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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Zelladhasion

Fiir die Existenz eines Organismus ist die molekulare Kommunikation zwischen den Zellen
unabdingbar. So sind z. B. die Embryogenese, die Wundheilung und die Immunreaktion
hochkomplexe Prozesse, bei denen Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte eine entscheidende
Rolle spiclen.! Zu den membranstindigen Adhisionsmolekiilen, die solche Prozesse
vermitteln, gehdren die Cadherine, die Integrine, die Mitglieder der Immunoglobulin-
Superfamilie sowie die Selektine.*”

Die morphologische Entwicklung wird schon im friihen embryonalen Stadium zum einen
durch Zellteilung und -wachstum, zum anderen durch die Adhésion der Zellen untereinander
und mit der extrazelluldren Matrix gesteuert. Im Falle von Verletzungen sind Proteine der
extrazelluldiren Matrix in der Lage, Blutplittchen an die Wundridnder anzuheften, durch
Aggregation einen Blutpfropf zu bilden, um dadurch die Wunde zu verschlieen, und die
Blutung zu unterbinden.

Die Abwehr des Organismus gegen Krankheitserreger wird in hochkomplexen Regelkreisen
durch das Immunsystem organisiert. Tritt in der Peripherie des Korpers eine Infektion auf, so
nehmen Phagozyten grole Mengen des Antigens auf, wandern vom Infektionsherd zu den
lymphatischen Organen (Lymphknoten, Milz, Schleimhdute) und prédsentieren diese dort den
Lymphozyten. Die Lymphozyten patrouillieren ansonsten durch das Blutsystem, kdnnen aber
auf Grund von ,,Homing“-Adhédsionsmolekiilen wieder in die Lymphknoten eintreten. Haben
die Lymphozyten eine Proliferations- und Differenzierungsphase durchlaufen, verlassen sie
die lymphatischen Organe wieder und begeben sich in der Blutbahn auf die Suche nach
antigentragenden Strukturen. Finden die B-Zellen eine solche Struktur, so kommt es zur
Bildung eines nicht-kovalent gebundenen Antigen-Antikorper-Komplexes und im spiteren
Verlauf zur Freisetzung l6slicher Antikorper.

Der Mechanismus, iiber den native T-Zellen in die lymphatischen Organe eintreten findet
auch im Verlauf inflammatorischer Prozesse statt. Nach einer Schéddigung des Gewebes
kommt es zur Ausschiittung von Entziindungsmediatoren wie Histamin oder auch Thrombin,

welche die typischen Erscheinungen wie Vasodilatation und Exsudation bewirken. Die

"'R. Haubner, D. Finsinger, H. Kessler, Angew. Chem., 109 (1997), 1440-1456
2 K. Vlemimckx, R. Kemler, BioEssays, 21 (1999), 211-220
* A. Giannis, Angew. Chem., 106 (1994),188-191
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ebenfalls sezernierten Zytokine wie z.B. Interleukin-1/IL-1, Interferone/INF  oder
Tumornekrosefaktor/TNF-a* regen die Endothelzellen zur Ausbildung von spezifischen
Adhisionsrezeptoren, den Selektinen, an und versetzen das Endothel in einen ,,pro-adhisiven®
Zustand. Es folgt eine Reihe von aufeinander aufbauenden Ereignissen, die auch als
Adhésionskaskade beschrieben werden. Begiinstigt durch die Erweiterung der Blutgefialle
kommt es zu einer Abnahme der Stromungsgeschwindigkeit der Leukozyten in der Blutbahn,
gleichzeitig bewegen sie sich von der Mitte des BlutgefdB3es auf das Epithel zu. Dort kommt
es nun zu einer ersten Anndherung zwischen den exprimierten Selektinen und den
entsprechenden Liganden auf den Leukozyten. Die schwachaffinen Ligand-Rezeptor-
Wechselwirkungen werden durch Dissoziation leicht geldst, und die Leukozyten durch die
Zellstromung weitertransportiert. Durch eine schnelle Abfolge dieser Assoziations-
Dissoziations-Ereignisse werden die Leukozyten abgebremst, und es kommt zu einer
Rollbewegung am Gefdendothel. In einem ndchsten Schritt konnen die akkumulierten
Leukozyten durch endothelial freigesetzte Chemokine oder den plittchenaggregierenden
Faktor in einen aktivierten Zustand {iiberfilhrt werden, in dem sie Rezeptoren der
Integrinfamilie exprimieren.”® Durch die Anbindung der entsprechenden Liganden der
Integrin-Superfamilie an diese Rezeptoren kommt es zum festen Anheften der Leukozyten an
das Endothel, so da eine Emigration durch die interzelluldiren Zwischenrdume in das

entziindete Gewebe stattfinden kann.’

die selekti ittelte Adhasion ist so sch h, dal die
Leukocyten am Geféftendothel entlangrollen kénnen

Blutlluss —»

rollende Adhasion feste Bindung Diapedese Wanderung

E-Selektin

.r’

Ol0[OIDIo[0]0)

