H, *Ju1m =2.9 Hz,
H1-Gal'), 5.53 (sp, 1H, H4-Gal'), 5.40 (dd, 1H, *Jyom =2.9 Hz, *Jipps=11.0 Hz,
H2-Gal'), 5.33 (dd, 1H, *Jiuzm=11.0 Hz, *Jizuu=3.3 Hz, H3-Gal'), 4.41 (t', 1H,
3 Jiis e ~ “Jus.ep = 6.6 Hz, H5-Gal'), 4.14 (dd, 1H, *Jugans = 6.6 Hz, *Jueanes = 11.2 Hz,
H6a-Gal'), 4.05 (dd, 1H, *Juepus = 6.6 Hz, “Jugouer = 11.2 Hz, H6b-Gal"), 2.14, 2.00, 1.99,
1.99 (4 x s, 12H, CH3-Ac).
75.5 MHz-"*C-NMR [BB] (CDCl3): [§ppm] = 170.26, 170.07, 170.04, 169.93 (C=0-Ac),
160.93 (C=NH), 93.52 (C1-Gal"), 68.97, 67.49, 67.35, 66.89 (C2-Gal', C3-Gal', C4-Gal',
C5-Gal'), 61.23 (C6-Gal'), 20.63, 20.60, 20.57, 20.51 (CHs-Ac).
ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] = 514.2 ((M+Na]", ber.: 514.0),

555.2 ([M+CH3CN+Na]", ber.: 555.0).
C16H20C1sNO (492.7)

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranosyl-bromid (83)"'"-**"

(a-AcsGal-Br) . go
AcO

Eine Losung von 17.2 g (44.1 mmol) o,B-AcsGal-OAc (93) in 30 ml Dichlormethan wird
auf 0 °C abgekiihlt und bei dieser Temperatur innerhalb von 1 h tropfenweise mit 55 ml
einer 33%igen Losung von Bromwasserstoff in Eisessig versetzt. Man ldsst den Ansatz auf
Raumtemp. erwiarmen und riihrt ihn 48 h. Anschlieend wird die Reaktionsmischung mit
80 ml Dichlormethan verdiinnt und auf 150 ml Eiswasser gegossen. Man trennt die Phasen,
wischt die organische zweimal mit je 60 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung

und zweimal mit je 60 ml einer ges. Natriumthiosulfat-Losung und trocknet sie mit
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Magnesiumsulfat. Das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt und der Riickstand durch

Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: ‘Hex/EtOAc, 4:1) gereinigt.

Ausbeute: 12.7 g (30.9 mmol, 70 %, 70 % bezogen auf D-Galactose), Lit.:"*2% 84 % (leicht

verunreinigt); farbloser amorpher Feststoff; [a]i)o =+208 (c=1.00, CHCl,), Lit.:P%
[@]7 =+ 210 (¢ = 1.0, CHCl3); R,= 0.34 (‘Hex/EtOAc, 3:1).

300 MHz-"H-NMR (CDCly): [&/ppm] = 6.67 (d, 1H, *Ju1m = 4.1 Hz, H1-Gal'), 5.49 (d,
1H, *Juqps = 2.2 Hz, H4-Gal'), 5.37 (dd, 1H, *Juysm = 10.7 Hz, *Jus g = 3.3 Hz, H3-Gal"),
5.02 (dd, 1H, *Jipm1 = 4.1 Hz, *Jipns = 10.7 Hz, H2-Gal'), 4.46 (t", 1H, *Jus.ea = *Jis b
~ 6.6 Hz, H5-Gal'), 4.16 (dd, 1H, *Jueans = 6.6 Hz, “Juganiep = 11.6 Hz, H6a-Gal'), 4.08 (dd,
1H, *Juepns = 7.0 Hz, *Juebneo = 11.4 Hz, H6b-Gal'), 2.12, 2.08, 2.03, 1.98 (4 xs, 12H,
CHs-Ac).

75.5 MHz-"C-NMR [BB] (CDCl3): [§ppm] = 170.28, 170.02, 169.86, 169.71 (C=0-Ac),
88.10 (C1-Gal'), 71.02, 67.95, 67.73, 66.95 (C2-Gal', C3-Gal', C4-Gal', C5-Gal'), 60.80
(C6-Gal'), 20.70, 20.60, 20.54, 20.51 (CH3-Ac).

ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] =331.0 ((M-Br]", ber.: 331.1).

C14H19BrOy (411.2)

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-[3-0-(2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-B-D-galacto-

pyranosyl)-2-azido-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-a-D-galacto- Ph

pyranosyl]-L-threonin-zert-butylester (96) AcO _OAc %O

(Fmoc-Thr[o-3-(B-AcsGal)-4,6-Bzn-GaIN3]-O'Bu) AcO AZ SAER
C 3

O
Variante A: FmocHNj;(OtBu

Eine Mischung aus 527 mg (0.783 mmol) Fmoc-Thr(a-4,6- ©

Bzn-GalN3)-O'Bu (89), 785 mg (1.593 mmol, 2.0 Aquiv.) a-AcsGal-OC(NH)CCl; (95)
und etwa 1g Molekularsieb (3 A) in 65ml absol. 1,2-Dichlorethan wird 1h bei
Raumtemp. unter einer Argonatmosphére geriihrt. AnschlieBend kiihlt man den Ansatz auf
— 18 °C ab und gibt 0.014 ml (17 mg, 0.077 mmol, 0.05 Aquiv. bezogen auf 95) Trimethyl-
silyltrifluormethansulfonat hinzu. Die Reaktionsmischung wird 45 min bei einer
Temperatur von — 15 °C bis — 20 °C geriihrt, bei — 15 °C dann mit Dichlormethan verdiinnt
und durch tropfenweise Zugabe von N-Ethyldiisopropylamin unter standiger Kontrolle des
pH-Werts neutralisiert. Man filtriert das Molekularsieb ab, wischt es mehrmals mit
Dichlormethan und befreit das Filtrat i. Vak. von den Losungsmitteln. Der Riickstand wird

durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt, wobei
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neben dem gewiinschten Produkt 396 mg (0.395 mmol, 50 %) des entsprechenden

Orthoesters 97 isoliert werden.
Ausbeute: 188 mg (0.187 mmol, 24 %).

Analytische Daten des Orthoesters 97:

farbloser amorpher Feststoff; [a]; =+ 117 (¢ =1.00, CHCl); R;=0.40 (“Hex/EtOAc,
1:1), Ry=0.15 (‘Hex/EtOAc, 2:1).

400 MHz-"H-NMR (CDCl3): [8ppm] = 7.75 (d, 2H, *Juans = *Jus.ue = 7.4 Hz, H4-Fmoc,
H5-Fmoc), 7.61 (dd, 2H, “Juiu3 = “Jusne = 2.4 Hz, “Jui o = *Jusu7 = 7.4 Hz, H1-Fmoc,
H8-Fmoc), 7.51 (d, 2H, *J=7.4 Hz, Ha-Ph), 7.38-7.28 (m, 7H, H2-Fmoc, H3-Fmoc,
H6-Fmoc, H7-Fmoc, Ha-Ph), 5.80 (d, 1H, 3JH1,H2=4.7 Hz, H1-Gal'), 5.76 (d, 1H,
3 nithe = 9.4 Hz, NH-Thr), 5.57 (s, 1H, CH-Bzn), 5.39 (dd, 1H, *Jusus3=3.5 Hz,
3Juans = 2.1 Hz, H4-Gal'), 5.10 (d, 1H, *Juyim =3.5Hz, H1-GaIN), 5.04 (dd, 1H,
s = 7.0 Hz, *Juspa = 3.5 Hz, H3-Gal'), 4.46-4.03 (m, 13H, H9-Fmoc, CH,-Fmoc,
Thr®, Thr®, H3-GaIN {4.17, dd, *Juzmo = 11.0 Hz, *Juzne = 3.5 Hz}, H4-GalN, H6a-GalN,
H6b-GaIN, H2-Gal', H5-Gal, H6a-Gal', H6b-Gal'), 3.77 (dd, 1H, *Jipu =3.5 Hz,
Jioms = 11.0 Hz, H2-GalN), 3.74 (s, 1H, H5-GalN), 2.03, 2.03, 2.01 (3 x s, 9H, CHs-Ac),
1.82 (s, 3H, CH3-Orthoester), 1.48 (s, 9H, CH3-Bu), 1.30 (d, 3H, *Jrne,hep = 6.2 Hz, Thr).
50.3 MHz-">C-NMR [BB] (CDCl;): [8/ppm] = 170.36, 169.99, 169.74, 169.19 (C=0-Ac,
C=0-Thr), 156.73 (C=0-Fmoc), 143.88, 143.72 (Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.25
(C4a-Fmoc, C5a-Fmoc), 137.50 (Cipo-Bzn), 129.04, 128.18, 127.68, 127.05, 127.00
(C2-Fmoc, C3-Fmoc, C6-Fmoc, C7-Fmoc, C,,,-Ph), 126.10 (C,.,-Ph), 125.16
(C1-Fmoc, C8-Fmoc), 120.95 (Cg-Orthoester), 119.94 (C4-Fmoc, C5-Fmoc), 100.84
(CH-Bzn), 98.90 (C1-GalN), 97.84 (C1-Gal'), 82.78 (C(CHs)3), 75.77, 75.12 (C4-GalN,
Thr®), 73.07, 70.98 (C3-Gal', C5-Gal'), 69.39 (C3-GalN), 69.07 (C6-GaIN, C2-Gal'),
67.22 (CH,-Fmoc), 65.63 (C4-Gal'), 63.05 (C5-GalN), 61.28 (C6-Gal'), 59.21 (Thr®),
58.50 (C2-GalN), 47.14 (C9-Fmoc), 27.93 (CHs3-Bu), 22.95 a0 oA

Ph
(CH;-Orthoester), 20.65, 20.39 (CH3-Ac), 19.05 (Thr). Acog% %o
ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] =331.2 ([AcsGal]’, )400 0
ber.: 331.1), 1025.5 ((M+Na]", ber.: 1025.4). Nao
Cs50HssN4Oqg (10030) FmocHNj;(dBu
o)
Variante B:

In 65 ml absol. 1,2-Dichlorethan werden 548 mg (0.815 mmol) Fmoc-Thr(a-4,6-Bzn-
GalN;)-O'Bu (89) und 805 mg (1.634 mmol, 2.0 Aquiv.) a-AcsGal-OC(NH)CCl; (95)

zusammen mit etwa 1 g Molekularsieb (3 A) unter einer Argonatmosphire 1h bei
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Raumtemp. geriihrt. Man kiihlt die Mischung auf — 18 °C ab, versetzt sie mit 0.015 ml
(18 mg, 0.083 mmol, 0.05 Aquiv. bezogen auf 95) Trimethylsilyltrifluormethansulfonat
und riihrt sie 45 min bei einer Temperatur von — 10 °C bis — 15 °C. Anschlie8end ldsst man
den Ansatz auf Raumtemp. erwédrmen, verdiinnt ihn mit Dichlormethan und neutralisiert
ithn durch tropfenweise Zugabe von N-Ethyldiisopropylamin unter stindiger Kontrolle
des pH-Werts. Das Molekularsieb wird abfiltriert und mehrmals mit Dichlormethan
gewaschen. Das Filtrat wird i. Vak. von den Losungsmitteln befreit. Den Riickstand reinigt

man durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 2:1).

Ausbeute: 481 mg (0.480 mmol, 59 %); farbloser amorpher Feststoff; [a]if =474
(¢ = 1.00, CHCl3); R;= 0.33 (‘Hex/EtOAc, 1:1), R;= 0.10 (‘Hex/EtOAc, 2:1).

200 MHz-'"H-NMR (CDCl3): [8ppm] = 71.76 (d, 2H, *Juans = *Jusue = 7.8 Hz, H4-Fmoc,
H5-Fmoc), 7.62 (d, 2H, *Ju1m = Jugnr = 6.8 Hz, H1-Fmoc, H8-Fmoc), 7.54-7.26 (m,
9H, H2-Fmoc, H3-Fmoc, H6-Fmoc, H7-Fmoc, Ha-Ph), 5.74 (d, 1H, 3JNH,Thm= 9.3 Hz,
NH-Thr), 5.54 (s, 1H, CH-Bzn), 5.39 (d, 1H, 3JH4,H3 = 3.4 Hz, H4-Gal'), 5.30 (dd, 1H,
i = 7.8 Hz, *Jipus = 10.2 Hz, H2-Gal'), 5.11 (d, 1H, *Ju1.m = 3.4 Hz, H1-GalN), 5.02
(dd, 1H, *Juspo =102 Hz, *Jysps =3.4 Hz, H3-Gal'), 479 (d, 1H, *Jyim =7.8 Hz,
H1-Gal'), 4.49-4.02 (m, 11H, CH,-Fmoc, H9-Fmoc, Thr? ThrB, H3-GalN, H4-GalN,
H6a-GalN, H6b-GaIN, H6a-Gal', H6b-Gal'), 3.93 (t', 1H, *Jusmes = Jus.me» = 6.3 Hz,
H5-Gal'), 3.78 (dd, 1H, *Jiom =3.4 Hz, *Jupns =10.7 Hz, H2-GalN), 3.72 (s, 1H,
H5-GalN), 2.15, 2.02, 2.02, 1.97 (4 x s, 12H, CH3-Ac), 1.48 (s, 9H, CHs-'Bu), 1.31 (d, 3H,
> Jthey.thep = 6.3 Hz, Thr").

50.3 MHz-"C-NMR [BB] (CDCl3): [8jppm] = 170.25, 170.21, 170.09, 169.37, 169.15
(C=0-Ac, C=0O-Thr), 156.79 (C=0-Fmoc), 143.90, 143.71 (Cla-Fmoc, C8a-Fmoc),
141.28 (C4a-Fmoc, C5a-Fmoc), 137.52 (Cipso-Bzn), 128.90, 128.13, 127.73, 127.06,
127.00 (C2-Fmoc, C3-Fmoc, C6-Fmoc, C7-Fmoc, C,,,,-Ph), 126.07 (C,,-Ph), 125.20,
125.12 (Cl1-Fmoc, C8-Fmoc), 119.99 (C4-Fmoc, C5-Fmoc), 102.47 (C1-Gal'), 100.63
(CH-Bzn), 99.57 (C1-GalIN), 82.87 (C(CH3)3), 75.84, 75.69 (C3-GalN, C4-GalN, Thr?),
71.02, 70.89 (C3-Gal', C5-Gal'), 69.05 (C6-GalN), 68.65 (C2-Gal'), 67.27 (CH,-Fmoc),
66.93 (C4-Gal'), 63.48 (C5-GalN), 61.34 (C6-Gal'), 59.19 (Thr®), 59.00 (C2-GaIN), 47.16
(C9-Fmoc), 27.96 (CH3-'Bu), 20.67, 20.51 (CH3-Ac), 19.29 (Thr").

ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] = 331.2 ([AcsGal]", ber.: 331.1), 606.3 ([3-(B-AcsGal)-
4,6-Bzn-GalN;]", ber.: 606.2), 1025.5 ((M+Na]", ber.: 1025.4).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1025.3652 ([M+Na]", ber.: 1025.3644).

CsoHssN4O15 (1003.0)
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N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-[2-acetamido-3-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-

B-D-galactopyranosyl)-4,6-O-benzyliden-2-desoxy- Ph
a-D-galactopyranosyl]-L-threonin-fert-butylester (98)1"! AcO_OAc %O

0 0
(Fmoc-Thr[a-3-(B-Ac4Gal)-4,6-Bzn-GalNAc]-O'Bu) AcO -~ %m

O
4
FmocHNj;fo Bu

0
Durch Galactosylierung von Fmoc-Thr(a-4,6-Bzn-GalNAc)-O'Bu ( 92):[219]

In einer Mischung aus 40 ml absol. Dichlormethan und 60 ml absol. Nitromethan werden
3.90 g (5.66 mmol) Fmoc-Thr(a-4,6-Bzn-GalNAc)-O'Bu (92) mit etwa 6 g Molekular-
sieb (4 A) unter einer Argonatmosphire 1h bei Raumtemp. geriihrt. Man gibt 4.40 g

(17.42 mmol, 1.0 Aquiv. bezogen auf 83) Quecksilber(Il)-cyanid im Argongegenstrom
hinzu und riihrt den Ansatz weitere 30 min bei Raumtemperatur. Anschlieend wird eine
Losung von 7.16 g (17.41 mmol, 3.1 Aquiv.) a-AcsGal-Br (83) in einer Mischung aus
10 ml absol. Dichlormethan und 15 ml absol. Nitromethan langsam zugetropft und der
Ansatz unter einer Argonatmosphire 18 h bei Raumtemp. geriihrt. Man verdiinnt die
Reaktionsmischung mit 25 ml Dichlormethan, filtriert sie iiber Hyflo® und wischt
mehrmals mit Dichlormethan nach. Das Filtrat wird zweimal mit je 25 ml einer ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 25 ml einer ges. Natriumiodid-Ldsung
gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. von den Losungsmitteln befreit.
Das resultierende Rohprodukt reinigt man durch Flashchromatographie an Kieselgel
(Laufmittel: “Hex/EtOAc, 1:1).

Ausbeute: 4.11 mg (4.03 mmol, 71 %), Lit.:"*'* 63 %.

Durch Reduktion von Fmoc-Thr[a-3-(B-AcsGal)-4.6-Bzn-GalN3]-O'Bu (96):

Eine Losung von 2.09g (2.08 mmol) Fmoc-Thr[a-3-(B-AcsGal)-4,6-Bzn-GalNs]-
O'Bu (96) in einer Mischung aus 15 ml Essigsiure, 30 ml Essigsiureanhydrid und
45 ml Tetrahydrofuran wird mit 1.50 g (22.94 mmol, 11.0 Aquiv.) Zink versetzt, welches

zuvor durch Aufschldmmen in 50 ml einer 2%igen Kupfer(Il)-sulfat-Losung aktiviert, mit
Wasser gewaschen und mit Diethylether getrocknet wurde. Man riihrt die Suspension bei
Raumtemp. 1 h, anschlieBend gibt man 80 ml Tetrahydrofuran hinzu, filtriert das Zink iiber
Hyflo® ab und wischt mehrmals mit Tetrahydrofuran nach. Das Filtrat wird i. Vak. vom
Losungsmittel befreit, Essigsdure sowie Essigsdureanhydrid werden i. Hochvak. entfernt,
und der Riickstand wird dreimal mit je 20 ml Toluol kodestilliert. Man nimmt das
resultierende Rohprodukt in 50 ml Dichlormethan auf und wiéscht die Losung dreimal mit
je 25 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und zweimal mit je 25 ml einer ges.