Basalmembian

Abbl.1 Adhdsionskaskade, aus: C. A. Janeway, P. Travers: Immunologie, Spektrum, 2. Aufl., (1997)

*M. L. Phillips, E. Nudelman, F. C. A. Gaeta, M. Perez, A. K. Sinhai, S. I. Hakamori, J. C. Paulsen, Science,
250 (1990), 1130

> M. Baggiolini, B. Derwald, B. Moser, Annu. Rev. Immunol., 15 (1997), 675-705

®G. A. Zimmerman, T. M. MclIntyre, S. M. Prescott, J. Clin. Invest., 98 (1997), 1699-1701

7C. W. Smith, S.D. Marlin, R. Rothlein, C. Toman, D. C. Anderson, J. Clin. Invest., 83 (1989), 2008-2017
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1.2 Adhasionsmolekiile

1.2.1 Integrine

Integrine sind transmembrane, heterodimere Zelloberflichenproteine, die aus nicht-kovalent
gebundenen o- und p-Einheiten bestehen. Beide Untereinheiten weisen eine kurze
membranstindige Region (20-30 Aminosduren) sowie eine kurze cytoplasmatische Doméine
(20-50 Aminosduren) auf, wohingegen der extrazelluldre Bereich eine Anzahl von 800-1400
Aminosduren umfassen kann. Ein kurzer Abschnitt in der Ndhe des N-Terminus bildet die
Kontaktstelle fiir extrazellulire Liganden. Uber intrazellulire Proteine wie Talin®, Vinculin®"
und a-Actinin'' ist der C-Terminus der PB-Untereinheit mit den Actinfilamenten des
Cytoskeletts verbunden, eine Signaltransduktion in das Zellinnere ist somit gewéhrleistet.
Aufgrund von strukturellen Abweichungen der B-Kette sind die Integrine in acht Gruppen
unterteilt, was sich auch in ihrer Funktion widerspiegelt.

Eine zentrale Rolle in der Gewebeorganisation bilden die j3;-Integrine, da sie an der Bindung
von Zellen an Molekiile der extrazelluldren Matrix in Muskeln, im Nervensystem sowie in
Endothel- und Epithelialschichten beteiligt sind. Man bezeichnet sie auch als very-late-
activation-Antigen (VLA-Antigen), da sie erst nach Antigenaktivierung der T-Zellen
exprimiert werden.

Spezifisch flir aktivierte Leukozyten sind die B,-Integrine, die auch als Leucocyte Cell
Adhesion Molecules (LeuCAM) bezeichnet werden. Sie werden auf Leukozyten als o f3,,
(Lymphocyte Function associated Antigen-1, LFA-1) bzw. auf Granulozyten und Monozyten
als ayP> (Mac-1) nachgewiesen. Liganden fiir LFA-1 bzw. Mac-1 sind die entweder
konstitutiv vorhandenen oder durch vorherige Aktivierung exprimierten interzelluldren
Adhisionsmolekiile ICAM1/2/3 der Endothelzellen.'*'* Wie bereits erwahnt, verursacht die
feste Anbindung der Leukozyten am Endothel eine strukturelle und molekulare Verdnderung
des Cytoskeletts was wiederum zu einer Formverdanderung der Zelle fithrt und die Ausbildung
interzellularer Liicken fordert. Dadurch wird die Wanderung der Leukozyten durch das

Endothel in das entziindete Zielgewebe ermdglicht.

D. I Rees, S. E. Ades, S. J. Singer, R. O. Hynes, Nature, 347, 685-689

? A. P. Gilmore, K. Burridge, Nature, 373 (1995), 197

' R. P. Johnson, S.W. Craig, Nature, 373 (1995), 261-264

''C. A. Otey, F. M. Pavalko, K. Burridge, J. Cell. Biolo., 111 (1990), 721-729
'2M. A. Arnaout, Blood, 75 (1990), 1037-1050

"> A. R. DeFougerolles, T. A. Springer, J. Exp. Med., 175 (1992), 185-190
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1.2.2 Selektine

L-, P- und E-Selektin bilden eine Familie von Zelladhdsionsrezeptoren, die den ersten,
lockeren Kontakt zwischen Leukozyten und im Entziindungsbereich liegenden Endothelzellen
bzw. lymphatischem Gewebe herstellen. Thr Vorkommen ist beschriankt auf das vaskulédre
System, und ihre Nomenklatur richtet sich nach dem Zelltyp der Erstbeschreibung. L-Selektin
findet sich auf Leukozyten, E- und P-Selektin auf der dufleren Membran von Endothelzellen,

und P-Selektin wird zusétzlich auf Blutplattchen (engl.: platelets) nachgewiesen.

Leukozyten

Endothelium

.LoﬂhDomnna @® =

 EGF-Domdne

D Hu)Dum.'me.