Natriumchlorid-Losung. Nach dem Trocknen der organischen Phase mit Magnesiumsulfat
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und dem Entfernen des Losungsmittels 1. Vak. reinigt man den Riickstand durch Flash-

chromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 1:1).

Ausbeute: 1.41 g (1.39 mmol, 66 %).

farbloser amorpher Feststoff; [a]) =+ 66 (c=1.00, CHCl3), Lit.:*""! [a]ff =+63
(c=1.01, CHCl3); R;= 0.20 (‘Hex/EtOAc, 2:3), Ry= 0.10 (‘Hex/EtOAc, 1:1).

400 MHz-'H-NMR ['H-'"H-COSY] (CDCl3): [8ppm] = 7.79 (d, 2H, *Jusns = Jusue
=7.4 Hz, H4-Fmoc, H5-Fmoc), 7.64 (d, 2H, J=172 Hz, HI-Fmoc, H8-Fmoc), 7.56-7.54
(m, 2H, Ha,-Ph), 7.45-7.32 (m, 7H, H2-Fmoc, H3-Fmoc, H6-Fmoc, H7-Fmoc, Ha,-Ph),
5.94 (s, 1H, NH-GaIN), 5.62 (s,, 1H, NH-Thr), 5.57 (s, 1H, CH-Bzn), 5.40 (d, 1H,
*Juams = 2.5 Hz, H4-Gal'), 521 (dd, 1H, “Jipm = 7.8 Hz, *Jipms = 10.3 Hz, H2-Gal'),
5.00-4.96 (m, 2H, H3-Gal' {5.00}, H1-GaIN {4.96}), 4.76 (d, 1H, *Jiyum =7.0 Hz,
H1-Gal'), 4.70 (dt", 1H, *Jyop = 3.7 Hz, *Jiom3 = *Jionn = 10.6 Hz, H2-GalN), 4.58-4.48
(m, 2H, CH,-Fmoc), 4.29-4.19 (m, 6H, H4-GaIN {4.29}, H9-Fmoc {4.27}, Thr* {4.24},
H6a-GalN {4.23}, H6a-Gal' {4.23}, Thr® {4.22}), 4.15-4.05 (m, 2H, H6b-Gal' {4.13, dd,
> Jrebs = 6.6 Hz, *Juebpea = 9.6 Hz}, H6b-GalN {4.07}), 3.94-3.91 (m, 2H, H3-GalN
{3.92}, H5-Gal' {3.92}), 3.70 (s, 1H, H5-GaIN), 2.16, 2.05, 2.04, 2.01, 1.98 (5 x s, 15H,
CHi-Ac), 1.46 (s, 9H, CH3-'Bu), 1.28 (d, 3H, *Jny thep = 5.9 Hz, Thr).

100.6 MHz-"*C-NMR [BB, HSQC] (CDCl3): [8/ppm] = 170.45, 170.29, 170.16, 169.85,
169.46 (C=0-Ac, C=0-Thr), 156.52 (C=0-Fmoc), 143.67 (Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.34
(C4a-Fmoc, C5a-Fmoc), 137.53 (Cipso-Bzn), 129.73, 128.98, 128.81, 128.18, 128.12,
127.80, 127.07, 126.19 (C2-Fmoc, C3-Fmoc, C6-Fmoc, C7-Fmoc, C,,.,-Ph), 126.02
(Comp-Ph), 124.93 (C1-Fmoc, C8-Fmoc), 120.07 (C4-Fmoc, C5-Fmoc), 101.20 (C1-Gal'),
100.67 (CH-Bzn), 100.27 (C1-GalN), 83.17 (C(CHs)s), 76.11 (ThrP), 75.53 (C4-GalN),
74.10 (C3-GalN), 70.87 (C3-Gal', C5-Gal'), 69.10 (C6-GalN), 68.70 (C2-Gal'), 67.00,
66.93 (C4-Gal', CH,-Fmoc), 63.68 (C5-GalN), 61.34 (C6-Gal'), 59.05 (Thr%), 47.97
(C2-GalN), 47.23 (C9-Fmoc), 28.07 (CH;-Bu), 23.28, 20.77, 20.70, 20.55, 20.49
(CHs-Ac), 18.97 (Thr").

ESI-MS (Gerit 1, positiv): [m/z] = 622.1 ([3-(B-AcsGal)-4,6-Bzn-GaINAc]", ber.: 622.2),
1041.1 ((M+Na]’, ber.: 1041.4), 1057.0 ((M+K]", ber.: 1057.4).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1041.3873 ((M+Na]", ber.: 1041.3845).

Cs:HgaN,010 (1019.1)



EXPERIMENTELLER TEIL 235

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-[2-acetamido-3-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-

B-D-galactopyranosyl)-2-desoxy-o-D-galactopyranosyl]- AcO _OAC HO _OH

L-threonin-tert-butylester (99) AON og%

p AcO ACHNO
(Fmoc-Thr[a-3-(B-AcsGal)-GalNAc]-O'Bu) t
OBu

FmocHN

Eine Losung von 2.61g (2.56 mmol) Fmoc-Thr[a-3- ©

(B-Ac4Gal)-4,6-Bzn-GalNAc]-O'Bu (98) in 80 ml 80%iger Essigsiure wird 1 h bei 80 °C
geriihrt. AnschlieBend ldsst man die Reaktionsmischung auf Raumtemp. abkiihlen,
verdiinnt sie mit 80 ml Toluol und entfernt Essigsdaure sowie Toluol im Hochvakuum. Der
Riickstand wird fiinfmal mit je 80 ml Toluol kodestilliert und durch Flashchromatographie
an Kieselgel (Laufmittel: EtOAc) gereinigt.

Ausbeute: 1.92 g (2.06 mmol, 81 %); farbloser amorpher Feststoff; [a]f; =+52 (¢=1.00,

CHCly), Lit:®"™ [a]F =+44 (c=1.00, CH)Cl); R/=021 (EtOAc), R,=0.14
(‘Hex/EtOAc, 1:9), Ry=0.08 (“Hex/EtOAc, 1:4); R,=12 min (Sé&ule: Luna-1, Gradient:
Ana-4).

400 MHz-'H-NMR ['H-'"H-COSY] (CDCl3): [8ppm] = 71.75 (d, 2H, *Jusns = Jusue
=7.4Hz, H4-Fmoc, H5-Fmoc), 7.59 (d, 2H, *Juim = Jusus = 6.6 Hz, HI-Fmoc,
H8-Fmoc), 7.39 (t', 2H, *Jus = Juen7 = “Jusa = Jusns = 7.4 Hz, H3-Fmoc, H6-Fmoc),
729 (t', 2H, *Jipm = Jurms = Jroms = Jurme = 7.0 Hz, H2-Fmoc, H7-Fmoc), 5.95 (d,
1H, *Jume = 9.4 Hz, NH-GalN), 5.50 (d, 1H, *Jnuthee = 9.4 Hz, NH-Thr), 5.34 (d, 1H,
3Jnams = 3.1 Hz, H4-Gal"), 5.16 (t', 1H, *Juou = *Juons = 9.8 Hz, H2-Gal'), 4.94 (dy, 1H,
s = 10.2 Hz, H3-Gal'), 4.81 (sp, 1H, H1-GalN), 4.59-4.44 (m, 4H, H1-Gal' {4.58},
H2-GalN {4.52}, CHy-Fmoc {4.49}), 4.24-4.01 (m, 6H, H9-Fmoc {4.22}, Thr* {4.18},
Thr® {4.12}, H6a-Gal' {4.12}, H4-GaIN {4.08}, H6b-Gal' {4.06}), 3.91-3.76 (m, 4H,
H6a-GalN {3.88}, H5-Gal' {3.88}, H5-GaIN {3.81}, H6b-GaIN {3.77}), 3.67 (dy, 1H,
S Jiam = 9.8 Hz, H3-GalN), 2.13, 2.05, 2.00, 1.97, 1.95 (5 x s, 15H, CHs-Ac), 1.42 (s, 9H,
CH;-'Bu), 1.25 (d, 3H, *Jrhey,thep = 6.3 Hz, Thr"),

100.6 MHz-">C-NMR [BB, HMOQC] (CDCls): [§ppm] = 170.37, 170.20, 170.13, 169.88,
169.52 (C=0-Ac, C=0O-Thr), 156.34 (C=0-Fmoc), 143.68 (Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.30
(C4a-Fmoc, CS5a-Fmoc), 127.81 (C3-Fmoc, C6-Fmoc), 127.05 (C2-Fmoc, C7-Fmoc),
124.86 (C1-Fmoc, C8-Fmoc), 120.03 (C4-Fmoc, C5-Fmoc), 101.55 (C1-Gal'), 100.00
(C1-GalN), 83.18 (C(CHs)s), 77.80 (C3-GalN), 76.19 (Thr’), 70.77 (C5-Gal'), 70.61
(C3-Gal'), 69.85 (C5-GalN), 69.46 (C4-GalN), 68.47 (C2-Gal'), 66.85 (C4-Gal'), 66.77
(CH,-Fmoc), 62.69 (C6-GalN), 61.21 (C6-Gal'), 58.99 (Thr*), 47.48 (C2-GalN), 47.21
(C9-Fmoc), 28.02 (CHs-'Bu), 23.26, 20.67, 20.59, 20.56, 20.50 (CHz-Ac), 18.68 (Thr).
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ESI-MS (Gert 2, positiv): [m/z] =953.5 ((M+Na]", ber.: 953.4).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] =953.3519 ([M+Na]", ber.: 953.3532).
C4sHssN2O1 (930.9)

5.8 Die Synthesen des Hexasaccharid-Threonin-Konjugats

und seines Mimetikums

5.8.1 Die Synthese des Sialyl-Lewis" enthaltenden Glycosylaminoséure-

Bausteins

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-[2-acetamido-6-0-(4-0-{2,4-di-O-acetyl-
6-0-benzyl-3-O-|methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-
a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)onat]-f-D-galactopyranosyl}-3-0-{2,3,4-tri-O-benzyl-

OAc MeOOC Aco _OBn

o-L-fucopyranosyl}-6-O-benzyl-2-desoxy- w g é:

2-{2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino}- o Tt
B-D-glucopyranosyl)-3-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl- 8100 o ol

AcO (6]
B-D-galactopyranosyl)-2-desoxy-a-D-galacto- A AcHN;
pyranosyl]-L-threonin-zert-butylester (100) Fmockn ™y

o

Fmoc-Thr[a-6-(B-AceBns(Fuc)SLe*NTrocCOOMe)-3-(B-AcsGal)-GaINAc]-O'Bu
(

Eine Losung von 1.984g (1.093 mmol) a,B-AcsBns(Fuc)SLe*NTrocCOOMe-
OC(NH)CCI; (71) und 1.221 g (1.312 mmol, 1.2 Aquiv.) Fmoc-Thr{a-3-(B-AcsGal)-
GalNAc]-O'Bu (99) in 100 ml absol. Dichlormethan wird mit etwa 2 g Molekular-
sieb (4 A) unter einer Argonatmosphire 30 min bei Raumtemp. geriihrt. Man kiihlt das
Gemisch auf — 40 °C ab und tropft 1 ml (0.054 mmol, 0.05 Aquiv. bezogen auf 71) einer
vorgekiihlten Mischung aus 0.21 ml Trimethylsilyltrifluormethansulfonat und 20 ml absol.
Dichlormethan innerhalb von 5 min zu. Der Ansatz wird auf —30 °C erwdrmt und bei
dieser Temperatur 4 h geriihrt, wobei nach 3 h weitere 0.5 ml (0.027 mmol, 0.025 Aquiv.
bezogen auf 71) der Mischung aus Trimethylsilyltrifluormethansulfonat und Dichlor-
methan zur Vervollstindigung der Umsetzung zugetropft werden. Anschlieend wird die
Reaktionsmischung bei — 30 °C durch tropfenweise Zugabe einer Losung von N-Ethyl-
diisopropylamin in Dichlormethan unter stindiger Kontrolle des pH-Werts neutralisiert.
Das Molekularsieb wird abfiltriert und fiinfmal mit je 60 ml Dichlormethan gewaschen.
Man wischt das Filtrat nacheinander mit 60 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-

Losung und 60 ml einer ges. Natriumchlorid-Losung, extrahiert die vereinigten wéssrigen
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Phasen dreimal mit je 60 ml Dichlormethan und trocknet die vereinigten organischen
Phasen mit Magnesiumsulfat. Das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt und der Riickstand
durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 1:7) gereinigt,
wobei neben dem gewiinschten Produkt 0.148 g (0.082 mmol, 7 %) des eingesetzten
Glycosyldonors 71 sowie 1.670 g (0.646 mmol, 59 %) der in der 4-Position des

Galactosamins glycosylierten Verbindung 101 erhalten werden.

Ausbeute: 0.663 g (0.257 mmol, 23 %); farbloser amorpher Feststoff; [a]if =—
(c=1.00, CHCl3); R/=0.12 (“Hex/EtOAc, 1:9), R;=0.06 (‘Hex/EtOAc, 1:7); R, =38 min
(Sdule: Luna-1, Gradient: Ana-4).

400 MHz-"H-NMR ['H-'"H-COSY, TOCSY, NOESY] (CDCls): [8ppm] = 7.78 (d, 2H,
Jrams = Jushs = 7.2 Hz, H4-Fmoc, H5-Fmoc), 7.64 (d, 2H, “Juim = Jusur = 6.8 Hz,
H1-Fmoc, H8-Fmoc), 7.42-7.21 (m, 29H, H2-Fmoc, H3-Fmoc, H6-Fmoc, H7-Fmoc,
Ha-Ph), 5.59-5.53 (m, 3H, H8-Sia {5.56}, NH-Thr {5.56}, NH-GIcN {5.53}), 5.40-5.36
(m, 2H, H7-Sia {5.38, dd, *Juzne = 2.7 Hz, *Juzns = 9.4 Hz}, H4-Gal' {5.36}), 5.23-5.17
(m, 4H, NH-Sia {5.22}, NH-GaIN {520}, Hl-Fuc {5.19}, H2-Gal' {5.19, dd,
3o = 8.1 Hz, *Jioms = 10.5 Hz}), 5.06 (d, 1H, *Juans = 3.5 Hz, H4-Gal), 4.98-4.86
(m, 4H, H3-Gal' {4.96}, CH,-Bn {4.94, d, >J=11.7 Hz}, H2-Gal {4.93}, H4-Sia {4.93}),
4.82-446 (m, 18H, HI-GIcN {4.81, d, *Juim=8.0Hz}, HI-Gal {4.81, d,
i = 8.0 Hz}, H1-GaIN {4.72}, H1-Gal' {4.60}, H3-Gal {4.57}, CH,-Fmoc {4.52},
H2-GalN {4.51}, H5-Fuc {4.48}, CH,-Bn), 4.40 (d, 1H, %/ = 11.9 Hz, CH,-Bn), 4.32-4.24
(m, 3H, CH,-Bn {4.28, d, 2J=11.8 Hz}, H9-Fmoc {4.28}, H9a-Sia {4.25}), 4.20-3.99 (m,
9H, H3-GIcN {4.18}, Thr* {4.17}, H6a-Gal' {4.11}, Thr® {4.10}, H2-Fuc {4.09},
H6b-Gal' {4.07}, H5-Sia {4.03}, H4-GIcN {4.01}, H9b-Sia {4.01}), 3.97-3.81 (m, 10H,
H6a-GalN {3.96}, H4-GalN {3.93}, H3-Fuc {3.90}, H5-Gal' {3.90}, H5-GaIN {3.88},
COOCH; {3.84, s}, H6a-GIcN {3.81}, H6b-GIcN {3.81}), 3.75 (m., 1H, H5-Gal),
3.67-3.55 (m, 5H, H6b-GaIN {3.66}, H3-GaIN {3.65}, H6-Sia {3.60}, H4-Fuc {3.59},
H5-GIeN {3.55}), 3.48 (dd, 1H, *Jueans = 5.3 Hz, “Jueaner = 9.4 Hz, H6a-Gal), 3.33-3.24
(m, 2H, H6b-Gal {3.31, t', *Jueos = uevsa = 9.4 Hz}, H2-GIeN {3.27}), 2.55 (dd, 1H,
Jisaqisax = 12.6 Hz, *Jissqns = 4.6 Hz, H35-Sia), 2.20, 2.14, 2.08, 2.07, 2.05, 2.05, 2.03,
2.01, 1.98, 1.97, 1.86, 1.83 (11 xs, 36H, CHs-Ac), 1.70 (t', 1H, *Jisaxssiq = Jisaxsia
~ 12.4 Hz, H3,-Sia), 1.47 (s, 9H, CH3-Bu), 1.20 (d, 6H, *Jueabenis = Jrhry.mhip = 6.3 Hz,
Hé6a,b,c-Fuc, Thr").

100.6 MHz-"*C-NMR [BB, HSQC, HMBC] (CDCl3): [8ppm] = 171.16, 170.86, 170.45,
170.31, 170.25, 170.14, 170.07, 170.04, 169.75, 169.57, 169.47 (C=0-Ac, C=O-Thr),
167.75 (C1-Sia), 156.47 (C=0-Fmoc), 153.48 (C=0-Troc), 143.69, 143.67 (Cla-Fmoc,
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C8a-Fmoc), 141.29, 141.27 (C4a-Fmoc, C5a-Fmoc), 138.77, 138.63, 138.37, 137.74,
137.72 (Cipso-Ph), 128.36, 128.34, 128.26, 128.24, 128.17, 128.01, 127.79, 127.57, 127.52,
127.45, 127.32, 127.12, 127.09, 127.07, 127.05 (C, mp-Ph, C2-Fmoc, C3-Fmoc, C6-Fmoc,
C7-Fmoc), 124.91 (C1-Fmoc, C8-Fmoc), 120.03 (C4-Fmoc, C5-Fmoc), 101.42 (C1-Gal"),
100.14 (C1-GalN), 99.58, 99.44 (CI1-GlcN, C1-Gal), 97.20 (C1-Fuc), 96.92 (C2-Sia),
95.59 (CCly), 83.14 (C(CHs)3), 79.91 (C3-Fuc), 77.71 (C3-GalN), 77.48 (C4-Fuc), 76.69
(C2-Fuc, Thr?), 75.08 (C5-GlcN), 74.28 (CH,), 74.18 (C3-GlIcN), 73.90 (C4-GleN), 73.52,
73.04, 7291, 72.68 (CHy), 71.86 (C6-Sia), 71.66 (C3-Gal), 71.28 (C5-Gal), 70.71
(C5-Gal'), 70.66 (C3-Gal'), 70.36 (C2-Gal), 69.54 (C5-GalN), 69.38 (C4-Sia), 69.15
(C6-GalN), 68.76 (C6-GIcN, C4-GalN), 68.44 (C2-Gal'), 67.79 (C4-Gal), 67.39 (C8-Sia),
67.20 (C6-Gal), 66.95 (CHz-Fmoc), 66.89 (C7-Sia), 66.77 (C4-Gal'), 66.52 (C5-Fuc),
62.15 (C9-Sia), 61.04 (C6-Gal'), 59.17 (Thr*), 58.02 (C2-GlcN), 53.10 (COOCH3;), 49.04
(C5-Sia), 47.62 (C2-GalN), 47.20 (C9-Fmoc), 37.49 (C3-Sia), 28.07 (CH;-Bu), 23.12,
21.25, 21.01, 20.89, 20.76, 20.67, 20.64, 20.62, 20.59, 20.52, 20.45 (CH3-Ac), 18.61
(Thr"), 16.74 (C6-Fuc).
ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 1313.2 ((M+2Na]*", ber.: 1313.4),

2603.4 ([M+Na]", ber.: 2603.8).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 2603.8499 ([M+Na]", ber.: 2603.8461).
Ci25H151C13N4O45 (2583.9)

Analytische Daten der in der 4-Position des Galactosamins glycosylierten Verbindung 101:
farbloser amorpher Feststoff; [a])) =+ 3 (¢ =1.00, CHCLy); R;= 0.39 (“Hex/EtOAc, 1:9),
Rr=0.19 ("Hex/EtOAc, 1:7); R, =39 min (Sdule: Luna-1, Gradient: Ana-4).

ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 1313.4 ((M+2Na]*", ber.: 1313.4), 2603.8 ([M+Na]",

ber.: 2603.8). rco. PAGE0OC Aco 0B oBn
c z o)
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 2603.8496 ((M+Na]", WC’ gﬁco O%H%O
Q7 oBn
ber.: 2603.8461). |

Q Q

Ci25H151C13N4O45 (2583.9) Aco 0

AcO A(:HNO

{
FmocHN OBu

(¢}
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N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-[2-acetamido-6-0-(2-acetamido-4-0-{2,4-di-
0-acetyl-6-0O-benzyl-3-0-|methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0O-acetyl-3,5-didesoxy-
D-glycero-o-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)onat]-B-D-galactopyranosyl}-3-0-{2,3,4-tri-
OAc MeOOC AcO _OBn Bn
MO\%& oé&/o

0
AcO AcO AcHN
Q7 oBn

O-benzyl-a-L-fucopyranosyl}-6-O-benzyl- AcO.
2-desoxy-p-D-glucopyranosyl)-3-0-(2,3,4,6-tetra-

OBn
BnO”Aco OAc AcO
Q Q
AcO O
AcO AcHN

O-acetyl-B-D-galactopyranosyl)-4-O-acetyl-

2-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-L-threonin- o

OBu

tert-butylester (102) Fmeet T
(Fmoc-Thr[a-6-(B-AceBns(Fuc)SLe*COOMe)-3-(B-AcsGal)-AcGalNAc]-O'Bu)

Abspaltung der Troc-Gruppe: In 35 ml Essigsdure werden 0.374 g (0.145 mmol) Fmoc-
Thr[a-6-(B-AcsBns(Fuc)SLe*NTrocCOOMe)-3-(B-AcsGal)-GalNAc]-O'Bu  (100) geldst

und mit etwa 1.5 g Zink versetzt, welches zuvor durch Aufschldimmen in 2 M Salzsdure

aktiviert, mit Wasser sowie mit Methanol gewaschen und mit Diethylether getrocknet
wurde. Man riihrt die Reaktionsmischung bei Raumtemp. 19 h, filtriert sie anschlieend
iiber Hyflo® und wischt griindlich mit Essigsdure nach. Das Filtrat wird i. Hochvak. vom

Losungsmittel befreit und der Riickstand dreimal mit Toluol kodestilliert.

Analytische Daten des Rohprodukts: R, = 15 min (Saule: Luna-1, Gradient: Ana-4).
ESI-MS (Gerdt 2, positiv): [m/z] = 1226.5 ([M+2Na]2+, ber.: 1226.5),

2430.0 ((M+Na]’, ber.: 2429.9).
Ci22H150N4046 (2408.5)

Acetylierung: Zu einer Losung des Rohprodukts in 60 ml Pyridin gibt man 20 ml
Essigsdureanhydrid hinzu und riihrt die Mischung bei Raumtemp. 40 h. AnschlieBend
werden Pyridin sowie iiberschiissiges Essigsdureanhydrid i. Hochvak. entfernt, und der
Riickstand wird viermal mit Toluol kodestilliert. Man versetzt ithn mit 20 ml Essigsdure,
um Reste von Pyridin in das entsprechende Salz zu {iiberfiihren. Die iiberschiissige
Essigsdaure wird i. Hochvak. abdestilliert und der Riickstand erneut dreimal mit Toluol
kodestilliert, bevor man ihn in 100 ml Dichlormethan aufnimmt. Diese Losung wird
viermal mit je 50 ml Wasser gewaschen. Die vereinigten wiassrigen Phasen werden viermal
mit je 50 ml Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit
Magnesiumsulfat getrocknet. Man destilliert das Losungsmittel 1. Vak. ab, unterzieht
den Riickstand zur Entfernung letzter Pyridinreste einer Gefriertrocknung und reinigt
das resultierende Rohprodukt schlieBlich durch Flashchromatographie an Kieselgel
(Laufmittel: CH,Cl,/MeOH, 20:1).
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Ausbeute: 0.223 g (0.089 mmol, 62 % bezogen auf 100); farbloser amorpher Feststoff;
[@]? =—18 (c=1.00, CHCl;); R;=0.20 (CH,Cl,/MeOH, 20:1); R,=30min (Siule:
Luna-1, Gradient: Ana-4).
ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 1268.5 ((M+2Na]*", ber.: 1268.5),

2513.9 ((M+Na]’, ber.: 2514.0).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 2513.9585 ([M+Na]", ber.: 2513.9630).
Ci26H154N4045 (2492.6)

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

B-D-galactopyranosyl}-6-0O-acetyl-2-desoxy- wmg onc
B-D-glucopyranosyl)-3-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl- e . O:sHN
B-D-galactopyranosyl)-4-O-acetyl-2-desoxy- A0 %0 o ped
a-D-galactopyranosyl|-L-threonin-fert-butyl- e ACHNG,
ester (103) Fmoctn” OB

(o}

Fmoc-Thr[o-6-(B-Aci(Fuc)SLe*COOMe)-3-(B-AcysGal)-AcGalNAc]-O'Bu)
(

Debenzylierung: Eine Mischung aus 5.0 ml Essigsdure und 0.3 ml Wasser wird durch

mehrmaliges Evakuieren im Wasserstrahlvakuum und Fluten mit Argon griindlich entgast.
Man gibt eine groBere Spatelspitze Palladium(I)-hydroxid (15-20 %) auf Aktivkohle
hinzu, entgast die Mischung erneut griindlich und setzt sie schlieBlich einer Wasserstoft-
atmosphére aus. In einem zweiten Kolben 16st man 533 mg (0.214 mmol) Fmoc-Thr[o-6-
(B-AcsBns(Fuc)SLe*COOMe)-3-(B-AcsGal)-AcGalNAc]-O'Bu (102) in 50 ml Methanol,
entgast auch diese Losung griindlich und iiberfiihrt sie unter Sauerstoffausschluss in den
Kolben, der den Katalysator enthdlt. Unter einer Wasserstoffatmosphdre wird der Ansatz
3 d bei Raumtemp. geriihrt, bevor die Wasserstoffatmosphire gegen eine Argonatmosphire
ausgetauscht und die Mischung tiber eine Kartusche filtriert wird, welche mit 500 mg eines
C18-Saulenmaterials gefiillt ist.” Man spiilt die kleine Sidule mehrmals mit reinem
Methanol bzw. mit einem Gemisch aus Methanol und Wasser (V:V = 1:1) und befreit das
Filtrat i. Vak. sowie i. Hochvak. von den Losungsmitteln. Der Riickstand wird einige Male

mit Toluol kodestilliert und ohne Reinigung direkt weiter umgesetzt.

" Die mit 500 mg eines C18-Siulenmaterials mit einer PorengroBe von 54 A gefiillten Kartuschen wurden
von der Firma International Sorbent Technology, Hengoed (UK) bezogen.
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Analytische Daten des Rohprodukts: R;(RP-DC) = 0.49 (CH3;CN/H,O, 14:9 mit wenigen
Tropfen AcOH).
ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 1819.8 ((M+H]", ber.: 1819.7),
1841.8 ((M+Na]’, ber.: 1841.7).
C76H114N4O46 (1819.7)

Wiederankniipfung der Fmoc-Gruppe: Das Rohprodukt der Debenzylierung wird

zusammen mit 80 mg (0.237 mmol, 1.1 Aquiv.) Fluoren-9-ylmethyl-succinimidyl-carbonat
in 25 ml Dichlormethan geldst und so lange mit N-Ethyldiisopropylamin versetzt, bis ein
pH-Wert von 9.0 bis 9.5 erreicht ist. Man riihrt die Reaktionsmischung 6 h bei Raumtemp.
und entfernt dann das Lésungsmittel im Vakuum. Ohne Reinigung wird das Rohprodukt in

die nachfolgende Acetylierung eingesetzt.

Analytische Daten des Rohprodukts: R, (RP-DC) =0.21 (CH3;CN/H>O, 14:9 mit wenigen
Tropfen AcOH); R, =20 min (Sdule: Luna-1, Gradient: Ana-4).
ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 2063.8 ((M+Na]’, ber.: 2063.7),
2170.9 ([M+DIPEA-+H]", ber.: 2170.9).
Co1H124N4045 (2042.0)

Acetylierung: Man 16st das Rohprodukt in 20 ml Pyridin, fiigt 10 ml Essigsdureanhydrid
hinzu und riihrt die Reaktionsmischung bei Raumtemp. 3 d. Anschlieend werden Pyridin
sowie iiberschiissiges Essigsdureanhydrid i. Hochvak. entfernt. Der Riickstand wird
mehrmals mit Toluol kodestilliert und schlieflich durch Flashchromatographie an
Kieselgel (Laufmittel: CH,Cl,/MeOH, 50:3) gereinigt, wobei man neben dem gewiinschten
Produkt 108 mg (0.052 mmol, 24 % bezogen auf 102) der an der Aminofunktion des
Threonins acetylierten Verbindung 104 isoliert.

Ausbeute: 165mg (0.073 mmol, 34 % bezogen auf 102); farbloser amorpher
Feststoff; [a]) =—16 (¢=1.00, CHCl); R;=0.54 (CH,Cl,/MeOH, 25:2), R;=0.19
(CH,Cl,/MeOH, 50:3); R;= 16 min (Sédule: Luna-1, Gradient: Ana-4), R, = 35 min (Siule:
Luna-1, Gradient: Ana-1).

400 MHz-'"H-NMR  ['H-'H-COSY, TOCSY] (CDCl3y): [dppm] = 7.78 (d, 2H,
Jnams = Jusue = 7.6 Hz, H4-Fmoc, H5-Fmoc), 7.62 (d, 2H, *Juim = Jusur = 7.2 Hz,
H1-Fmoc, H8-Fmoc), 7.41 (t', 2H, *Jis 1 = *Jusna = *Juens = “Juenz = 7.4 Hz, H3-Fmoc,
H6-Fmoc), 7.33 (t', 2H, *Jrom = Vo = “Jurme = Jurus = 7.4 Hz, H2-Fmoc, H7-Fmoc),
6.02 (d, 1H, °Jnum =9.6 Hz, NH-GaIN), 5.85 (s,, 1H, NH-GIcN), 5.69 (d, 1H,
3 Jnithee = 8.6 Hz, NH-Thr), 5.50 (m., 1H, H8-Sia), 5.44 (dd, 1H, *Ju7u¢=2.7 Hz,
3Jurns = 9.7 Hz, H7-Sia), 5.36-5.34 (m, 2H, H1-Fuc {5.36, d, *Ju1.m = 3.9 Hz}, H4-Gal'
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(534, d, *Juams=3.1Hz}), 531 (d, 1H, *Juspus =2.4 Hz, H4-Fuc), 5.25 (s, 1H,
H4-GalN), 5.20 (dd, 1H, *Jusm =10.9 Hz, *Jusns =3.2 Hz, H3-Fuc), 5.12 (d, 1H,
Jnins = 10.2 Hz, NH-Sia), 5.06 (dd, 1H, *Jipm = 7.7 Hz, *Jioms = 10.5 Hz, H2-Gal'),
5.00-4.84 (m, 6H, H2-Fuc {4.98}, H4-Gal {4.94}, H5-Fuc {4.93}, H3-Gal' {4.92},
H2-Gal {4.89}, H4-Sia {4.87}), 4.80 (d, 1H, *Ju1m = 2.9 Hz, H1-GaIN), 4.70 (d, 1H,
Juim = 8.0 Hz, H1-Gal), 4.63 (d, 1H, “Juganer = 11.1 Hz, H6a-GIcN), 4.56-4.43 (m, 6H,
HI-GIeN {4.55}, HI-Gal' {4.55}, H3-Gal {4.53}, CHa,-Fmoc {4.53}, H2-GaIN {4.48},
CHap-Fmoc {4.45}), 4.36 (dd, 1H, “Jugans=6.7 Hz, “Jueane = 11.5 Hz, H6a-Gal),
4.29-3.99 (m, 12H, H9a-Sia {4.28}, H9-Fmoc {4.25}, H6b-Gal {4.21}, Thr* {4.19}, Thr"
{4.15}, H6a-Gal' {4.15}, H6b-Gal' {4.12}, H6b-GIcN {4.07}, H9b-Sia {4.07}, H3-GlIcN
{4.03}, H5-Sia {4.03}, H5-GalN {4.02}), 3.90-3.74 (m, 9H, H4-GlcN {3.87}, COOCHj
{3.85, s}, H5-Gal {3.84}, H5-Gal' {3.84}, H3-GaIN {3.78}, H6a-GaIN {3.75}, H2-GIcN
{3.72}), 3.62 (dd, 1H, *Juens=10.7Hz, *Juens=2.7 Hz, H6-Sia), 3.51 (m., IH,
H5-GlcN), 3.43 (m,, 1H, H6b-GalN), 2.57 (dd, 1H, *Juziqmsax = 12.6 Hz, *Jissqns = 4.6 Hz,
H3;,-Sia), 2.20, 2.14, 2.11, 2.09, 2.07, 2.06, 2.05, 2.04, 2.00, 1.99, 1.96, 1.95, 1.94, 1.84
(14 x s, 57H, CHs-Ac), 1.67 (t', 1H, *Jisaxmziq ® Jizaxns = 12.4 Hz, H3,,-Sia), 1.45 (s,
9H, CH3-'Bu), 1.27 (d, 3H, *Jrurymnp = 5.9 Hz, Thr'), 1.16 (d, 3H, “Jigabens = 6.2 Hz,
Hé6a,b,c-Fuc).
100.6 MHz-"*C-NMR [BB, HSQC, HMBC] (CDCl3): [&ppm] = 171.11, 170.78, 170.71,
170.63, 170.44, 170.39, 170.36, 170.30, 170.14, 170.01, 169.97, 169.65, 169.39, 169.31
(C=0-Ac, C=0-Thr), 167.81 (C1-Sia), 156.45 (C=O-Fmoc), 143.69, 143.65 (Cla-Fmoc,
C8a-Fmoc), 141.28, 141.25 (C4a-Fmoc, C5a-Fmoc), 127.77 (C3-Fmoc, C6-Fmoc),
127.11, 127.08 (C2-Fmoc, C7-Fmoc), 124.88 (C1-Fmoc, C8-Fmoc), 120.01 (C4-Fmoc,
C5-Fmoc), 100.67 (C1-GIcN, C1-Gal'), 99.84 (C1-Gal), 99.25 (C1-GalN), 96.72 (C2-Sia),
95.22 (C1-Fuc), 83.08 (C(CHs)s), 75.60 (Thr?), 74.26 (C4-GlIcN), 73.23 (C3-GleN), 73.01
(C5-GleN), 72.95 (C3-GalN), 71.84 (C6-Sia), 71.43 (C4-Fuc), 71.22 (C3-Gal), 70.85
(C5-Gal, C5-Gal'), 70.65 (C3-Gal'), 69.77 (C2-Gal), 69.37 (C4-Sia), 69.15 (C4-GalN),
68.88 (C5-GaIN), 68.59 (C2-Gal'), 68.19 (C2-Fuc), 67.87 (C3-Fuc), 67.79 (C6-GalN),
67.57 (C8-Sia), 67.25 (C4-Gal), 66.87 (CH,-Fmoc), 66.73 (C4-Gal'), 66.41 (C7-Sia), 64.16
(C5-Fuc), 61.97 (C6-GleN), 61.58 (C9-Sia), 61.36 (C6-Gal), 60.96 (C6-Gal'), 58.92
(Thr*), 55.50 (C2-GIcN), 53.16 (COOCH;), 48.99 (C5-Sia), 48.51 (C2-GaIN), 47.14
(C9-Fmoc), 37.34 (C3-Sia), 28.01 (CHs-'Bu), 23.40, 23.30, 23.16, 21.44, 20.97, 20.76,
20.73, 20.68, 20.65, 20.57, 20.52 (CH3-Ac), 18.58 (Thr'), 15.80 (C6-Fuc).
ESI-MS (Geriit 2, positiv): [m/z] = 1148.5 ((M+2Na]*’, ber.: 1148.4),

2273.9 ((M+Na]’, ber.: 2273.8).
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HR-ESI-MS (positiv): [m/=] =2273.7839 ([M+Na]", ber.: 2273.7811).
Ci01H134N4053 (2252.1)

Analytische Daten der an der Aminofunktion des Threonins acetylierten Verbindung 104:
R;=0.28 (CH,Cly/MeOH, 25:2), R;=0.18 (CH,Cl,/MeOH, 50:3); [a] =—15 (¢ =1.00,
CHCly). 0AMeOOC Aco_OAG one

ESI-MS (Geriit 2, positiv): [m/z] =2093.8 ((M+Na]’, M é& e

ber.: 2093.7). Ny OQZC
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 2093.7205 ((M+Na]", A e

AcO AcHNO

ber.: 2093.7236). o
CssHi26N40s, (2071.9)

o

Wird zur Debenzylierung des Hexasaccharid-Threonin-Konjugats 102 eine Losung der
Substanz in einer Mischung aus Methanol, Essigsdure und Wasser in dem oben
angegebenen Volumenverhiltnis vorgelegt, diese dann griindlich entgast, unter einer
Argonatmosphére mit dem Katalysator versetzt, abermals griindlich entgast und zuletzt
einer Wasserstoffatmosphére ausgesetzt, so kommt es neben der Bildung des gewiinschten
Produkts zu einer Methylierung der freien Aminofunktion des Threonins. Diese kann
mitunter auch bei der oben beschriebenen Vorgehensweise beobachtet werden. Die weitere
Umsetzung des Produktgemischs liefert schlieBlich ein flashchromatographisch nicht zu
trennendes Gemisch aus dem angestrebten Produkt 103 und der entsprechenden
methylierten Verbindung 105 in einem Verhéltnis von etwa 1.2:1.0 (mittels analytischer
RP-HPLC bei einer Wellenlédnge von 214 nm bestimmt).