SCREihelt || MucinDomane  * Sufal

Abb. 1.2 Aufbau der Selektine und Ort der Expression

Alle drei Selektine weisen eine hohe Strukturhomologie auf: am N-Terminus befindet sich
eine Ca’" abhingige Lectin-Domine (carbohydrate recogniction domaine, CRD), an welche
sich ein dem epidermalen Wachstumsfaktor (epidermal growth factor, EGF) &ahnlicher
Bereich anschlieBt. Die extrazellulire Ausdehnung wird durch eine, bei den einzelnen
Selektinen voneinander verschiedene Anzahl an Wiederholungseinheiten (short consensus
repeat, SCR) bestimmt. Uber eine Transmembrandomine reichen die Selektine in das

Cytoplasma hinein.
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Von einer Vielzahl hoch- und niedermolekularer Glycane'*, die befihigt sind, an die Selektine
zu binden, wurde als physiologisch wichtigstes das Tetrasaccharid Sialyl-Lewis™ 1 bzw. das

Regioisomer Sialyl-Lewis® 2 identifiziert."

OH OH
o\PH oSOH
NHAc OH
HOXC % wOR HOXC &)m
(O] (6} o) O OR
OH OH
HO Y OH HO. H NHAc
HO . . HO' . .
AcHN™ HO Sialyl-Lewis® 1 AcHN"HO Sialyl-Lewis® 2

Abb. 1.3 Natiirliche Liganden der Selektine

Im folgenden sollen die funktionellen Gruppen der Kohlenhydrateinheiten durch Apostrophe
gekennzeichnet werden. Die Galactose wird einfach ('), die Fucose doppelte (") und die N-
Acetylneuraminsdure dreifach (") gekennzeichnet. Das N-Acetylglucosamin erhilt keine

Kennzeichnung.

1.2.2.1 L-Selektin

1983 konnten Gallatin, Weissman und Butcher'® mit Hilfe monoklonaler Antikdrper die
Existenz von L-Selektin auf der Oberfliche von Lymphozyten nachweisen. Es ist am
Wiedereintritt der Lymphozyten in die peripheren Lymphknoten beteiligt, ermoglicht aber
auch die Rekrutierung von Leukozyten an entziindetem Gewebe.'’

Die endogenen Liganden des L-Selektin, CD34 und GlyCAM-1, sind sulfatierte
Glycoproteine Mucin-dhnlichen Typs, deren Kohlenhydratseitenketten O-verbriickt vorliegen.
Man findet sie auf der Oberfliche von Endothelzellen hochendothelialer Venolen.'® Durch
umfangreiche Untersuchungen (enzymatischer Abbau radiomarkierter Liganden, Anionen-
Austauschchromatographie) konnte der Kohlenhydrateinheit eine sulfatierte Sialyl-Lewis™-

Struktur zugeordnet werden.

% A. Varki, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91 (1994), 7390-7397

15 C. Foxall, S. R. Watson, D. Dowbenko, C. Fennie, L. A. Lasky, M. Kiso, A. Hasegawa, D. Asa, B. K.
Bradley, J. Cell. Biol., 117 (1992), 895-902

16 W. M. Gallatin, I. L Weissman, E. C. Butcher, Nature, 304 (1983), 30-34

'7S. R. Watson, C. Fennie, L. A. Lasky, Nature, 349 (1991), 164-167

'® Y. Imai, M. S. Singer, C. Fennie. L. A. Lasky, S. D. Rosen, J. Cell. Biol., 113 (1991), 1213-1221
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1.2.2.2 P-Selektin

Das P-Selektin (dltere Bezeichnung: GMP-140, PADGEM) konnten von McEver und
Martin' sowie von Furie® 1984 auf der Oberfliche menschlicher Blutplittchen
nachgewiesen werden, nachdem solche Zellen Thrombin und/oder Histamin ausgesetzt waren.
P-Selektin ist normalerweise in internen Granula gespeichert, kann aber innerhalb von
Minuten nach Aktivierung durch Verschmelzen der Granula mit der extrazelluliren Matrix
freigesetzt werden. 1987 konnte nachgewiesen werden, daBl es auch in Weibel-Palade-
Korpern vaskuldrer Endothelzellen gespeichert wird.?' Nach Expression wird es schnell
wieder durch Endozytose internalisiert und, reguliert durch komplexe Signalmechanismen,
entweder in die Speicher zuriickgefiihrt oder im Lysosom abgebaut.”

Die Strukturanalyse des natiirlichen P-Selektinglycoprotein-Liganden (PSGL-1) ergab, dass
es sich um ein disulfidverbriicktes Homodimer mit einer relativen Molekiilmasse von 120
KDa handelt, welches neben drei N-verkniipften zahlreiche sialylierte O-verkniipfte Glycane
tragt. Durch gezielte enzymatische Abbaureaktionen konnte zudem gezeigt werden, dal3 zur
P-Selektinerkennung nur die O-Glycane notwendig sind.*  Fiir die Ligandenbindung
existenziell sind ebenfalls sulfatierte Tyrosinreste am (anionischen) N-Terminus des

Polypeptids.*

1.2.2.3 E-Selektin

Chemotaktische Reize wie Interleukin-1, Lymphotoxin, Tumornekrosefaktor-a oder
Lipopolysaccharide bewirken mit einer zeitlichen Verzégerung von vier bis sechs Stunden an
Endothelzellen die Expression eines weiteren Zelloberflichenglycoproteins. Im Gegensatz zu
P-Selektin hat dieses eine deutlich verlangsamte Reaktionskinetik, denn es muf3 innerhalb

dieser Zeitspanne erst durch eine transkriptionelle de novo-mRNA-Synthese dargestellt

' R. P. McEver, M. N. Martin, J. Biol. Chem., 259 (1984), 9799-9804

20 C. L. Berman, E. L. Yeo, J. D. Wencel-Drake, B. C. Furie, M. H. Ginsberg, B. Furie, J. Clin. Invest. 78
(1986), 130-137

2I'p. E. Sternberg, R. P. McEvern, M. A. Shuman, Y. V. Jacques, D. F. Bainton, J. Cell. Biol., 101 (1985), 880-
886

22 H. Setiadi et al., J. Biol. Chem., 270 (1995), 26818-26826

3 P. P. Wilkins, R. P. McEver, R. D. Cummings, J. Biol. Chem. 271 (1996), 18732-18742

* T. Pouyani, B. Seed, Cell, 83 (1995), 333-343
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werden. 1985 wurde fiir das vermittelnde Rezeptormolekiil der Begriff ,,endothelial leukocyte
adhesion molecule-1“ (ELAM-1) eingefiihrt, heute wird es als E-Selektin bezeichnet.> Auch
E-Selektin wird nach Aktivierung endozytotisch von der Zelloberfliche entfernt und im
Lysosom abgebaut. 1989 waren Bevilacqua et al. in der Lage, cDNA von E-Selektin und in
Folge auch E-Selektin selbst zu erhalten®, und Vestweber gelang 1991 durch Liganden-
Affinititschromatographie die Isolierung des E-Selektin-Liganden-1 (ESL-1).*" Dieses
Glycoprotein besteht aus 1148 Aminosduren und weist innerhalb dieser Sequenz fiinf
potentielle N-Glycosylierungsstellen auf. Massenspektroskopische Untersuchungen an mit
Endoglycosidase F N-deglykosylierten ESL-1 und an der unglykosylierten Peptidsequenz

lassen vermuten, daB keine O-glycosidisch verkniipften Kohlenhydrate vorliegen. **

Durch die von Entziindungsmediatoren induzierte Selektinexpression wird die Dauer und
Intensitdt des Leukozytenrollens gesteuert, gleichzeitig kommen den verschiedenen
Selektinen unterschiedliche Aufgaben zu. Wéhrend in der Anfangsphase der Entziindung das
langgestreckte P-Selektin in Kombination mit L-Selektin das Zellrollen vermittelt, ist E-
Selektin durch seine langsamere Expressionskinetik fiir die Uberleitung zur festen Adhésion

der Leukozyten verantwortlich.

1.2.2.4 E-Selektin-Ligand-Wechselwirkung

Der Kohlenhydrat-erkennende Bereich der Selektine umfasst ca. 120 Aminosiuren und ist am
N-Terminus der endogenen Rezeptoren lokalisiert. Die Sequenz liegt hochkonserviert in einer
Vielzahl Ca*"-abhéngiger Lektine vor und ist anscheinend essentiell fiir eine approbate

Faltung einer Sekundarstruktur.”-°

M. P. Bevilacqua, E. Butcher, Ba. Furie, Br. Furie, M. Gallatin, M. Gimbrone, J. Harlan, K. Kishimoto, L.
Lasky, R. McEver, J. Paulson, S. Rosen, B. Seed, M. Siegelman, T. Springer, L. Stoolman, T. Tedder, A.
Varki, D. Wagner, 1. Weissman, G. Zimmerman, Cell, 67 (1991), 233

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

T A. Levinovitz, J. Miihlhoff, S. Isenman, D. Vestweber, J. Cell. Biol., 121 (1993), 449-459

% M. Lenter, A. Levinovitz, S. Isenmann, D. Vestweber, J. Cell. Biol., 125 (1994), 471-481

¥ K. Driekhamer, J. Biol. Chem., 263 (1988), 9557-9560

% M. S. Quesenberry, K. Driekhamer, J. Biol. Chem., 267 (1992), 10831-10841
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Von Lasky et al. konnten durch Punktmutationsstudien die fiir die Kohlenhydraterkennung

wichtigen Bereiche innerhalb der CRD lokalisiert werden.”'

Um die bioaktive Konformation des Kohlenhydratliganden im E-Selektin zu bestimmen,
konnen verschiedene Methoden angewendet werden. Durch transfer-NOE-Experimente
werden intramolekulare Abstinde des gebunden Liganden zum Rezeptor ermittelt und durch
molecular modelling-Studien diejenigen Konformationen erfasst, die die gegebenen
Beschrankungen erfiillen. Peters®” verwendete dafiir eine rekombinante Chimére aus E-
Selektin und humanem IgG, wobei die CRD-, die EGF- und sechs SCR-Dominen des E-

Selektins die Antigenbindungsstellen in IgG ersetzen.