Analytische Daten der an der Aminofunktion des Threonins methylierten Verbindung 105:
= 36 min (Sdule: Luna-1, Gradient: Ana-1). o vc&%’\'g:j\/:o oxe o

ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 2287.9 ((M+Na]", AN Ao ON—=0

ber.: 2287.8). A0

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 2287.8015 ([M+Na]", roX=o ACH‘N’O

ber.: 2287.7968). .
Ci02H 3N:053 (2266.2)

OAc

Me O
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N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-|2-acetamido-6-0-(2-acetamido-3-0-{2,3 ,4-tri-
0-acetyl-a-L-fucopyranosyl}-4-0-{2.4,6-tri-O-acetyl-3-O-[methyl-(5-acetamido-
4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-

OA% l\AgOOC AcO _OAc OAc

o-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)onat]- ACOMO AZ AN
AcO ° AcHN
B-D-galactopyranosyl}-6-O-acetyl-2-desoxy- AOOAS O
Y Aco _OAc AcO
B-D-glucopyranosyl)-3-0-(2,3,4,6-tetra-0-acetyl- A0 02
AcO ACHNO
B-D-galactopyranosyl)-4-O-acetyl-2-desoxy- oH

FmocHN
(e}

a-D-galactopyranosyl]-L-threonin (106)
(Fmoc-Thr[a-6-(B-Aci2(Fuc)SLe*COOMe)-3-(B-AcsGal)-AcGalNAc]-OH)

Eine Losung von 161 mg (0.071 mmol) Fmoc-Thr[o-6-(B-Acyi(Fuc)SLe*COOMe)-3-
(B-Ac4Gal)-AcGalNAc]-O'Bu (103) in einer Mischung aus 4.0 ml Dichlormethan und
2.0 ml Trifluoressigsiure wird mit 0.029 ml (21 mg, 0.180 mmol, 2.5 Aquiv.) Triethylsilan
versetzt und 6 h bei Raumtemp. geriihrt. AnschlieBend verdiinnt man den Ansatz mit
10 ml Toluol und entfernt die Losungsmittel im Vakuum. Der Riickstand wird mehrmals

mit Toluol kodestilliert und das resultierende Rohprodukt durch Flashchromatographie an
Kieselgel (Laufmittel: CH,Cl,/MeOH, 10:1) gereinigt.

Ausbeute: 123 mg (0.056 mmol, 78 %); farbloser amorpher Feststoff; [a 22 =—11
(c=1.00, CHxCly); R=0.55 (CH,Cl,/MeOH, 50:7), Ry=0.10 (CH,Cl,/MeOH, 10:1);
R,= 11 min (Sdule: Luna-1, Gradient: Ana-6).

ESI-MS (Gerdit 2, positiv): [m/z] = 11204 ([M+2Na]*", ber.. 1120.4), 1128.4
(IM+Na+KJ**, ber.: 1128.3), 2217.8 ([M+Na]’, ber.: 2217.7), 2233.8 ([M+K]", ber.:
2233.7).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] =2217.7087 ((M+Na]", ber.: 2217.7185).

Co7H126N4053 (2196.0)
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5.8.2 Die Synthese des das Sialyl-Lewis’-Mimetikum enthaltenden

Glycosylaminosiure-Bausteins

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-[2-acetamido-6-0-(4-0-{2,4-di-O-acetyl-
6-0-benzyl-3-0-[(15)-2-cyclohexyl-1-methoxycarbonyl-ethyl]-B-D-galactopyranosyl}-
3-0-{2,3,4-tri-O-benzyl-a-L-fucopyranosyl}-6-O-benzyl-  "*°°¢ A°°§ o OBn

o o 0

o
2-desoxy-2-{2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino}- g Oggf“”
OBn
o-D-glucopyranosyl)-3-0-(2,3,4,6-tetra-0O-acetyl- B"OA“;O o ZO o
B-D-galactopyranosyl)-2-desoxy-o-D-galactopyranosyl]- Ao Ao
L-threonin-tert-butylester (107) Fec OOBU

Fmoc-Thr[a-6-(B-AcoBns(Fuc)CycloLe*NTrocCOOMe)-3-(B-AcsGal)-GalNAc]-O'Bu)
( y

Eine Mischung aus 244g (1.62mmol) a-Ac;Bns(Fuc)CycloLe*NTrocCOOMe-
OC(NH)CCl; (78), 1.80 g (1.93 mmol, 1.2 Aquiv.) Fmoc-Thr[a-3-(B-AcsGal)-GalNAc]-
O'Bu (99) und etwa 3 g Molekularsieb (4 A) in 120 ml absol. Dichlormethan wird 30 min
bei Raumtemp. unter einer Argonatmosphdre geriihrt. Der Ansatz wird auf —40 °C
abgekiihlt und innerhalb von 5 min tropfenweise mit 1 ml (0.08 mmol, 0.05 Aquiv.
bezogen auf 78) einer vorgekiihlten Mischung aus 0.31 ml Trimethylsilyltrifluormethan-
sulfonat und 20 ml absol. Dichlormethan versetzt. Man lésst ihn auf — 30 °C erwirmen und
rlihrt ihn bei dieser Temperatur unter einer Argonatmosphédre 4 h, wobei nach 2 h weitere
0.5 ml (0.04 mmol, 0.025 Aquiv. bezogen auf 78) der Mischung aus Trimethylsilyltrifluor-
methansulfonat und Dichlormethan zur Vervollstandigung der Reaktion zugetropft werden.
AnschlieBend wird die Reaktionsmischung bei — 30 °C durch tropfenweise Zugabe einer
Losung von N-Ethyldiisopropylamin in Dichlormethan unter stindiger Kontrolle des
pH-Werts neutralisiert. Man filtriert das Molekularsieb ab und wéscht es fiinfmal mit
je 75 ml Dichlormethan. Das Filtrat wird nacheinander mit 75 ml einer ges. Natrium-
hydrogencarbonat-Losung und 75 ml einer ges. Natriumchlorid-Ldsung gewaschen. Die
vereinigten wéssrigen Phasen werden dreimal mit je 75 ml Dichlormethan extrahiert und
die vereinigten organischen Phasen mit Magnesiumsulfat getrocknet. Nach dem Entfernen
des Losungsmittels 1. Vak. reinigt man den Riickstand durch Flashchromatographie an
Kieselgel (Laufmittel: “Hex/EtOAc, 1:1 — 1:3), wobei neben dem gewiinschten Produkt
1.20 g (0.53 mmol, 33 %) der in der 4-Position des Galactosamins glycosylierten
Verbindung 108 erhalten werden.
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Ausbeute: 2.03 g (0.89 mmol, 55 %); farbloser amorpher Feststoff; [05]24 =-2 (c=1.00,

CHCl3); R/=0.58 (‘Hex/EtOAc, 1:9), R,=040 (‘Hex/EtOAc, 1:3), R;=0.04
(‘Hex/EtOAc, 1:1); R, = 44 min (Sédule: Luna-1, Gradient: Ana-5).

400 MHz-"H-NMR ['H-'"H-COSY, TOCSY, NOESY] (CDCl3): [8ppm] = 7.79 (d, 2H,
Juams = Jusus = 7.4 Hz, H4-Fmoc, H5-Fmoc), 7.65 (d, 2H, “Juim = Jusu7 = 6.6 Hz,
H1-Fmoc, H8-Fmoc), 7.43-7.40 (m, 2H, H3-Fmoc, H6-Fmoc), 7.36-7.22 (m, 27H,
H2-Fmoc, H7-Fmoc, Hx-Ph), 5.55-5.48 (m, 3H, NH-Thr {5.55}, H4-Gal {5.51, d,
3Juas = 3.3 Hz}, NH-GIcN {5.48}), 5.38 (sp, 1H, H4-Gal"), 5.20 (dd, 1H, *Ji241, = 7.8 Hz,
3Jiams = 10.5 Hz, H2-Gal'), 5.15 (sp, 1H, HI1-Fuc), 5.01-4.93 (m, 3H, H2-Gal {4.99},
H3-Gal' {4.98}, CH,-Bn {4.90, d, >J=11.9 Hz}), 4.86 (d, 1H, *Ji1.110 = 7.4 Hz, H1-GIcN),
4.80-4.29 (m, 19H, CHy-Troc {4.77}, H1-GaIN {4.72}, H1-Gal' {4.62}, CHy-Troc
{4.58}, CHy-Fmoc {4.55}, H2-GaIN {4.52}, H5-Fuc {4.47}, H1-Gal {4.39}, H9-Fmoc
{4.29}, CH,-Bn), 4.18-4.07 (m, 6H, Thr* {4.17}, H3-GIcN {4.16}, H6a-Gal' {4.13},
Thr® {4.10}, H6b-Gal' {4.09}, H2-Fuc {4.09, dd, *Jipui = 3.7 Hz, *Jipus = 10.2 Hz}),
4.01-3.88 (m, 7H, H6a-GaIN {3.96}, H4-GaIN {3.94}, H4-GlcN {3.92}, CHCOOMe
{3.91}, H5-Gal' {3.91}, H3-Fuc {3.89}, H5-GaIN {3.88}), 3.80-3.67 (m, 7H, H6a-GIcN
{3.76}, COOCH; {3.75, s}, H6b-GIcN {3.71}, H3-GaIN {3.67}, H6b-GaIN {3.67}),
3.56 (sp, 1H, H4-Fuc), 3.50 (dd, 1H, *Juguns=15.3 Hz, “Juganer = 8.6 Hz, H6a-Gal),
3.45-3.43 (m, 2H, H5-Gal {3.45}, H5-GIcN {3.43}), 3.38 (dd, 1H, *Juepus = 6.4 Hz,
2 Jti6b.116a = 8.6 Hz, H6b-Gal), 3.28 (m,, 1H, H3-Gal), 3.20 (¢, 1H, *Jin.m1 = *Jins = *Jronn
~ 7.8 Hz, H2-GlcN), 2.14, 2.09, 2.05, 2.00, 1.99, 1.88 (6 x s, 21H, CH3-Ac), 1.68-1.62 (m,
5H, CH,-Cyclo), 1.53-1.47 (m, 11H, CH,CHCOOMe, CH;-'Bu {1.47, s}), 1.32-1.11 (m,
10H, CH-Cyclo {1.29}, CH,-Cyclo, H6a,b,c-Fuc {1.19, d, 3JH6abC,H5 =6.4 Hz}, Thr' {1.19,
d, *J1hey e = 6.4 Hz}), 0.91-0.82 (m, 2H, CH,-Cyclo).

100.6 MHz-"*C-NMR [BB, HSOC, HMBC] (CDCl3): [§/ppm] = 172.71 (COOMe), 171.15,
170.38, 170.34, 170.22, 170.13, 169.62, 169.51, 168.63 (C=0-Ac, C=O-Thr), 156.45
(C=0-Fmoc), 153.46 (C=0O-Troc), 143.68 (Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.29 (C4a-Fmoc,
C5a-Fmoc), 138.72, 138.58, 138.45, 137.67, 137.62 (Cipso-Ph), 128.56, 128.50, 128.45,
128.38, 128.35, 128.28, 128.17, 127.98, 127.82, 127.68, 127.56, 127.52, 127.47,
127.13, 127.04 (C,mp-Ph, C2-Fmoc, C3-Fmoc, C6-Fmoc, C7-Fmoc), 124.91 (C1-Fmoc,
C8-Fmoc), 120.06 (C4-Fmoc, C5-Fmoc), 101.48 (C1-Gal'), 100.11 (C1-GalN), 99.67
(C1-GIcN, C1-Gal), 97.25 (C1-Fuc), 95.55 (CCls), 83.14 (C(CH3)s), 79.97 (C3-Fuc), 77.76
(CHCOOMe, C3-GalN), 77.21 (C4-Fuc, C3-Gal), 76.69 (C2-Fuc, Thr"), 74.85 (C5-GlcN),
74.31 (CH,-Troc), 73.88 (C3-GIcN, C4-GlcN, CH,-Bn), 73.56, 73.37, 72.84 (CH,-Bn),
72.32 (C5-Gal), 71.60 (C2-Gal), 70.70 (C3-Gal', C5-Gal'), 69.56, 69.43 (C5-GalN,
C6-GaIN), 68.83 (C4-GalN), 68.43 (C4-Gal, C2-Gal'), 67.99 (C6-GIcN), 67.79 (C6-Gal),
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66.88 (CH,-Fmoc), 66.77 (C4-Gal'), 66.47 (C5-Fuc), 61.08 (C6-Gal'), 59.19 (Thr®),
58.18 (C2-GIeN), 51.91 (COOCH;), 47.67 (C2-GalN), 47.22 (C9-Fmoc), 40.43
(CH,CHCOOMe), 33.51, 33.45 (CH-Cyclo, CH,-Cyclo), 33.02 (CH,-Cyclo), 28.09
(CH3-'Bu), 26.26, 26.02, 25.96 (CH,-Cyclo), 23.09, 21.02, 20.92, 20.72, 20.63, 20.52,
20.44 (CH3-Ac), 18.58 (Thr"), 16.59 (C6-Fuc).
ESI-MS (Geriit 2, positiv): [m/z] = 1161.0 ((M+2Na]*", ber.: 1160.9),

2298.9 ([M+Na]", ber.: 2298.8).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] =2298.8118 ([M+Na]", ber.: 2298.8078).
C115H140C13N3035 (2278.7)

Analytische Daten der in der 4-Position des Galactosamins glycosylierten Verbindung 108:
farbloser amorpher Feststoff; [05];4 =+ 6 (¢ =1.00, CHCl3); R,=0.80 (“Hex/EtOAc, 1:9),
R;=0.72 (“Hex/EtOAc, 1:3), R;=0.15 (“Hex/EtOAc, 1:1); R,=47 min (Sdule: Luna-1,
Gradient: Ana-5).

ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 2298.9 ((M+Na]", ber.: 2298.8).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 2298.8091 ([M+Na]", ber.: 2298.8078).

C115H140CI3N30355 (2278.7)

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-[2-acetamido-6-0-(2-acetamido-4-0-{2,4-di-

O-acetyl-6-0O-benzyl-3-0-|(1S5)-2-cyclohexyl-1-methoxycarbonyl-ethyl]-B-D-galacto-

pyranosyl}-3-0-{2,3,4-tri-O-benzyl-o-L-fucopyranosyl}-  Mecog A0 0Bn
(0]

Qo o,
AcO AcHN

OBn

6-0-benzyl-2-desoxy-B-D-glucopyranosyl)-

3-0-(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-B-D-galactopyranosyl)- o o re
AcO (0]
AcO AcHN

O.

4-0-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-L-threonin-
OBu

tert-butylester (109) FmociN™ 1
(Fmoc-Thr[a-6-(B-AcsBns(Fuc)CycloLe*COOMe)-3-(B-AcsGal)-AcGalNAc]-O'Bu)

Abspaltung der Troc-Gruppe: Eine Losung von 0.918 g (0.403 mmol) Fmoc-
Thr[a-6-(B-AcyBns(Fuc)CycloLe*NTrocCOOMe)-3-(B-AcyGal)-GalNAc]-O'Bu  (107) in
70 ml Essigsdure wird mit etwa 4 g Zink versetzt, welches zuvor durch Aufschlimmen in
2 M Salzsédure aktiviert, mit Wasser sowie mit Methanol gewaschen und mit Diethylether
getrocknet wurde. Man riihrt die Reaktionsmischung bei Raumtemp. 21 h, filtriert sie
anschlieBend iiber Hyflo® und wischt griindlich mit Essigsdure nach. Das Filtrat wird

1. Hochvak. vom Losungsmittel befreit und der Riickstand dreimal mit Toluol kodestilliert.

Analytische Daten des Rohprodukts: R; = 8 min (Sdule: Luna-1, Gradient: Ana-5).
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ESI-MS (Geridt 2, positiv): [m/z] = 1074.0 ((M+2Na]*", ber.: 1073.9), 2103.0 ([M+H]",
ber.: 2102.9), 2124.9 ([M+Na]", ber.: 2124.9), 2140.9 ([M+K]", ber.: 2140.9).
C112H,30N3036 (2103.3)

Acetylierung: Das Rohprodukt der Troc-Abspaltung 16st man in 120 ml Pyridin, gibt 40 ml
Essigsdureanhydrid hinzu und riihrt die Mischung bei Raumtemp. 19 h. Anschliefend
werden Pyridin sowie iiberschiissiges Essigsdureanhydrid i. Hochvak. entfernt, und der
Riickstand wird viermal mit Toluol kodestilliert. Man versetzt ihn mit 40 ml Essigsdure,
um Reste von Pyridin in das entsprechende Salz zu iiberfiihren. Die iiberschiissige
Essigsdure wird i. Hochvak. abdestilliert und der Riickstand erneut dreimal mit Toluol
kodestilliert, bevor er in 200 ml Dichlormethan aufgenommen wird. Diese Losung wéscht
man viermal mit je 50 ml Wasser, die vereinigten wissrigen Phasen extrahiert man viermal
mit je 50 ml Dichlormethan, und die vereinigten organischen Phasen trocknet man mit
Magnesiumsulfat. Das Losungsmittel wird i. Vak. abdestilliert, der Riickstand zur
Entfernung letzter Pyridinreste einer Gefriertrocknung unterzogen und das resultierende
Rohprodukt durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: CH,Cl,/MeOH, 25:1)

gereinigt.