Die simultane Messung von Bindungslingen und —winkeln geschieht durch Rontgen-
kristallographie. Die Cokristallisation von P-Selektin und E-Selektin mit dem
Tetrasaccharidliganden Sialyl-Lewis® 1 gelang Camphausen®. Durch Réntgenstrukturanalyse
dieser Komplexe konnte festgestellt werden, dafl die Bindung beider Selektine zum Ligand

nahezu identisch ist (s. Abb. 1.4).

Die Ca*'-gestiitzte Bindung der Selektine wird iiber die Seitenkettenfunktionen der
Aminosduren Glu®, Asn*, Asn'®, Asp'® sowie den Carbonylsauerstoff von Asp'®
vermittelt. Im Gegensatz zu einem frilheren Vorschlag® konnte gezeigt werden, daB die
Ligandenbindung auf der Verdringung je eines Calcium-gebundenen Wassermolekiils durch
die 3"-OH und 4"-OH-Funktion statt der 2"-OH und 3"-OH-Funktion der Fucose basiert.
Beide  Gruppen miissen  zusdtzliche  Bindungsenergie  aufbringen, um  die
Aminosiureseitenkette von Asn® und Glu® (4"-OH ) bzw. Asn'® (3"-OH ) des Rezeptors zu
stabilisieren. Die Galactosyl-Einheit nimmt {iiber die primdre Hydroxyfunktion
(Wasserstoffbindung an Glu’?) bzw. die 4'-OH Gruppe (Wasserstoffbindung an Tyr’*) an der
Komplexierung teil. Die Neuraminsdure bindet einzig mit der Sdurefunktion wahrscheinlich

an Arg97.

3I'D. V. Erbe, B. A. Wolitzky, L. G. Presta, C: r: Norton, R. J. Ramos, D. K. Burns, J. M. Rumberger, B. N. N.
Rao, C. Foxall, B. K. Bradley, L. A. Lasky, J. Cell. Biol., 119 (1992), 215-227

32 K. Scheffler, B. Ernst, A. Katopodis, J. L. Magnani, W. T. Wang, R. Weisenmann, T. Peters, Angew. Chem.,
107 (1995), 2034-2037

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

** C. R. Bertozzi, Chem. Biol., 2 (1995), 703-708
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Fuc-GlcNAe

GlcNAc-Gal-NeuNAc

Asn83| l 4 ksns":‘v‘

T\

Abb. 1.4 Bindungsverhiltnisse von Sialyl-Lewis* an E- und P-Selektin (Camphausen®, 2000)

Zusammenfassend lassen sich anhand von NMR- und Rontgenstrukturuntersuchungen die 2-,
3-, und 4-stindige Hydroxygruppe der Fucose sowie die 4- und 6-stindige Hydroxygruppe
der Galactose als essentielle Strukturmerkmale fiir eine direkte Bindung an den Rezeptor
nachweisen: Weiterhin nimmt die Carboxylfunktion der Neuraminsdure an der aktiven

Bindung teil, die komplette N-Acetylglucosamineinheit trigt nicht zur Bindungsfahigkeit bei.

HO,C 0
OR
H 5 NHAC
Ho L
HO'
AcHN——HO 2

Abb. 1.5 Fiir die Rezeptorbindung essentielle Strukturmerkmale
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1.3 Strukturelle Studien der Selektin-Liganden Sialyl-Lewis**

Das Tetrasaccharid Sialyl-Lewis‘r’/X dient aufgrund seiner positiven Bindungseigenschaften
gegeniiber allen drei Selektinen als Leitsubstanz fiir die Suche nach Antagonisten dieser
Rezeptoren. Unter Beibehaltung der fiir die Bindung notwendigen Funktionalititen, erhofft
man sich, durch Modifikationen des restlichen Geriists zu besser bindenden
Selektininhibitoren auf der Grundlage von Kohlenhydraten zu gelangen. Dariiber hinaus
konnen diese Ergebnisse wiederum zu einem verbesserten Verstdndnis von Konformation und

Wirkungsmechanismen beitragen.**~°

Da der chemische Aufbau glycosidischer Inhibitoren komplexe Syntheserouten {iber viele
Stufen erfordert und solche Substanzen eine hohe Hydrolyseanfilligkeit der glycosidischen
Bindungen aufweisen, wurden von  verschiedenen  Gruppen unterschiedliche
Vorgehensweisen zum Erhalt von mimetischen Antagonisten gewéhlt. Unter Beibehalt der
essentiellen Strukturmerkmale werden einzelne Kohlenhydrate im Laufe der Synthese durch

nichtsaccharidische Molekiile ersetzt, um so leichter zu stabileren Inhibitoren zu gelangen.®’

Da der Bindungsbeitrag der Neuraminsdure von der Saurefunktion ausgeht, scheint an dieser
Stelle lediglich eine unter physiologischen Bedingungen présente negative Ladung notwendig
zu sein. Die einfachste Abwandlung besteht im Ersatz der Neuraminsdure durch eine negativ

geladene Gruppierung an Position 3' der Galactose.

OH OH OH

OH OH OH
OH
o OH o) 0 OH
OH OH OH oy OH OH NHAc
) -O+P ‘00CA_—~0 0
0580 OH OHO 0;PO OH NHAc OH OH
3 4 5

Abb. 1.6 Trisacchharide als Mimetika fiir sLe**

3 B. K. Brandley, M. Kiso, S. Abbas, P. Nikrad, O. Srivasatava, C. Foxall, Y. Oda, A. Hasegawa, Glycobiology,

3(1993), 633-641

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

*TE. E. Simanek, J. McGarvey, J. A. Jablonowski, C. H. Wong, Chem. Rev., 98 (1998), 833-862
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Die von Hasegawa und Kondo® synthetisierten Verbindungen wie z. B. 3 weisen dhnliche
Bindungseigenschaften wie die endogenen Liganden auf; durch eine Phosphorylierung der
Galactose zu 4 konnte Kiessling hingegen die Affinitdt von Le” an E-Selektin um das 20-fache
steigern.” Die Fixierung eines Carboxylatanions wie an Verbindung 5 fiihrt jedoch zu einem

kompletten Aktivititsverlust.*

Besonders gute Ergebnisse lassen sich erzielen, wenn gleichzeitig die N-Acetylglucosamin-
einheit gegen ein vicinales Diol ausgetauscht wird. Das in Abbildung 1.7 gezeigte
Cyclohexandiol scheint am besten die Form und Starrheit des Pyranoserings zu imitieren. Die
Affinitdt des alkylierten Carboxylats 6 gegeniiber E-Selektin ist um den Faktor 8 hoher als die

des endogenen Liganden sLe*.*!

OH
OH OH OH

OOH OOH

OH OH O OH OH O
&O &o
“00C_ O ‘00C_ O
OH ~ OH
H SH
6 % 7

Abb. 1.7 1,2 trans-Cyclohexandiol als Ersatz der Glucose

Im diastereomeren (R)-Cyclohexylmilchsdurederivat 7 liegt die Sauregruppe fiir eine
Wasserstoftbriicke zum Rezeptor zu weit entfernt und eine natiirliche Konformation kann

nicht eingenommen werden. Ein volliger Aktivititsverlust ist die Folge.*

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

¥ D. D. Manning, C. R. Bertozzi, S. D. Rosen, L. L. Kiessling, Tetrahedron Lett., 37 (1996), 1953-1956

* G. Thoma, F. Schwarzenbach, R. O. Duthaler, J. Org. Chem., 61 (1996), 514-524

I R. Binteli, B. Ernst, Tetrahedron Lett., 38 (1997), 4059-4062

*2D- Henrichsen, B. Ernst, J. L. Magnani, W.-T. Wang, B. Meyer, T. Peters, Angew. Chem., 111 (1999), 106-
110
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Der Ansatz, mit Ausnahme der Fucose alle Kohlenhydrate zu ersetzen, fiihrt in einigen Féllen
zu einer leichten Steigerung der Bindungsaffinitit gegeniiber den Selektinen.” Die turn-
Region der Glucose wird durch verschiedene Diole bzw. Amide, die 4'-OH und 6'-OH-
Gruppe der Galactose durch funktionalisierte Aminosduren ersetzt. Auf diese Weise ist eine
Vielzahl unterschiedlicher Fucosylaminosduren zuginglich, die jedoch in ihrer

Bindungsfihigkeit am E-Selektin stark differieren.

bl o b

OH
o e 1b
oXOoH N o N

HO,C
OH
Ho X 719 on
HO'
AcHNT HO OH OH HO HO HO, ,OH HO,Z_>
hM N N N: e N
H O H o H O e O e 0
OH
OH
OH
OH
on o3
&6;014 o,
oL,
OH O, O\“/N COOEt
oHOL T T N
HOOC A~ AN N="-CONH(CH,),sCH; HOOC\A/J\O 0
H O
8 9

Abb. 1.8 Substitution der GIcNAc- und Gal-Einheit

# C. H Wong, F. Moris-Varas, S. C. Hung, T. G: Marron, C. C. Lin, K. W. Gong, G. Weiz-Schmidt, J. Amer.
Chem. Soc., 119 (1996), 8152-8158
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1.4 Pathologische Expression

Selektine sind im Verlauf inflammatorischer Reaktionen verantwortlich fiir die Adhésion und
Extravasation von Leukozyten in entziindetes Gewebe. Eine starke Uberexpression von
Selektinen kann bei einer Anzahl entziindlicher Erkrankungen beobachtet werden und

Ausloser fir Autoimmunkrankheiten sein.