Ausbeute: 0.785 g (0.359 mmol, 89 %); farbloser amorpher Feststoff; [a]if =—18
(¢=1.00, CHCly); R;=0.14 (‘Hex/EtOAc, 1:3), R/=0.14 (CH,Cl/MeOH, 25:1);
R,= 38 min (Sdule: Luna-1, Gradient: Ana-5).
ESI-MS (Gerdt 2, positiv): [m/z] = 1116.0 (IM+2Na]*, ber.: 1116.0),

2208.9 ([(M+Na]’, ber.: 2208.9).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 2208.9290 ([M+Na]", ber.: 2208.9247).
Ci16H143N3035 (2187.4)

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-[2-acetamido-6-0-(2-acetamido-4-0-{2,4,6-tri-
O-acetyl-3-0O-[(15)-2-cyclohexyl-1-methoxycarbonyl-

MeOOC AcO ~OAC OAc
ethyl]-B-D-galactopyranosyl}-3-0-{2,3,4-tri-O-acetyl- o AZ Ooé&o
C AcHN
o-L-fucopyranosyl}-6-0-acetyl-2-desoxy-a-D-gluco- A
ACO™Aco OAC AcO
pyranosyl)-3-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl--D-galacto- A0 0
AcO AcHNO
pyranosyl)-4-0O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl]- FmocHNj;(OtBu

o

L-threonin-zert-butylester (110)
(Fmoc-Thr[a-6-(B-Ac7(Fuc)CycloLe*COOMe)-3-(B-AcsGal)-AcGalNAc]-O'Bu)

Debenzylierung: Man entgast eine Mischung aus 5.0 ml Essigsdure und 0.3 ml Wasser

griindlich durch mehrmaliges Evakuieren im Wasserstrahlvakuum und Fluten mit Argon



EXPERIMENTELLER TEIL 249

und gibt dann eine groBere Spatelspitze Palladium(Il)-hydroxid (15-20 %) auf Aktivkohle
hinzu. Die Mischung wird erneut entgast und schlieflich einer Wasserstoffatmosphére
ausgesetzt. In einem zweiten Kolben 16st man 785 mg (0.359 mmol) Fmoc-Thr[a-6-(3-
AceBns(Fuc)CycloLe*COOMe)-3-(B-AcsGal)-AcGalNAc]-O'Bu (109) in 50 ml Methanol,
entgast auch diese Losung griindlich und tiberfiihrt sie unter Sauerstoffausschluss in den
Kolben, der den Katalysator enthilt. Unter einer Wasserstoffatmosphire wird der Ansatz
3 d bei Raumtemp. geriihrt, bevor die Wasserstoffatmosphédre gegen eine Argonatmosphire
ausgetauscht und die Mischung iiber eine Kartusche filtriert wird, welche mit 500 mg eines
C18-Siulenmaterials gefiillt ist.” Man spiilt die kleine Siule mehrmals mit reinem
Methanol bzw. mit einem Gemisch aus Methanol und Wasser (V:V = 1:1) und befreit das
Filtrat i. Vak. sowie i. Hochvak. von den Losungsmitteln. Der Riickstand wird einige Male

mit Toluol kodestilliert und ohne Reinigung direkt weiter umgesetzt.

Analytische Daten des Rohprodukts: R (RP-DC)=0.70 (CH3CN/H,O, 7:4 mit wenigen
Tropfen AcOH).
ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 1514.6 ((M+H]", ber.: 1514.6),
1536.6 ([M+Na]", ber.: 1536.6).
Ce6H103N3036 (1514.5)

Wiederankniipfung der Fmoc-Gruppe: Zu einer Losung des Rohprodukts der De-

benzylierung und 133 mg (0.394 mmol, 1.1 Aquiv.) Fluoren-9-ylmethyl-succinimidyl-
carbonat in 35 ml Dichlormethan wird so lange tropfenweise N-Ethyldiisopropylamin
zugegeben, bis ein pH-Wert von 9.0 bis 9.5 erreicht ist. Man riihrt die Reaktionsmischung
6 h bei Raumtemp. und entfernt dann das Losungsmittel im Vakuum. Ohne Reinigung

wird das Rohprodukt in die nachfolgende Acetylierung eingesetzt.

Analytische Daten des Rohprodukts: R, (RP-DC) = 0.40 (CH3CN/H,O, 7:4 mit wenigen
Tropfen AcOH), R;(RP-DC)=0.24 (CH3CN/H,O, 7:5 mit wenigen Tropfen AcOH);
R,= 32 min (Sdule: Luna-1, Gradient: Ana-1).

ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 1865.9 ((M+DIPEA+H]", ber.: 1865.9).

Cg1H113N3035 (1736.8)

Acetylierung: Man versetzt eine Losung des Rohprodukts in 20 ml Pyridin mit 10 ml
Essigsdureanhydrid und riihrt die Reaktionsmischung bei Raumtemp. 3 d . Anschliefend

werden Pyridin sowie {iiberschiissiges Essigsdureanhydrid 1. Hochvak. enfernt. Der

" Die mit 500 mg eines C18-Siulenmaterials mit einer PorengroBe von 54 A gefiillten Kartuschen wurden
von der Firma International Sorbent Technology, Hengoed (UK) bezogen.
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Riickstand wird mehrmals mit Toluol kodestilliert und schlieBBlich durch Flash-
chromatographie an Kieselgel (Laufmittel: CH,Cl,/MeOH, 100:3) gereinigt.

Ausbeute: 678 mg (0.348 mmol, 97 % bezogen auf 109); leicht gelblicher amorpher
Feststoff, [a]) =—15 (¢=1.00, CHCL;); R;=0.25 (CH,ClyMeOH, 20:1), R;=0.20
(CH,Cl,/MeOH, 100:3); R, =40 min (Siule: Luna-1, Gradient: Ana-1).

400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY, TOCSY] (CDCl3): [dppm] = 71.78 (d, 2H, *Juans
=Jusne = 7.6 Hz, H4-Fmoc, H5-Fmoc), 7.64 (d, 2H, *Ji 12 = *Jus a7 = 6.8 Hz, H1-Fmoc,
H8-Fmoc), 7.42 (t', 2H, *Jusn = *Jisa = “Jueis = “Juenn = 7.5 Hz, H3-Fmoc, H6-Fmoc),
7.33 (t, 2H, *Juom = Jroms = *Jurpe = “Jurns = 7.3 Hz, H2-Fmoc, H7-Fmoc), 6.17 (sp,
1H, NH-GalN), 5.98 (dv, 1H, *Jxim = 8.6 Hz, NH-GIcN), 5.88 (s,, 1H, NH-Thr), 5.56
(d, 1H, *Jusns = 3.2 Hz, H4-Gal), 5.37-5.35 (m, 2H, H1-Fuc {5.37, d, *Jum = 3.9 Hz},
H4-Gal' {5.35, d, *Juaus = 3.3 Hz}), 5.32 (d, 1H, *Jusns = 2.7 Hz, H4-Fuc), 5.25 (sb, 1H,
H4-GalN), 5.19 (dd, 1H, *Jusm = 10.8 Hz, *Jusns = 3.1 Hz, H3-Fuc), 5.09-4.98 (m, 3H,
H2-Gal' {5.06}, H2-Gal {5.05}, H2-Fuc {5.00, dd, *Jioui = 3.7 Hz, *Jinus = 10.5 Hz}),
4.95 (dd, 1H, *Jus o = 10.5 Hz, *Jus s = 3.3 Hz, H3-Gal'), 4.80 (d, 1H, *Jum = 2.7 Hz,
H1-GaIN), 4.72 (m., 1H, H5-Fuc), 4.61 (d, 1H, *Jum = 7.6 Hz, H1-Gal"), 4.56-4.41 (m,
5H, H1-GlcN {4.55}, CHy-Fmoc {4.51}, H6a-GlIcN {4.50}, H2-GalN {4.49}, CH,,-Fmoc
{4.44Y), 435 (dd, 1H, *Jueans = 7.1 Hz, *Jueaner = 11.6 Hz, H6a-Gal), 4.28-4.04 (m,
10H, H1-Gal {4.27, d, *Juim = 6.4 Hz}, H9-Fmoc {4.25}, H6b-Gal {4.24}, Thr* {4.20},
Thr® {4.20}, H6b-GIcN {4.18}, H6a-Gal' {4.16}, H6b-Gal' {4.10}, CHCOOMe {4.07},
H5-GaIN {4.05}), 3.98 (t", 1H, *Jism = *Jisns = 7.8 Hz, H3-GlcN), 3.91-3.83 (m, 3H,
H5-Gal' {3.87}, H2-GlcN {3.85}, H3-GaIN {3.85}), 3.77-3.70 (m, 6H, H5-Gal {3.75},
H4-GIcN {3.74}, COOCH; {3.73, s}, H6a-GaIN {3.72}), 3.58-3.54 (m, 2H, H3-Gal
{3.57}, H5-GleN {3.55}), 3.46 (dd, 1H, *Juev.us = 7.8 Hz, *Juepriea = 11.3 Hz, H6b-GalN),
2.15, 2.12, 2.11, 2.09, 2.06, 2.04, 2.01, 2.00, 1.97, 1.95 (10 x s, 42H, CH3-Ac), 1.68-1.59
(m, 5H, CH,-Cyclo), 1.55-1.42 (m, 11H, CH,CHCOOMe, CH;-Bu {1.46, s}), 1.31-1.28
(m, 4H, CH-Cyclo {1.29}, Thr' {1.29, d, *Junythp=6.0 Hz}), 1.21-1.09 (m, 6H,
Hé6a,b,c-Fuc {1.19, d, 3JH6abc,H5 = 6.2 Hz}, CH,-Cyclo), 0.90-0.81 (m, 2H, CH,-Cyclo).
100.6 MHz-">C-NMR [BB, HSQC, HMBC] (CDCl3): [&/ppm] = 172.64 (COOMe), 171.15,
170.99, 170.70, 170.67, 170.53, 170.42, 170.35, 170.19, 170.10, 170.06, 169.98, 169.73,
169.66, 169.11, 169.04 (C=0-Ac, C=O-Thr), 156.52 (C=O-Fmoc), 143.74, 143.66
(Cla-Fmoc, C8a-Fmoc), 141.26, 141.25 (C4a-Fmoc, C5a-Fmoc), 127.78 (C3-Fmoc,
C6-Fmoc), 127.13, 127.10 (C2-Fmoc, C7-Fmoc), 124.98 (C1-Fmoc, C8-Fmoc), 120.01
(C4-Fmoc, C5-Fmoc), 100.74 (C1-Gal'), 100.48 (C1-GlcN), 100.39 (C1-Gal), 99.30
(C1-GaIN), 94.88 (Cl1-Fuc), 82.96 (C(CHs);), 77.85 (CHCOOMe), 77.08 (C3-Gal),
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75.57 (Thr’), 73.81 (C4-GIcN), 72.85 (C3-GaIN), 72.75 (C5-GleN), 72.63 (C3-GleN),
71.63 (C5-Gal), 71.61 (C2-Gal), 71.29 (C4-Fuc), 70.70 (C3-Gal'), 70.55 (C5-Gal'), 69.49
(C4-GalN), 69.35 (C5-GalN), 68.59 (C2-Gal'), 68.20 (C6-GalN), 68.02 (C2-Fuc), 67.87
(C3-Fuc), 67.71 (C4-Gal), 66.88 (CHz-Fmoc), 66.74 (C4-Gal'), 64.46 (C5-Fuc), 62.36
(C6-GleN), 61.49 (C6-Gal), 60.90 (C6-Gal'), 59.05 (Thr*), 53.41 (C2-GlecN), 52.00
(COOCH3;), 48.51 (C2-GalN), 47.15 (C9-Fmoc), 40.35 (CH,CHCOOMe), 33.58, 33.52
(CH-Cyclo, CH,-Cyclo), 32.92 (CH,-Cyclo), 28.02 (CH3-Bu), 26.24, 26.01, 25.93
(CHy-Cyclo), 23.30, 21.02, 20.94, 20.87, 20.79, 20.76, 20.68, 20.65, 20.57, 20.53
(CHs-Ac), 18.68 (Thr'), 15.72 (C6-Fuc).
ESI-MS (Gerdt 2, positiv): [m/z] = 995.9 (IM+2Na]*, ber.: 995.9),

1968.8 ((M+Na]’, ber.: 1968.7).
HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1968.7382 ([M+Na]", ber.: 1968.7428).
Co1H123N3043 (1946.9)

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-/N-methyl-O-[2-acetamido-4-O-(2-acetamido-
4-0-{2,4,6-tri-O-acetyl-3-O-[(15)-2-cyclohexyl-

MeOOC AcO ~OAc OAc
1-methoxycarbonyl-ethyl]-B-D-galactopyranosyl}- o AC‘; 08%'—%/0
3-0-{2,3,4-tri-O-acetyl-a-L-fucopyranosyl}-6-0O-acetyl- AcOOA;coOA;AC -
2-desoxy-a-D-glucopyranosyl)-3-0-(2,3,4,6-tetra- A0 0
O-acetyl-B-D-galactopyranosyl)-6-0-acetyl-2-desoxy- - ’:::t:j;rogu

Me O

a-D-galactopyranosyl|-L-threonin-zert-butylester (111)
(Fmoc-(Me)Thr[a-4-(B-Acs(Fuc)CycloLe*COOMe)-3-(B-AcysGal)-AcGalNAc]-O'Bu)

Abspaltung der Troc-Gruppe: Eine Losung von 0.500g (0.219 mmol) Fmoc-
Thr[a-4-(B-AcyBns(Fuc)CycloLe*NTrocCOOMe)-3-(B-AcsGal)-GalNAc]-O'Bu  (108) in

50 ml Essigsdure wird mit etwa 2 g Zink versetzt, welches zuvor durch Aufschldmmen in

2 M Salzséure aktiviert, mit Wasser sowie mit Methanol gewaschen und mit Diethylether
getrocknet wurde. Man riihrt die Reaktionsmischung bei Raumtemp. 18 h, filtriert sie
anschliefend iiber Hyflo® und wischt griindlich mit Essigsdure nach. Das Filtrat wird

i. Hochvak. vom Losungsmittel befreit und der Riickstand dreimal mit Toluol kodestilliert.

Analytische Daten des Rohprodukts: R, = 9 min (Séule: Luna-1, Gradient: Ana-5).
Ci12H139N3036 (2103.3)

Acetylierung: Das Rohprodukt der Troc-Abspaltung 16st man in 60 ml Pyridin, gibt 20 ml
Essigsdureanhydrid hinzu und riihrt die Mischung bei Raumtemp. 4 d. Anschlieend

werden Pyridin sowie iiberschiissiges Essigsdureanhydrid i. Hochvak. entfernt, und der
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Riickstand wird viermal mit Toluol kodestilliert. Man versetzt ithn mit 20 ml Essigsdure,
um Reste von Pyridin in das entsprechende Salz zu {iiberfiihren. Die iiberschiissige
Essigsdure wird i. Hochvak. abdestilliert und der Riickstand erneut dreimal mit Toluol
kodestilliert, bevor er in 100 ml Dichlormethan aufgenommen wird. Diese Losung wéscht
man viermal mit je 25 ml Wasser, die vereinigten wéssrigen Phasen extrahiert man viermal
mit je 25 ml Dichlormethan, und die vereinigten organischen Phasen trocknet man mit
Magnesiumsulfat. Das Losungsmittel wird i. Vak. abdestilliert und der Riickstand zur

Entfernung letzter Pyridinreste einer Gefriertrocknung unterzogen.

Rohausbeute: 0.476 g (max. 0.218 mmol, max. 99 % bezogen auf 108); R, = 40 min (Séule:
Luna-1, Gradient: Ana-5).

ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] =2208.9 ((M+Na]", ber.: 2208.9).

Ci16H143N3035 (2187.4)

Debenzylierung: Man entgast eine Losung von 430 mg (max. 0.197 mmol) des Roh-

produkts der Acetylierung in einer Mischung aus 45 ml Methanol, 4.5 ml Essigsdure und
0.3 ml Wasser durch mehrmaliges Evakuieren im Wasserstrahlvakuum und Fluten mit
Argon griindlich und versetzt sie mit einer grofleren Spatelspitze Palladium(II)-hydroxid
(15-20 %) auf Aktivkohle. Die Mischung wird erneut griindlich entgast und dann 6 d
einer Wasserstoffatmosphére ausgesetzt, wobei nach 2 d eine weitere Spatelspitze des
Katalysators hinzugefiigt wird. AnschlieBend tauscht man die Wasserstoffatmosphire
gegen eine Argonatmosphire aus und filtriert die Mischung iiber eine Kartusche, welche
mit 500 mg eines C18-Sdulenmaterials gefiillt ist.” Die kleine Sdule wird mehrmals mit
reinem Methanol bzw. mit einem Gemisch aus Methanol und Wasser (V:V = 1:1) gespiilt
und das Filtrat 1. Vak. sowie 1. Hochvak. von den Losungsmitteln befreit. Der Riickstand

wird einige Male mit Toluol kodestilliert und ohne Reinigung direkt weiter umgesetzt.

Analytische Daten des Rohprodukts: R;(RP-DC) = 0.54 (CH3CN/H,O, 7:4 mit wenigen
Tropfen AcOH).

ESI-MS (Gerit 2, positiv): [m/z] = 1528.9 ([M(mit Me)+H]", ber.: 1528.7).

Ce7H10sN3036 (1528.5)

Wiederankniipfung der Fmoc-Gruppe: Zu einer Losung des Rohprodukts der De-

benzylierung und 105 mg (0.311 mmol, 1.6 Aquiv.) Fluoren-9-ylmethyl-succinimidyl-
carbonat in 25 ml Dichlormethan wird so lange tropfenweise N-Ethyldiisopropylamin

zugegeben, bis ein pH-Wert von 9.0 bis 9.5 erreicht ist. Man riihrt die Reaktionsmischung

" Die mit 500 mg eines C18-Siulenmaterials mit einer PorengroBe von 54 A gefiillten Kartuschen wurden
von der Firma International Sorbent Technology, Hengoed (UK) bezogen.
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5h bei Raumtemp. und entfernt dann das Losungsmittel im Vakuum. Ohne Reinigung

wird das Rohprodukt in die nachfolgende Acetylierung eingesetzt.

Analytische Daten des Rohprodukts: Ry (RP-DC) = 0.08 (CH3CN/H,O, 7:4 mit wenigen
Tropfen AcOH).
CsoH115N30335 (1750.8)

Acetylierung: Man versetzt eine Losung des Rohprodukts in 10 ml Pyridin mit 5 ml Essig-
sdureanhydrid und riihrt die Reaktionsmischung bei Raumtemp. 3 d. Anschlieend werden
Pyridin sowie iberschiissiges Essigsdureanhydrid i. Hochvak. enfernt. Der Riickstand wird
mehrmals mit Toluol kodestilliert und schlieflich durch Flashchromatographie an
Kieselgel (Laufmittel: CH,Cl,/MeOH, 25:1) gereinigt.

Ausbeute: 102 mg (0.052 mmol, 26 % bezogen auf 108); leicht gelblicher amorpher
Feststoff; [a]) =—11 (¢=1.00, CHCl); R;=0.31 (CH,Cl,/MeOH, 50:3), R;=0.23
(CH,Cl,/MeOH, 25:1).

Charakteristische NMR-Signale:

400 MHz-'H-NMR (CDCl3): [§/ppm] = 3.05,2.91 (2 x s, 3H, N-CH3).

100.6 MHz-"*C-NMR [BB, HMBC] (CDCls): [8/ppm] = 157.14, 156.98 (C=0O-Fmoc)
ESI-MS (Geriit 2, positiv): [m/z] = 1982.9 ((M+Na]", ber.: 1982.8).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1982.7595 ([M+Na]", ber.: 1982.7585).

CooH125sN3043 (1961.0)

N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-O-[2-acetamido-6-0-(2-acetamido-4-0-{2,4,6-tri-
O-acetyl-3-0-[(15)-2-cyclohexyl-1-methoxycarbonyl-

MeOOC AcO ~OAc OAc

. Q
ethyl]-B-D-galactopyranosyl}-3-0-{2,3,4-tri-O-acetyl o~ o%%/o
a-L-fucopyranosyl}-6-0-acetyl-2-desoxy-a-D-gluco- OAS Ohe

A0 Aco_OAc AcO
pyranosyl)-3-0-(2,3.,4,6-tetra-0O-acetyl--D-galacto- Ao 0N
AcO AcHN

O

pyranosyl)-4-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl]- on
FmocHN

L-threonin (112) ©
(Fmoc-Thr[a-6-(B-Ac(Fuc)CycloLe*COOMe)-3-(B-AcsGal)-AcGalNAc]-OH)

Eine Losung von 217 mg (0.111 mmol) Fmoc-Thr{a-6-(B-Acs(Fuc)CycloLe*COOMe)-
3-(B-Ac4Gal)-AcGalNAc]-O'Bu (110) in einer Mischung aus 6.0 ml Dichlormethan und
3.0 ml Trifluoressigsiure wird mit 0.045 ml (32 mg, 0.275 mmol, 2.5 Aquiv.) Triethylsilan
versetzt und 5 h bei Raumtemp. gerlihrt. AnschlieBend verdiinnt man den Ansatz mit

30 ml Toluol und entfernt die Losungsmittel im Vakuum. Der Riickstand wird mehrmals
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mit Toluol kodestilliert und das resultierende Rohprodukt durch Flashchromatographie an
Kieselgel (Laufmittel: CH,Cl,/MeOH, 50:3) gereinigt.

Ausbeute: 202 mg (0.107 mmol, 96 %); farbloser amorpher Feststoff; [a]if =—-6(c=1.00,
CHCl); Ry=0.23 (CH,Cl/MeOH, 25:3), R,=0.12 (CH,Cl,/MeOH, 50:3); R;=23 min
(Sdule: Luna-1, Gradient: Ana-6).

ESI-MS (Geriit 2, positiv): [m/z] = 968.0 ((M+2Na]*", ber.: 967.8), 1912.9 ([M+Na]", ber.:
1912.7), 1928.9 ([M+K]", ber.: 1928.7).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1912.6771 ((M+Na]", ber.: 1912.6802).

Cs7H115N3043 (1890.8)

5.9 Die Synthesen der (Glyco-)Peptide mit einer Partial-
sequenz aus dem PSGL-1

Das allgemeine Protokoll der automatisierten (Glyco-)Peptid-Festphasensynthese

Die (Glyco-)Peptid-Festphasensynthesen werden an einem ABI-433A-Peptidsynthesizer
der Firma Applied Biosystems nach der Fmoc-Strategie durchgefiihrt.

Als polymeren Triger verwendet man ein Polystyrol-Harz der Firma Rapp Polymere,
welches liber einen 2-Chlortritylanker (2-CT)**® mit der C-terminalen Startaminosdure
L-Prolin versehen ist (ungefahre Beladung laut Herstellerangabe: 0.77 mmol/g). Sdmtliche
vorhandenen funktionellen Gruppen in den Seitenketten der zum FEinsatz kommenden
kommerziell erhéltlichen N-Fmoc-Aminosduren sind durch tert-Butylreste geschiitzt,
d. h. als tert-Butylether im Falle von L-Threonin und L-Tyrosin bzw. als fert-Butylester im
Falle von L-Glutaminsdure und L-Asparaginsiure.

Fiir alle anzukniipfenden Aminosduren wird der gleiche dreistufige Synthesezyklus
durchlaufen. Mit Ausnahme des ersten beginnt jeder Zyklus mit der Entfernung der
N-terminalen Fmoc-Gruppe durch mindestens dreimalige Behandlung (von je 2.5 min) des
funktionalisierten Harzes mit einer 20%igen Losung von Piperidin in N-Methyl-
pyrrolidin-2-on (Da das kiufliche Harz die Startaminoséure L-Prolin in ungeschiitzter
Form trigt, entfdllt in diesem Fall der Deblockierungsschritt.). Nach jedem Abspaltungs-
vorgang wird durch Messung der UV-Absorption der entsprechenden Losung bei einer
Wellenldnge von A =301 nm der Gehalt an gebildetem Dibenzofulven-Piperidin-Addukt
ermittelt. Weicht der Wert der gemessenen UV-Absorption um mehr als 10 % vom
vorangegangenen ab, wird der Prozess zur Abspaltung automatisch erneut ausgefiihrt,

allerdings hochstens fiinf weitere Male. AnschlieBend erfolgt der Kupplungsschritt. Dazu
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wird eine Losung von 10 Aquivalenten der jeweiligen Fmoc-geschiitzten Aminosiure,
10 Aquivalenten HBTU, 10 Aquivalenten HOBt und 20 Aquivalenten N-Ethyldiisopropyl-
amin in N,N-Dimethylformamid in den Reaktor iiberfiihrt und 15 min dort belassen.
Bei problematischen Kupplungen wird zur Steigerung des Umsatzes die Behandlung
mit obiger Losung auf analoge Weise wiederholt (Doppelkupplung). Zur Ankniipfung
der Glycosylaminosdure-Bausteine werden die reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU
und HOAt anstelle von HBTU und HOBt verwendet. N-Ethyldiisopropylamin wird durch
N-Methylmorpholin und N,N-Dimethylformamid durch N-Methylpyrrolidin-2-on ersetzt.
AuBerdem erhoht man die Reaktionszeit auf 8 h. Die eingesetzten Mengen sowie die
genauen Reaktionsbedingungen sind bei der Beschreibung der einzelnen Synthesen
angegeben. Der Peptidkupplung folgt schlieBlich die Acetylierung eventuell nicht
umgesetzter Aminogruppen durch Behandlung mit einer Losung von Essigsdure-
anhydrid (0.5 M), N-Ethyldiisopropylamin (0.125 M) und HOBt (0.015 M) in N-Methyl-
pyrrolidin-2-on iiber 5 min.

Nach erfolgtem Aufbau der gesamten Aminosduresequenz durch entsprechende
Wiederholung der verschiedenen Schritte wird erneut die N-terminale Fmoc-Gruppe
entfernt und die freie Aminofunktion acetyliert. Eine effiziente Durchmischung der
Reagenzien im Synthesereaktor wiahrend der einzelnen Reaktionsstufen wird durch starkes
Schiitteln (Vortex) erreicht. Nach jedem Teilschritt wird das polymergebundene Peptid
durch Filtration und griindliches Waschen mit N-Methylpyrrolidin-2-on von den
Reagenzien befreit. Am Ende der (Glyco-)Peptid-Festphasensynthese wird ein zusétzlicher
Waschschritt mit Dichlormethan angeschlossen und das Harz in einem Stickstoffstrom

getrocknet.

5.9.1 Die Synthese des unglycosylierten Dodecapeptids

(N-Acetyl-O-tert—butyl-L-tyrosyl)-L-leucyl-(04-tert-butyl-L-aspartyl)-(O-tert—butyl-
L-tyr0syl)-(04-tert-butyl-L-aspartyl)—L-phenylalanyl-L-leucyl-L-prolyl-(Os-tert-butyl-
L-glutamyl)-(O-tert-butyl-L-threonyl)-(O°-tert-butyl-L-glutamyl)-L-prolin (114)
(Ac-Tyr(‘Bu)-Leu-Asp(O'Bu)-Tyr(‘Bu)-Asp(O'Bu)-Phe-Leu-Pro-Glu(O'Bu)-Thr('Bu)-

Glu(O'Bu)-Pro-OH) ol8u
& Gy (P ditas s,

{1 ]
OtBu coo Bu coo Bu

Ausgehend von 130 mg (0.10 mmol der Startaminosdure) des mit Fmoc-Pro-(2-CT)
versehenen Polystyrol-Harzes 113 (Beladung: 0.77 mmol/g) wird das Peptid nach dem
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allgemeinen Protokoll der automatisierten Festphasensynthese (vgl. Seite 254) aufgebaut.
Dabei wird fiir die drei dem L-Threoninrest direkt folgenden Aminosiuren — L-Glutamin-
sdure, L-Prolin und L-Leucin — jeweils eine Doppelkupplung vorgenommen.

Zur Abspaltung des Peptids vom polymeren Trager wird das Harz in einen Festphasen-
reaktor nach Merrifield iiberfiihrt und 2 h in einer Mischung aus 2 ml Essigsdure, 2 ml
Trifluorethanol und 16 ml Dichlormethan geschiittelt. Man filtriert das Harz ab und wischt
es zweimal mit jeweils weiteren 5 ml der genannten Mischung. Die vereinigten Filtrate
werden mit Toluol versetzt und 1. Vak. bzw. 1. Hochvak. von Reagenzien und Losungs-
mitteln befreit, wobei zur Vermeidung einer erhdhten Sdurekonzentration wéhrend des
Einengens mehrfach Toluol zugegeben wird. Man wiederholt den Abspaltungsvorgang auf
analoge Weise zweimal und erhélt dadurch jeweils weiteres Produkt. Ohne Reinigung und

Charakterisierung wird das Peptid direkt vollstindig deblockiert.

Analytische Daten des Rohprodukts:
R, =42 min (Séule: Luna-1, Gradient: Ana-7).
C101H154N12025 (19364)

(IV-Acetyl-L-tyrosyl)-L-leucyl-L-aspartyl-L-tyrosyl-L-aspartyl-L-phenylalanyl-
L-leucyl-L-prolyl-L-glutamyl-L-threonyl-L-glutamyl-L-prolin (115)
(Ac-Tyr-Leu-Asp-Tyr-Asp-Phe-Leu-Pro-Glu-Thr-Glu-Pro-OH)

coon CooH
I FAGTI P
COOH COOH

Eine Losung des rohen Peptids Ac-Tyr(tBu)-Leu-Asp(O Bu)-Tyr(‘Bu)-Asp(O'Bu)-Phe-
Leu-Pro-Glu(O'Bu)-Thr(‘Bu)-Glu(O'Bu)-Pro-OH (114) in einer Mischung aus 10.0 ml Tri-
fluoressigsdure, 10.0 ml Dichlormethan, 0.5 ml Wasser und 0.5 ml Triisopropylsilan wird
2 h bei Raumtemp. geriihrt. AnschlieBend versetzt man sie mit Toluol und entfernt i. Vak.
bzw. i. Hochvak. Reagenzien und Losungsmittel, wobei man durch mehrfache Zugabe von
weiterem Toluol wéhrend des Einengens eine erhohte Sidurekonzentration vermeidet. Der
Riickstand wird durch prédparative RP-HPLC gereinigt (R;=31-33 min, Sdule: Luna-3,
Gradient: Prip-4).

Ausbeute: 154 mg (0.10 mmol, 100 % bezogen auf die Startaminosdure am Harz);
farbloses Lyophilisat; [a]ﬁf =—-35 (¢=1.00, DMSO); R;=17min (Séule: Luna-1,
Gradient: Ana-7).

400 MHz-'"H-NMR ['H-'H-COSY] (DMSO-dy): [dppm] = 8.21-8.19 (m, 2H, NH-Asp,
{8.20}, NH-Leu; {8.20}), 8.15-8.11 (m, 2H, NH-Asp, {8.14}, NH-Glu; {8.12}), 7.98 (d,
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2H, *JNitLenze = i tyrio = 8.2 Hz, NH-Leuy, NH-Tyry), 7.92 (d, 1H, *JxuGluae = 7.6 Hz,
NH-Gluy), 7.71-7.66 (m, 2H, NH-Tyr, {7.70, d, *Jxutyne = 7.8 Hz}, NH-Phe {7.67, d,
3 Ntphee = 8.0 Hz}), 7.58 (d, 1H, *Jnpthre = 8.2 Hz, NH-Thr), 7.21-7.13 (m, 5H, Ha-Phe),
7.01,6.96 (2 x d, 4H, °J = 8.4 Hz, °J = 8.6 Hz, Har26-Tyr1, Har26-Tyr2), 6.62-6.59 (m, 4H,
Har3.5-Tyr1, Harss-Tyra), 4.56-4.47 (m, 5H, Glu,* {4.54}, Phe® {4.52}, Lew,* {4.51},
Asp® {4.50}, Aspy® {4.50}), 4.42-4.31 (m, 3H, Tyr,* {4.40}, Pro,* {4.37}, Tyr," {4.34}),
4.30-4.25 (m, 2H, Lew,* {4.28}, Glu,* {4.26}), 421 (dd, 1H, *Jproae.prozpa = 4.6 Hz,
> Jorozaprozpy = 8.7 Hz, Proy®), 4.16 (dd, 1H, *Jriexn = 8.3 HZ, *Jrimethep = 4.1 Hz, Thr®),
3.94 (dq, 1H, *Jinphe = 4.1 Hz, *Jinp iy = 6.3 Hz, ThrP), 3.67-3.54, 3.44 (m, m,, 4H,
Prolﬁa, Prolﬁb, Prozg’a, Prozsb), 2.97 (dd, 1H, 3JpheBa7phea=3.9 Hz, 2Jphega,phegb= 13.7 Hz,
PheP,), 2.88-2.76 (m, 3H, Tyr,", {2.86}, Tyrs*, {2.83}, PhePy {2.79}), 2.68-2.52 (m, 4H,
AspiP, {2.64}, Asp.®, {2.64}, Tyr,P, {2.62}, Tyr,P, {2.56}), 2.45-2.38 (m, 2H, Asp;™,
AspaPy {2.43, 2.40}), 2.32-2.22 (m, 4H, Glu/,, Glu/%s, Gluys, Gluyy), 2.13 (m,, 1H,
Pro,%,), 2.02-1.66 (m, 14H, Pro,", {1.99}, Glu,®, {1.91}, Glu,’, {1.89}, Pro,", {1.88},
Pro’, {1.88}, Pro,", {1.81}, Pro,", {1.81}, Proi%, {1.79}, Pro.’, {1.79}, Glu,", {1.74},
CHs-Ac {1.73}, Glu,", {1.68}), 1.64-1.50 (m, 2H, Leu,’, Leu,"), 1.49-1.37 (m, 4H, Leu,”,
{1.45}, Leus”, {1.45}, Lew, {1.42}, Lew, {1.42}), 1.00 (d, 3H, *Jrny1hep = 6.4 Hz,
Thr), 0.88-0.81 (m, 12H, Leu; e, Leus’ane).

100.6 MHz-"*C-NMR [BB, HSQC] (DMSO-dy): [d/ppm] = 174.34, 174.33 (Glu,°, Glu,®),
173.39 (COOH-Pro), 172.27, 172.03 (Asp,’, Asp,’), 171.89, 171.80, 171.76, 171.33,
171.11, 170.55, 170.36, 170.30, 170.18, 169.93, 169.70, 169.48 (C=0), 155.93, 155.89
(Cara-Tyry, Cara-Tyry), 137.45 (Car1-Phe), 130.30, 130.25 (Car26-Tyri, Car26-Tyr),
129.50 (Car2.653.5-Phe), 128.32 (Car1-Tyri/Car1-Tyr), 128.16 (Caraes-Phe), 127.75
(Car-1-Tyr1/Car.1-Tyrz), 126.41 (Cars-Phe), 115.06, 115.00 (Car3s-Tyri, Carss-Tyr),
66.84 (Thr’), 59.31 (Pro,%), 58.68 (Pro,”), 58.07 (Thr®), 54.47 (Tyr,%), 54.25 (Tyr,"), 53.45
(Phe®), 52.20 (Glu;“), 51.02 (Leuy®), 49.80, 49.74, 48.82 (Asp,®, Asp,®, Glu,*, Leu;®),
46.95, 46.67 (Pro,°, Pro,"), 40.97 (Leu,”), 40.52 (Leu,”), 37.70 (Phef), 36.83, 36.70 (Tyr,",
Tyr,"), 36.11, 36.06 (Asp:®, Asp.P), 30.36, 29.48 (Glu,", Gluy'), 29.17, 28.80 (Pro,®, Pro,?),
27.33, 26.77 (Glu,", Glu,”), 24.75, 24.65 (Pro/", Pro,’), 24.25, 24.13 (Leu,’, Leuy"), 23.35,
23.30 (Leu;®, Leuy®), 22.68 (CHs-Ac), 21.88, 21.72 (Leu;®, Leu,®), 19.92 (Thr).

ESI-MS (Geriit 2, positiv): [m/z] = 1543.7 ((M+H]", ber.: 1543.7), 1565.7 ((M+Na]", ber.:
1565.7), 1581.7 (IM+K]", ber.: 1581.6).

HR-ESI-MS (positiv): [m/z] = 1565.6666 ([M+Na]", ber.: 1565.6664).

C73HogN 12025 (1543.6)
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5.9.2 Die Synthese des Sialyl-Lewis™ enthaltenden Glycododecapeptids

(N-Acetyl-O-tert-butyl-L-tyrosyl)-L-leucyl-(O*-tert-butyl-L-aspartyl)-(O-tert-butyl-
L-tyrosyl)-(04-tert-butyl-L—aspartyl)-L-phenylalanyl-L—leucyl-L—prolyl-(OS-tert-butyl-
L-glutamyl)-(0-|2-acetamido-6-0-(2-acetamido-3-0-{2,3,4-tri-O-acetyl-a-L-fuco-
pyranosyl}-4-0-{2,4,6-tri- - vc&%%gi(;i pog 0% o
0-acetyl-3-O-[methyl-(5-acet- A RN

AcO AcO o) AcHN
amido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl- e

OAc
AcO AcO OAc AcO

3,5-didesoxy-D-glycero-

O'Bu AcHN
a-D-galacto-non-2-ulo- cooBy, - COOBu
& ACHNJ\% f\W A LWN¢ ﬁ;OYN¢ K(“
pyranosyl)onat]--D-galacto- \( @ @ 1 - COOtBu
pyranosyl}-6-0-acetyl- ofeu

2-desoxy-p-D-glucopyranosyl)-3-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl--D-galactopyranosyl)-
4-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-L-threonyl)-(05-tert-butyl-L-glutamyl)-
L-prolin (116)
(Ac-Tyr(‘Bu)-Leu-Asp(O'Bu)-Tyr(‘Bu)-Asp(O'Bu)-Phe-Leu-Pro-Glu(O'Bu)-
Thr[o-6-(B-Aci2(Fuc)SLe*COOMe)-3-(B-AcyGal)-AcGalNAc]-Glu(O'Bu)-Pro-OH)

Ausgehend von 130 mg (0.10 mmol der Startaminosdure) des mit Fmoc-Pro-(2-CT)
versehenen Polystyrol-Harzes 113 (Beladung: 0.77 mmol/g) wird das Glycopeptid
nach dem allgemeinen Protokoll der automatisierten Festphasensynthese (vgl. Seite 254)
aufgebaut. Dabei wird zur Anbindung des Glycosylaminosidure-Bausteins 106 die
automatisierte Synthese nach der Fmoc-Abspaltung von der an die Startaminosdure
gekniipften L-Glutaminsdureeinheit unterbrochen. Eine Losung von 175 mg (0.08 mmol)
Fmoc-Thr[o-6-(B-Aci2(Fuc)SLe*COOMe)-3-(B-AcsGal)-AcGalNAc]-OH  (106), 34 mg
(0.09 mmol) HATU, 12mg (0.09 mmol) HOAt und 0.019 ml (17 mg, 0.17 mmol)
N-Methylmorpholin in 2 ml N-Methylpyrrolidin-2-on wird in den Reaktor iiberfiihrt und
dieser 8 h geschiittelt. AnschlieBend wird das polymergebundene Glycopeptid durch
Filtration von iiberschiissigen Reagenzien abgetrennt und mit N-Methylpyrrolidin-2-on
gewaschen. Mit dem nachfolgenden Acetylierungsschritt nimmt man die automatisierte
Synthese nach dem allgemeinen Protokoll wieder auf und kniipft die {ibrigen neun
Aminosduren an. Fiir die drei dem Glycosylaminosdure-Baustein direkt folgenden
Aminosduren — L-Glutaminsdure, L-Prolin und L-Leucin — wird dabei jeweils eine
Doppelkupplung vorgenommen.