Bei einer myokardialen Ischdmie kann es nach der Wiederherstellung der GeféaBdurchblutung
(Reperfusion) zu einer starken Einwanderung von Leukozyten in das betroffene Gewebe
kommen. Da das Ziel nach einem Infarkt die schnellstmogliche Beseitigung der Thromben
ist, miissen zur Risikominimierung Entziindungsprozesse in den geschidigten Arealen

unterdriickt werden. Durch die gezielte Blockierung der Selektine soll dies erreicht werden.**

Die Selektine spielen weiterhin eine wichtige Rolle bei diabetischen Gefa3schiaden
(Angiopathie). Eine dauerhaft erhohte Glucosekonzentration fithrt zu oxidativem Stress der
Endothelzellen und schlieBlich zur Expression von E-Selektin und anderen
Adhisionsrezeptoren. In einer vorangegangenen, irreversiblen Reaktion bilden sich aus
Glucose und Aminogruppen von Proteinen die sog. Advanced Glycation Endproducts (AGE),
die, gebunden an spezielle Oberflachenrezeptoren, den Transkriptionsfaktor kB aktivieren und
dadurch die Bildung von Selektinen ausldsen.*” Die ungebremste Invasion von Monozyten in

umliegendes Gewebe ist die Folge.

Auch wird eine Behandlung von Krebs durch Inhibierung von Selektinen diskutiert, da die
Selektine die Bindung metastasierender Krebszellen aus dem Blutstrom an das Gefaf3endothel
und damit die Invasion in gesundes Gewebe vermitteln.*® Obwohl die Bindungsmechanismen
noch nicht geklédrt sind und eine Vielzahl unterschiedlicher Krebsarten auf diese Weise
Sekundértumore ausbilden, scheinen die auf den Krebszellen vorkommenden glykosylierten

Strukturen Sialyl-Lewis" und Sialyl-Lewis® als Liganden zu fungieren.*”**

* T. Murohara, Cardiovasc. Res., 30 (1995), 965-974

* M. Morigi, J. Clin. Invest., 101 (1998), 1905-1915

% L. Biancone et al., J. Exp. Med., 183 (1996), 581-587

7 M. Sato et al., Anticancer Res., 17 (1997), 3505-3512

* T. Krause, G. A. Turner, Clin. Exp. Metastasis, 17 (1999), 183-192
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2 Zielsetzung

Selektine nehmen im Rahmen inflammatorischer Prozesse eine zentrale Rolle bei der
Rekrutierung von Leukozyten ein. Durch vielfaltige Kohlenhydrat-Proteinwechselwirkungen
der Adhé&sionsmolekile mit ihren Kohlenhydrastrukturen-tragenden Liganden kommt es zum
Anheften von Leukozyten am GeféaBendothel und in Folge weiterer biochemischer Prozesse
zur Internalisierung dieser Leukozyten in entziindetes Gewebe. Pathogene Veranderungen des
Immunsystems fiihren zu gesteigerter Expression von Selektinen und als Konsequenz zur
Ausbildung verschiedener Krankheiten wie rheumatoider Arthritis oder auch zur AbstoRung
transplantierter Organe. Es wird deshalb versucht, die Adhasion endogener Liganden an ihre
Rezeptoren vom Selektin-Typ durch die Gabe synthetischer Oligosaccharide bzw. davon
abgeleiteter nichtsaccharidischer Mimetika zu unterdriicken. Diese Strukturen (vgl.
Einleitung) binden bisher jedoch nur mit einer geringen Affinitat an L-, P- und E-Selektin und

werden deshalb nicht als Antiadhdsiva eingesetzt.

Die Partialsequenz 664-684 des E-Selektin-Liganden-1 (ESL-1) 10 liegt in den
Glycoproteinen MG-160 (Ratte/Mensch) und CRF (Huhn) hochkonserviert vor. Da diese
Sequenz zudem eine der funf potentiellen N-Glycosylierungsstellen aufweist, zahlt sie
wahrscheinlich zu den biologisch aktiven Teilen des Liganden und sollte zu einer
Rezeptorbindung entscheidend beitragen. Deshalb wird diese Sequenz zum Aufbau des

komplexen Glycooctadecapeptids 11 ausgewahilt.

-Val®®>-Glu-Cys-Arg-Asp-lle-Val-Gly-Asn-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-11e®®2- 10

NH_ NH,
ﬁ/
COH CO.H CO,H COH
HN\/J leNHVJNH NHVJ \I;\HVJNH«WNHVJNH NHVJN:lWNHVﬂN:lWNHVJNH NHVi \I;f
ScoH © \F "COH
HoHO.

NHAC
of
H 0. %0

HO\%%/

RO
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Die Bereitstellung von 11 soll durch eine automatisierte Peptidsynthese mit einer N-

Glycosylaminosaure 12 durchgefuhrt werden.

bzw. <R = SO4H >

b

Dazu soll im ersten Teil der Arbeit ein Syntheseweg ausgearbeitet werden, um diese der
Leitstruktur 2 verwandte  Struktur 12 im  MultigrammmaRstab aus den
Monosaccharidbausteinen 14, 16, 18 und 19 zu synthetisieren. Als Alternative zur

Sialylierung (12a) wird die regioselektive Sulfatierung des Bausteins 13 an Position 3'

angestrebt (12b).