Zur Abspaltung des Glycopeptids vom polymeren Triger wird das Harz in einen

Festphasenreaktor nach Merrifield iiberfiihrt und 2 h in einer Mischung aus 2 ml Essig-
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sdure, 2 ml Trifluorethanol und 16 ml Dichlormethan geschiittelt. Man filtriert das Harz ab
und wischt es zweimal mit jeweils weiteren 5 ml der genannten Mischung. Die vereinigten
Filtrate werden mit Toluol versetzt und 1. Vak. bzw. i. Hochvak. von Reagenzien und
Losungsmitteln befreit, wobei zur Vermeidung einer erhohten Saurekonzentration wéhrend
des Einengens mehrfach Toluol zugegeben wird. Man wiederholt den Abspaltungsvorgang
auf analoge Weise dreimal und erhilt dadurch jeweils weiteres Produkt. Anschliefend
wird das Harz erneut 2 h geschiittelt, dieses Mal in einer Mischung aus 10.0 ml
Trifluoressigsdure, 10.0 ml Dichlormethan, 0.5 ml Wasser und 0.5 ml Triisopropylsilan.
Dadurch lédsst sich allerdings kein Produkt mehr gewinnen. Ohne Reinigung und

vollstindige Charakterisierung wird das Glycopeptid direkt weiter umgesetzt.

Analytische Daten des Rohprodukts:
R,=39 min (Saule: Luna-1, Gradient: Ana-8), R;=37 min (Sdule: Jupiter-1, Gradient:
Ana-7).
ESI-MS (Geriit 2, positiv): [m/z] = 1889.8 (IM+1+2Na]*", ber.: 1889.8),
3756.6 ((M+1+Na]", ber.: 3756.6).
Ci75H253N15073 (3734.9)

(V-Acetyl-L-tyrosyl)-L-leucyl-L-aspartyl-L-tyrosyl-L-aspartyl-L-phenylalanyl-
L-leucyl-L-prolyl-L-glutamyl-(O-[2-acetamido-6-0-(2-acetamido-3-0-{2,3,4-tri-

O-acetyl-a-L-fucopyranosyl}- 0AGMeO0G Aco OAC
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6-0-acetyl-2-desoxy-pB-D-glucopyranosyl)-3-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galacto-
pyranosyl)-4-0-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-L-threonyl)-L-glutamyl-
L-prolin (119)
(Ac-Tyr-Leu-Asp-Tyr-Asp-Phe-Leu-Pro-Glu-Thr[a-6-(B-Aci2(Fuc)SLe*COOMe)-
3-(B-AcsGal)-AcGalNAc]-Glu-Pro-OH)

Eine Losung des rohen Glycopeptids Ac-Tyr(‘Bu)-Leu-Asp(O'Bu)-Tyr(‘Bu)-Asp(O'Bu)-
Phe-Leu-Pro-Glu(O'Bu)-Thr{a-6-(B-Ac2(Fuc)SLe*COOMe)-3-(B-AcsGal)-AcGalNAc]-
Glu(O'Bu)-Pro-OH (116) in einer Mischung aus 10.0 ml Trifluoressigsiure, 10.0 ml

Dichlormethan, 0.5 ml Wasser und 0.5 ml Triisopropylsilan wird 2 h bei Raumtemp.
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geriihrt. Anschlieend versetzt man sie mit Toluol und entfernt i. Vak. bzw. i. Hochvak.
Reagenzien und Losungsmittel, wobei man durch mehrfache Zugabe von weiterem Toluol
wiéhrend des Einengens eine erhohte Sdurekonzentration vermeidet. Der Riickstand wird
— in zwei Portionen aufgeteilt — durch préparative RP-HPLC gereinigt (R, = 22-26 min,
Sdule: Luna-2, Gradient: Prip-5). Dabei werden neben der Hauptfraktion (63 mg), die eine
Retentionszeit von 22-26 min aufweist, weitere Fraktionen mit Retentionszeiten von
20-22 min bzw. 26-28 min gewonnen (insgesamt 45 mg). Diese enthalten, der massen-
spektrometrischen Untersuchung zufolge, vermutlich noch eine groflere Menge an dem

gewiinschten Produkt 119.

Ausbeute: 63-108 mg (0.02-0.03 mmol, 23-40 % bezogen auf den Glycosylaminosdure-
Baustein 106); farbloses Lyophilisat; [e];; =—28 (¢ = 1.00, CH;CN); R, = 22 min (Séule:

Luna-1, Gradient: Ana-7), R, = 16 min (Sdule: Luna-1, Gradient: Ana-9).

ESI-MS (Gerdt 2, positiv): [m/z] = 1732.8 (IM+1+3Na-H]*", ber.: 1732.6), 1743.8
(IM+1+4Na—2H]*, ber.: 1743.6), 1754.8 ([IM+1+5Na—3H]*", ber.: 1754.6).

Ci51H205N 15073 (3398.3)

(IV-Acetyl-L-tyrosyl)-L-leucyl-L-aspartyl-L-tyrosyl-L-aspartyl-L-phenylalanyl-
L-leucyl-L-prolyl-L-glutamyl-(O-[2-acetamido-6-0-(2-acetamido-4-0-{3-0O-[5-acet-
amido-3,5-didesoxy-D-glycero-
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pyranosyl)-2-desoxy-3-0-
(B-D-galactopyranosyl)-a-D-galactopyranosyl]-L-threonyl)-L-glutamyl-L-prolin (120)
(Ac-Tyr-Leu-Asp-Tyr-Asp-Phe-Leu-Pro-Glu-Thr[a-6-(B-(Fuc)SLe™)-3-(B-Gal)-GalNAc]-
Glu-Pro-OH)

Man versetzt eine Losung von 61 mg (18.0 pumol) Ac-Tyr-Leu-Asp-Tyr-Asp-Phe-Leu-Pro-
Glu-Thr[o-6-(B-Aci2(Fuc)SLe*COOMe)-3-(B-AcsGal)-AcGalNAc]-Glu-Pro-OH (119) in
15 ml Methanol unter Riihren so lange mit Natriummethanolat, bis ein pH-Wert von 8.5
bis 9.0 erreicht ist. Die Reaktionsmischung wird 18 h bei Raumtemp. geriihrt, anschlieBend
mit einer Losung von Essigsdure in Methanol neutralisiert und i. Vak. vom Losungsmittel

befreit. Den Riickstand nimmt man in 15 ml Wasser auf. Diese Losung wird durch Zugabe
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von 1 M Natronlauge auf einen pH-Wert von 10.0 bis 10.5 gebracht und ebenfalls 18 h bei
Raumtemp. geriihrt. Anschlieend neutralisiert man sie mit einer Losung von Essigsédure in
Wasser und entfernt das Losungsmittel mittels Gefriertrocknung. Das Rohprodukt wird

durch priparative RP-HPLC gereinigt (R, = 25-27 min, Sdule: Jupiter-2, Gradient: Prip-4).

Ausbeute: 31 mg (11.4 umol, 64 %); farbloses Lyophilisat; [a]) =—23 (c=0.96,
DMSO); R, = 13 min (Séule: Jupiter-1, Gradient: Ana-7).

400 MHz-"H-NMR ['H-'H-COSY, TOCSY] (DMSO-ds): [Sppm] = 832 (dv, 1H,
3 INHGule = 6.0 Hz, NH-Glu;), 8.23-8.19 (m, 2H, NH-Leu; {8.22, d, *JuiLeuio = 8.4 Hz},
NH-Asp; {8.20, d, *Jnmaspia = 7.8 Hz}), 8.14 (d, 1H, *Jnpaspoe = 7.4 Hz, NH-Asp,),
8.07 (d, 1H, *Jxuouoe=7.4 Hz, NH-Gluy), 8.03-7.93 (m, 4H, NH-GIcN {8.02, d,
Jxume = 8.8 Hz}, NH-Tyr; {7.98, d, ‘Jnutyie=82Hz}, NH-Leu, {7.98, d,
S INHLewzw = 8.2 Hz}, NH-Sia {7.94, d, *Jxuns = 7.6 Hz}), 7.85 (d, 1H, *Jxphe = 8.2 Hz,
NH-Thr), 7.70-7.64 (m, 2H, NH-Tyr, {7.69, d, *Jxur1yne = 7.6 Hz}, NH-Phe {7.65, d,
3 Ntiphes = 7.2 Hz}), 7.21-7.13 (m, 5H, Ha-Phe), 7.01, 6.96 (2xd, 4H, *J=8.6 Hz,
3J = 8.4 Hz, Har.6-Tyr1, Hara6-Tyr2), 6.84 (d, 1H, *Jxii = 8.4 Hz, NH-GalN), 6.62-6.59
(m, 4H, Har3s-Tyri, Harss-Tyry), 4.80 (d, 1H, *Juim =2.9 Hz, HI-Fuc), 4.71-4.65
(m, 2H, H1-GaIN {4.70, d, *Ju11 = 3.3 Hz}, H5-Fuc {4.67}), 4.52-3.17 (m, Phe* {4.52},
Leu,* {4.51}, Asp\* {4.51}, Asp,* {4.49}, Glu,* {4.48}, Glu,* {4.47}, Pro,* {4.42},
Thr* {4.40}, Tyr,* {4.39}, HI-GlIcN {4.36}, Tyr,* {4.34}, H1-Gal {4.33}, Leu,” {4.27},
H1-Gal' {4.19}, Pro,* {4.14}, H2-GaIN {4.08}, Thr’ {4.05}, H6a-GaIN {3.85}, H4-GaIN
{3.80}, H3-Gal {3.76}, H2-GIcN {3.68}, Pro%, Pro,%, Pro,%, Pro.% {3.63-3.53, 3.45},
H9a-Sia {3.60}, H3-GIcN {3.58}, H4-Sia {3.58}, H3-Gal' {3.58}, H5-Sia {3.57},
H3-GaIN {3.56}, H3-Fuc {3.51}, H6b-GaIN {3.45}, H4-Fuc {3.43}, H6-Sia {3.43},
H9b-Sia {3.40}, H2-Fuc {3.37}, H2-Gal {3.33}, H2-Gal' {3.28}), 2.96 (ddy, 1H,
3 Jonepaphea = 4.3 Hz, “Jonepaphepy = 14.4 Hz, Phe®,), 2.88-2.76 (m, 3H, Tyr,*, {2.86}, Tyr,",
{2.83}, PheP, {2.79}), 2.68-2.55 (m, 4H, Asp,", {2.65}, Asps®, {2.64}, Tyr.?, {2.621,
Tyrlﬁb {2.58}), 2.51-2.13 (m, 8H, H3;4-Sia {2.49, liberlagert durch das DMSO-Signal},
Aspa”y {244}, AspiPy {2.41}, Glu/", {2.35}, Glu/"y {2.35}, Gluy', {2.31}, Gluy", {2.31},
Pro.®, {2.16}), 2.00-1.39 (m, 30H, Pro,®, {1.99}, Pro,%, {1.90}, Pro)’y {1.90}, Glu,’,
{1.89}, Glu,, {1.87}, CHs-Ac {1.85, 1.82}, Pro,®, {1.82}, CHs-Ac {1.81}, Pro,"y {1.80},
Proy’s {1.80}, Pro)’y {1.79}, CHs-Ac {1.73}, Glu,”, {1.73}, H3.-Sia {1.71}, Glu,",
{1.67}, Leu,” {1.60}, Leuy’ {1.52}, Leu,”, {1.44}, Leu,", {1.44}, Lew’, {1.41}, Leu,’,
{1.41}), 1.07 (d, 3H, *Jrwyrep=35.6 Hz, Thr'), 0.97 (d, 3H, “Jigabens=06.2 Hz,
H6a,b,c-Fuc), 0.88-0.81 (m, 12H, Leu;%ue, Leus o).
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100.6 MHz-">C-NMR [BB, HSQC] (DMSO-ds): [S/ppm] = 174.47, 174.23 (Glu,°, Glu,®),
173.52 (COOH-Pro), 172.30, 172.05 (Asp:’, Asp,’), 171.91, 171.82, 171.79, 171.68,
171.12, 170.80, 170.57, 170.46, 170.40, 170.29, 170.21, 169.78, 169.54 (C=0, CI1-Sia),
155.95, 155.90 (Cara-Tyr, Cara-Tyrp), 137.44 (Car1-Phe), 130.32, 130.28 (Car26-Tyr,
Car26-Tyr2), 129.54 (Carz6i35-Phe), 128.33 (Car.1-Tyr1/Car1-Tyrz), 128.18 (Car2,6/3,5-Phe),
12777  (Car1-Tyri/Car1-Tyrp), 126.45 (Car4-Phe), 115.08, 115.02 (Car3s5-Tyry,
Car35-Tyr), 104.79 (C1-Gal'), 102.52 (C1-Gal), 100.92 (C1-GlcN), 99.06 (C1-Fuc), 98.98
(C1-GalN), 98.61 (C2-Sia), 78.08 (C3-GalIN), 76.49 (C3-Gal), 76.14, 76.00 (Thr"), 75.86
(C3-GlIcN), 75.62 (C2-Gal), 74.83, 73.98 (C6-Sia), 73.03, 71.86 (C4-Fuc), 71.20, 70.98
(C2-Gal'), 69.66 (C3-Fuc), 69.57, 69.38 (C6-GalN), 68.51 (C2-Fuc, C4-GalN, C3-Gal'),
67.16, 66.72 (C4-Sia), 65.94 (C5-Fuc), 63.36 (C9-Sia), 60.89, 59.90, 59.42 (C6-GIcN,
C6-Gal, C6-Gal'), 59.25 (Pro;”), 58.56 (Pro,”), 56.09 (Thr*), 55.21 (C2-GlcN), 54.50
(Tyr%), 54.25 (Tyr,*), 53.45 (Phe®), 52.22 (C5-Sia), 51.78 (Glu;*/Gluy*), 51.05 (Leux®),
49.85, 49.77, 48.79 (Asp1®, Aspy”, Leu;”, Glu,*/Gluy*), 47.95 (C2-GalN), 47.02, 46.48
(Pro,°, Pro,’), 46.26, 40.99 (Leu,”), 40.52 (Leu,”), 40.04 (C3-Sia, iiberlagert durch das
DMSO-Signal), 37.75 (PheP), 36.84, 36.73 (Tyr,", Tyr,"), 36.17, 36.06 (Asp,", Asp.P),
30.31 (Gluy"), 29.67 (Gluy"), 29.15 (ProsP), 28.62 (Pro.), 28.30 (Glu,"), 26.31 (GluP),
24.79, 24.57 (Proy!, Proy’), 24.27, 24.17 (Leu,, Leuy), 23.36, 23.28 (Leu;°, Leu,’,
CHi-Ac), 22.96, 22.69 (CHs-Ac), 22.01, 21.73 (Leu,’, Leu,’), 18.80 (Thr'), 16.64
(C6-Fuc).

Anhand der aufgenommenen Spektren konnten die Signale fiir die verbleibenden Protonen
und Kohlenstoffatome nicht eindeutig zugewiesen werden.

ESI-MS (Gerdt 2, positiv, direkt aus dem Ansatz entnommene Probe): [m/z] = 1444.6
(IM+1+8Na—6H]*", ber.: 1444.5).

ESI-MS (Gerdt 2, positiv, + 0.1 % TFA, Reinprodukt): [m/z] = 657.3 ([SLe*~Fuc+H]",
ber.: 657.2), 803.4 ([SLe*]", ber.: 803.3), 1356.7 ([M+1+2H]*", ber.: 1356.6), 1808.6
([2M+2+3H]*", ber.: 1808.4), 1909.0 ((M-SLe*+2H]", ber.: 1908.8).

HR-ESI-MS (positiv, + 0.1 % TFA): [m/z] = 1356.5509 (IM+1+2H]*", ber.: 1356.5550).
Ci18H171N15057 (2711.7)
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5.9.3 Die Synthese des das Sialyl-Lewis-Mimetikum enthaltenden
Glycododecapeptids

(N-Acetyl-O-tert-butyl-L-tyrosyl)-L-leucyl-(O*-tert-butyl-L-aspartyl)-(O-tert-butyl-
L-tyrosyl)-(04-tert-butyl-L—aspartyl)-L-phenylalanyl-L—leucyl-L—prolyl-(OS-tert-butyl-
L-glutamyl)-(O-[2-acetamido-

MeOOC AcO ~OAc OAc
Q
6-0-(2-acetamido-3-0- AR o
Cl
. OAc
{2,3,4-tri-0O-acetyl-a-L-fuco- Acoo%O R Aco

pyranosyl}-4-0-{2,4,6-tri-

OBu AcHN
COOf Bu COOBu
O-acetyl-3-0-[(15)-2-cyclo- - J;(©;L NQL %NQ& ﬁﬂ\%NQL 1{

hexyl-1-methoxycarbonyl-

O[Bu coofBu COO’Bu

ethyl]-B-D-galactopyranosyl}-
6-0-acetyl-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-3-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galacto-
pyranosyl)-4-O-acetyl-2-desoxy-o-D-galactopyranosyl]-L-threonyl)-(O’-tert-butyl-
L-glutamyl)-L-prolin (121)
(Ac-Tyr(‘Bu)-Leu-Asp(O'Bu)-Tyr(‘Bu)-Asp(O'Bu)-Phe-Leu-Pro-Glu(O'Bu)-
Thr[a-6-(B-Acs(Fuc)CycloLe*COOMe)-3-(B-AcyGal)-AcGalNAc]-Glu(O'Bu)-Pro-OH)

Ausgehend von 130 mg (0.10 mmol der Startaminosdure) des mit Fmoc-Pro-(2-CT)
versehenen Polystyrol-Harzes 113 (Beladung: 0.77 mmol/g) wird das Glycopeptid
nach dem allgemeinen Protokoll der automatisierten Festphasensynthese (vgl. Seite 254)
aufgebaut. Dabei wird zur Anbindung des Glycosylaminosdure-Bausteins 112 die
automatisierte Synthese nach der Fmoc-Abspaltung von der an die Start-
aminosdure gekniipften L-Glutaminsdureeinheit unterbrochen. Eine Losung von 208 mg
(0.11 mmol) Fmoc-Thr[a-6-(B-Acs(Fuc)CycloLe*COOMe)-3-(B-AcysGal)-AcGalNAc]-OH
(112), 46 mg (0.12 mmol) HATU, 16 mg (0.12 mmol) HOAt und 0.026 ml (24 mg,
0.24 mmol) N-Methylmorpholin in 2 ml N-Methylpyrrolidin-2-on wird in den Reaktor
tiberfithrt und dieser 8 h geschiittelt. AnschlieBend wird das polymergebundene Glyco-
peptid durch Filtration von iiberschiissigen Reagenzien abgetrennt und mit N-Methyl-
pyrrolidin-2-on gewaschen. Mit dem nachfolgenden Acetylierungsschritt nimmt man die
automatisierte Synthese nach dem allgemeinen Protokoll wieder auf und kniipft die
tibrigen neun Aminosduren an. Fiir die drei dem Glycosylaminosidure-Baustein direkt
folgenden Aminoséuren — L-Glutaminsédure, L-Prolin und L-Leucin — wird dabei jeweils
eine Doppelkupplung vorgenommen.

Zur Abspaltung des Glycopeptids vom polymeren Tridger wird das Harz in einen

Festphasenreaktor nach Merrifield iiberfiihrt und 2 h in einer Mischung aus 2 ml Essig-
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sdure, 2 ml Trifluorethanol und 16 ml Dichlormethan geschiittelt. Man filtriert das Harz ab
und wischt es zweimal mit jeweils weiteren 5 ml der genannten Mischung. Die vereinigten
Filtrate werden mit Toluol versetzt und 1. Vak. bzw. i. Hochvak. von Reagenzien und
Losungsmitteln befreit, wobei zur Vermeidung einer erhdhten Saurekonzentration wéhrend
des Einengens mehrfach Toluol zugegeben wird. Man wiederholt den Abspaltungsvorgang
auf analoge Weise dreimal und erhélt dadurch jeweils weiteres Produkt. Anschlieend wird
das Harz erneut 2 h geschiittelt, dieses Mal in einer Mischung aus 10.0 ml Tri-
fluoressigsdure, 10.0 ml Dichlormethan, 0.5 ml Wasser und 0.5 ml Triisopropylsilan.
Dadurch lasst sich noch einmal Produkt gewinnen, welches allerdings bereits von den
tert-Butylgruppen befreit ist. Ohne Reinigung und vollstindige Charakterisierung wird das
Glycopeptid direkt weiter umgesetzt.

Analytische Daten des Rohprodukts:
=49 min (Sdule: Luna-1, Gradient: Ana-10), R, =54 min (Sdule: Luna-1, Gradient:
Ana-9).
ESI-MS (Gerdt 2, positiv): [m/z] = 1737.4 ([M+1+2Na]2+, ber.: 1737.3).
Ci65H242N140¢3 (3429.7)

(V-Acetyl-L-tyrosyl)-L-leucyl-L-aspartyl-L-tyrosyl-L-aspartyl-L-phenylalanyl-
L-leucyl-L-prolyl-L-glutamyl-(O-[2-acetamido-6-0-(2-acetamido-3-0-{2,3,4-tri-

O-acetyl-a-L-fucopyranosyl}- o005 400 0K one

4-0-{2,4,6-tri-O-acetyl- A %o
OAc

3-0-[(15)-2-cyclohexyl- AcOOACO 0Ac Ao

1-methoxycarbonyl-ethyl]-

AcHN
B-D-galactopyranosyl}- » J:'r@;L co;»;L L;ofl ﬁ;()YNQL ITH
6-0-acetyl-2-desoxy-pB-D-gluco- \( @\ @ N
COOH COOH
pyranosyl)-3-0-(2,3,4,6-tetra-

O-acetyl-B-D-galactopyranosyl)-4-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-
L-threonyl)-L-glutamyl-L-prolin (123)
(Ac-Tyr-Leu-Asp-Tyr-Asp-Phe-Leu-Pro-Glu-Thr[a-6-(B-Acs(Fuc)CycloLe*COOMe)-
3-(B-Ac4Gal)-AcGalNAc]-Glu-Pro-OH)

Eine Losung des rohen Glycopeptids Ac-Tyr(‘Bu)-Leu-Asp(O'Bu)-Tyr(‘Bu)-Asp(O'Bu)-
Phe-Leu-Pro-Glu(O'Bu)-Thr[a-6-(B-Ac(Fuc)CycloLe*COOMe)-3-(B-AcysGal)-

AcGalNAc]-Glu(O'Bu)-Pro-OH (121) in einer Mischung aus 10.0 ml Trifluoressigsiure,
10.0 ml Dichlormethan, 0.5 ml Wasser und 0.5 ml Triisopropylsilan wird 2h bei

Raumtemp. geriihrt. Anschlieend versetzt man sie mit Toluol und entfernt i. Vak. bzw.
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1. Hochvak. Reagenzien und Losungsmittel, wobei man durch mehrfache Zugabe von
weiterem Toluol wéhrend des Einengens eine erhohte Sdurekonzentration vermeidet. Der
Riickstand wird — in zwei Portionen aufgeteilt — durch préparative RP-HPLC gereinigt
(R, = 40-42 min, Sdule: Luna-2, Gradient: Prép-5).

Ausbeute: 74 mg (0.02 mmol, 24 % bezogen auf die Startaminoséure am Harz); farbloses
Lyophilisat; R, =22 min (Séule: Luna-1, Gradient: Ana-9).

ESI-MS  (Gerdt 2, positiv): [m/z] = 1547.2 (IM+1+2H]*", ber.: 1547.1), 1558.2
(IM+1+H+Na]*", ber.. 1558.1), 1569.2 ([M+1+2Na]*", ber.: 1569.1), 1577.2
(IM+1+Na+K]*", ber.: 1577.1), 1585.2 ([M+1+2K]*", ber.: 1585.1), 3115.3 ([M+1+Na]’,
ber.: 3115.2).

Ci41H194N 14063 (3093.1)

(IV-Acetyl-L-tyrosyl)-L-leucyl-L-aspartyl-L-tyrosyl-L-aspartyl-L-phenylalanyl-
L-leucyl-L-prolyl-L-glutamy]l-

Hooc HO OH OH
0

(O-|2-acetamido-6-0-(2-acet- ° Ooé&o

HO AcHN

amido-4-0-{3-0-[(15)-2-cyclo- o

HOP HO OH HO

hexyl-1-carboxy-ethyl]-

B-D-galactopyranosyl}- & Co,fu gc:,fu /(\?()YNZH&N K( Qk JL

2-deSOXy-3-0-{0€'L'f“c°' \( \©\ \© IOOH COOH

pyranosyl}-B-D-gluco-
pyranosyl)-2-desoxy-3-O-(3-D-galactopyranosyl)-a-D-galactopyranosyl]-L-threonyl)-
L-glutamyl-L-prolin (124)
(Ac-Tyr-Leu-Asp-Tyr-Asp-Phe-Leu-Pro-Glu-Thr[a-6-(B-(Fuc)CycloLe™)-3-(B-Gal)-
GalNAc]-Glu-Pro-OH)

Man versetzt eine Losung von 58 mg (18.8 umol) Ac-Tyr-Leu-Asp-Tyr-Asp-Phe-Leu-Pro-
Glu-Thr[a-6-(B-Ac(Fuc)CycloLe*COOMe)-3-(B-AcsGal)-AcGalNAc]-Glu-Pro-OH (123)
in 15 ml Methanol unter Riihren so lange mit Natriummethanolat, bis ein pH-Wert von 8.5
bis 9.0 erreicht ist. Die Reaktionsmischung wird 18 h bei Raumtemp. geriihrt, anschlieBend
mit einer Losung von Essigsdure in Methanol neutralisiert und i. Vak. vom Losungsmittel
befreit. Den Riickstand nimmt man in 15 ml Wasser auf. Diese Losung wird durch Zugabe
von 1 M Natronlauge auf einen pH-Wert von 10.0 bis 10.5 gebracht und ebenfalls 18 h bei
Raumtemp. geriihrt. AnschlieBend neutralisiert man sie mit einer Losung von Essigsdure in
Wasser und entfernt das Losungsmittel mittels Gefriertrocknung. Da sich mittels Massen-
spektrometrie, NMR-Spektroskopie sowie analytischer RP-HPLC nachweisen lédsst, dass

die O-Deacetylierung zu diesem Zeitpunkt noch nicht vollstindig abgelaufen ist, wird das
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Rohprodukt erneut mit Natronlauge bei einem pH-Wert von 10.0 bis 10.5 umgesetzt.
Nach 18 h sind schlieBlich sdmtliche Schutzgruppen entfernt. Die Reaktionsmischung
wird aufgearbeitet, wie bereits beschrieben, und das resultierende Rohprodukt — in zwei
Portionen aufgeteilt — durch pridparative RP-HPLC gereinigt (R;=31-32 min, Séaule:
Jupiter-2, Gradient: Prap-4).

Ausbeute: 45 mg (17.5 umol, 93 %); farbloses Lyophilisat; [a]§=—28 (c=0.86,
DMSO); R, = 16 min (Saule: Jupiter-1, Gradient: Ana-7).

400 MHz-'"H-NMR ['H-'H-COSY, TOCSY] (DMSO-ds): [dppm] = 832 (dv, 1H,
3 NHGlule = 6.3 Hz, NH-Glu;), 8.23-8.19 (m, 2H, NH-Leu; {8.22, d, *Jnureuio = 8.2 Hz},
NH-Asp; {8.20, d, *Jnmaspia = 8.0 Hz}), 8.14 (d, 1H, *Jnpaspoe = 7.2 Hz, NH-Asp,),
8.08 (d, 1H, *Jxugioe = 7.2 Hz, NH-Glu,), 8.01-7.97 (m, 3H, NH-GIcN {8.00}, NH-Tyr;
{7.98, d, *Jnutyrie = 8.0 Hz}, NH-Leu; {7.98, d, *Jnmreno = 8.0 Hz}), 7.86 (d, 1H,
Jxithee = 7.8 Hz, NH-Thr), 7.71-7.64 (m, 2H, NH-Tyr, {7.70, d, *Jnu1yne = 7.6 Hz},
NH-Phe {7.65, d, *Jniphea = 7.8 Hz}), 7.21-7.11 (m, 5H, Ha-Phe), 7.01, 6.96 (2 x d, 4H,
2x°J=8.4Hz, HaeTyri, Harae-Tyrs), 6.84 (d, 1H, *Jnpm = 8.4 Hz, NH-GalN),
6.62-6.59 (m, 4H, Harss-Tyr;, Harss-Tyry), 4.80 (d, 1H, *Jium = 3.2 Hz, H1-Fuc),
4.71-4.63 (m, 2H, H1-GaIN {4.70, d, *Jum = 3.3 Hz}, H5-Fuc {4.65}), 4.52-3.12 (m,
Phe® {4.52}, Leu,* {4.51}, Asp,* {4.51}, Asp,* {4.49}, Glu,* {4.48}, Glu,“ {4.47}, Pro,”
{4.42}, Thr* {4.41}, Tyr,* {439}, HI-GIcN {4.37}, Tyr,* {4.34}, CHCOOH {4.32},
H1-Gal {4.28}, Lew,® {4.28}, H1-Gal' {4.19}, Pro," {4.14}, H2-GaIlN {4.08}, Thr’
{4.05}, H6a-GaIN {3.85}, H4-GaIN {3.80}, H4-Gal {3.78}, H2-GIcN {3.66}, Pro,’,
Pro%, Pro,%, Proy% {3.63-3.54, 3.46}, H3-GleN {3.58}, H3-Gal' {3.58}, H3-GalN
{3.56}, H3-Fuc {3.52}, H4-Fuc {3.45}, H6b-GaIN {3.45}, H2-Gal {3.42}, H2-Fuc
(337}, H2-Gal' {3.30}, H3-Gal {3.13}), 2.96 (ddy, 1H, ‘Jpnepapheo =4.3 Hz,
2 Jonepaphepy = 14.1 Hz, PheP,), 2.88-2.76 (m, 3H, Tyr/", {2.86}, Tyr,®, {2.83}, Phe,
{2.79}), 2.68-2.55 (m, 4H, Asp,", {2.65}, Asp.®, {2.64}, Tyr.?, {2.62}, Tyr,", {2.58}),
2.47-2.13 (m, 7H, Asp,"y {2.44}, Asp,Py {2.41}, Glu%, {2.35}, Glu/%y {2.35}, Gluy',
{2.31}, Gluy'y {2.31}, Pro,”, {2.16}), 2.00-1.39 (m, 34H, Pro,®, {1.99}, Pro,", {1.90},
Pro’, {1.90}, Glu’, {1.89}, Glu,®, {1.88}, CH,-Cyclo {1.85}, Pro,", {1.82}, CHs-Ac
{1.82, 1.81}, Proy%, {1.81}, Proy’, {1.81}, Pro,’y {1.79}, Glu.P, {1.74}, CHs-Ac {1.73},
Glu’y {1.67}, CH-Cyclo {1.63}, CH,-Cyclo {1.62}, Leu” {1.61}, Leu,’ {1.53},
CH,,CHCOOH {1.52}, Lew,”, {1.44}, Leu’, {1.44}, Lew’, {1.42}, Leu, {1.42},
CH,CHCOOH {1.42}), 1.23-1.06 (m, 6H, CH,-Cyclo, Thr" {1.07, d, *Jrne1hep = 5.9 Hz}),
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0.98 (d, 3H, *Jueabenis = 6.1 Hz, H6a,b,c-Fuc), 0.90-0.78 (m, 14H, CH,-Cyclo {0.89, 0.81},
Leulg’abc, Leuzaabc).

100.6 MHz-"*C-NMR [BB, HSQC] (DMSO-dy): [8/ppm] = 176.57 (CHCOOH), 174.47,
174.23 (Glu,®, Gluy®), 173.53 (COOH-Pro), 172.30, 172.05 (Asp,", Asp,’), 171.91, 171.83,
171.79, 171.69, 171.13, 170.81, 170.58, 170.41, 170.29, 170.22, 169.79, 169.54 (C=0),
155.96, 155.91 (Car4-Tyr1, Cars-Tyrs), 137.45 (Car.1-Phe), 130.32, 130.28 (Car26-Tyr1,
Car26-Tyr2), 129.55 (Car2.63.5-Phe), 128.34 (Car.1-Tyr1/Car1-Tyrs), 128.18 (Carz.653.5-Phe),
127.77  (Car1-Tyr1/Car1-Tyrz), 12644 (Cara-Phe), 115.08, 115.02 (Carss-Tyr,
Car35-Tyr), 104.79 (C1-Gal'), 102.19 (C1-Gal), 100.95 (C1-GIcN), 99.15 (C1-Fuc), 98.99
(C1-GalIN), 82.14 (C3-Gal), 78.07 (C3-GalN), 76.14 (CHCOOH), 76.02 (Thr’), 75.94
(C3-GIeN), 75.63, 74.36, 73.70, 73.03, 71.78 (C4-Fuc), 70.98 (C2-Gal'), 70.86 (C2-Gal),
69.60 (C3-Fuc), 69.44 (C6-GaIN), 68.47 (C2-Fuc, C4-GalN, C3-Gal'), 66.03 (C5-Fuc),
65.60 (C4-Gal), 60.90, 59.76, 59.50 (C6-GIcN, C6-Gal, C6-Gal'), 59.23 (Pro;*), 58.56
(Pro,"), 56.09 (Thr%), 55.26 (C2-GlcN), 54.50 (Tyr,%), 54.27 (Tyr,%), 53.44 (Phe®), 51.77
(Glu,/Glu®), 51.05 (Leu,®), 49.77, 48.79 (Aspi®, Asp2®, Lew*, Glu,%/Glu,%), 47.94
(C2-GalN), 47.03, 46.48 (Pro,°, Pro,°), 40.98, 40.92 (CH,CHCOOH, Leu,"), 40.52
(Leu;P), 37.75 (PheP), 36.82, 36.73 (Tyr,", Tyr,P), 36.15, 36.07 (Asp,®, Asp,’), 33.67
(CH,-Cyclo), 33.06 (CH-Cyclo), 31.94 (CH,-Cyclo), 30.32 (Gluy'), 29.67 (Glu,"), 29.14
(Pro,), 28.63 (Pro,"), 28.32 (Glu,"), 26.36 (Glu,P), 26.30, 26.09, 25.87 (CH,-Cyclo),
24.79, 24.57 (Pro\’, Pro,’), 24.28, 24.16 (Leu,’, Leuy’), 23.37, 23.28 (Leu;’, Leuy’,
CHs-Ac), 22.70 (CHs-Ac), 22.01, 21.73 (Leu;®, Leu,’), 18.81 (Thr), 16.62 (C6-Fuc).
Anhand der aufgenommenen Spektren konnten die Signale fiir die verbleibenden Protonen
und Kohlenstoffatome nicht eindeutig zugewiesen werden.

ESI-MS (Gerdt 2, positiv): [m/z] = 1310.0 ([M+1+2Na]*, ber.. 1310.0), 1318.0
(IM+1+Na+K]*", ber: 1318.0), 1326.0 ([M+1+2K]*", ber.. 1326.0), 1337.0
([M+1+Na+2K-H]*", ber.: 1337.0).

ESI-MS (Gert 2, positiv, + 0.1 % TFA): [m/z] = 520.3 ([CycloLe*~Fuc+H]", ber.: 520.2),
666.4 ([CycloLe*]", ber.. 666.3), 12882 ([M+1+2H]*, ber.: 1288.1), 1909.0
([M—CycloLe*+2H]", ber.: 1908.8).

HR-ESI-MS (positiv, + 0.1 % TFA): [m/z] = 1288.0548 ([M+1+2H]*", ber.: 1288.0570).
C116H16sN 14051 (2574.6)
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