OBn OH

OBn OH
o OH
OH OH
OH o
O OR

Bn
OBn
Q
N3

(6]
o (0]
H HO,C Q
OBn 2 &lo
O 0 Ho. QH o ° OH NHAC
RO (0] HO"

OH AcHN" HO

1

NHAC Sialyl-Lewis? 2
3
H H OBn
0OBn
OBn — OBn
AcO  OAc COR (Bn 0 16
5 OBn SEt
A O \\\\\\
ACHN 2 X H oBn OB,
AcO Q 0
Homm'\‘s QAc (-0
OH NHAc — 0Bn Pt O Q
~ Q. ~o N, 17
14 R =Me, Bn 15 AcO NHAc
X = SEt, SC(S)OEt AcO
OAc
OBn
o Ph/EO o
AcO HO N,
AcO X NHAc
19 X = OC(NH)CCls, Br 18

Nach erfolgreicher Darstellung der Vorstufe 13 soll das anomere Azid unter Beibehalt aller
Benzyletherschutzgruppen schonend und stereoselektiv  reduziert und mit einem

Asparaginsaurederivat zu der Glycosylaminoséure 12 verkntipft werden.
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Eine regioselektiv sulfatierte Glycosylaminosdure wie 12b und ihr Einsatz in der

Festphasenpeptidsynthese ist in der Literatur bisher nicht beschrieben worden

Um das Zielmolekdl als potentiellen Antagonisten der Zelladhasion gegen enzymatische
Hydrolyse zu schiitzen, wird die im endogenen Liganden vorkommende L-Fucose gegen D-
Arabinose ausgetauscht. Diese weist die gleiche Konformation wie L-Fucose auf, kommt im

Gegensatz zu dieser im S&ugetierorganismus jedoch nicht vor.

Die Verwendung der extrem sdurelabilen Sulfatgruppe und der ebenfalls acidolytisch
spaltbaren Arabinosid-Bindung verbieten den Gebrauch sédureempfindlicher Schutzgruppen
und Ankersysteme. Fir diesen Zweck soll daher das in der Arbeitsgruppe Kunz entwickelte
fluoridlabile PTMSEL-Ankersystem 20 ausgehend von 23 in einer mehrstufigen Synthese

dargestellt werden und als Linker in der Festphasenpeptidsynthese Verwendung finden.

Q 0
O/\NJ\/O 0 K AIIO)J\/ °
H )J\/N ———
0" Y~ “Fmoc OH
Si(CH3z); R Si(CHg)s
20
EEO or
————— —————)
OH
Si(CH3)3

OEE
22 23
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3 Allgemeiner Teil

3.1 Synthese der Monosaccharidbausteine

Die Darstellung des Arabino-Sialyl-Lewis® 13a bzw. des Arabino-Sulfo-Lewis® 13b wird auf
linearem Weg aus den orthogonal geschiitzten Monosaccharidbausteinen 14, 16, 18 und 19
angestrebt. Die Synthesestrategie wird so gewéhlt, dafl das Oligosaccharid 12 durch maximal
zwel zueinander orthogonale Schutzgruppenarten blockiert wird, was die Deblockierung der

Zielstruktur 24 vereinfacht,***!

OAc

Ph/vo%& OBnO
HO N3 AcO
NHAc AcO
X
18 19 X =O0C(NH)CCl;, Br
AcO  OAc CO,R OBn
AcO PBn OB
C 11
AcHN /X o B
HO SEt
14 R=Me, Bn 16

X = SEt, SC(S)OEt

Abb. 3.1 Monosaccharidbausteine

In den Kapiteln 3.1.1 bis 3.1.4 wird die Synthese der Monosaccharidbausteine 14, 16, 18 und
19 aus den ungeschiitzten Kohlenhydraten D-Neuraminsédure, D-Arabinose, L-Glucose und L-

Galactose beschrieben.

# W. Stahl, U. Sprengard, G. Kretzschmar, H. Kunz, Angew. Chem., 106 (1994), 2186
0'U. Sprengard, G. Kretzschmar, E. Bartik, C. Hiils, H. Kunz, Angew. Chem., 107 (1995), 1104
°' M. Rosch, H. Herzner, W. Dippold, M. Wild, D. Vestweber, H. Kunz, Angew. Chem, 113 (2001), 3954-3957
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3.1.1 Synthese des Glucosaminbausteins

Ausgehend von Glucosaminhydrochlorid 26 wird mit Natriummethanolat das Amin
freigesetzt und anschlieBend mit Acetanhydrid selektiv N-acetylier‘[.52 Die Acetylierung der
weniger reaktiven Hydroxygruppen gelingt mit Acetylchlorid, wobei sich unter Einfluf3 des in
situ gebildeten Chlorwasserstoffs die a-Halogenose 27 bildet.”> In einer Phasen-
transferreaktion wird mit einem geeigneten Katalysator (Aliquat®336) und Natriumazid das

54,55,56

Chlorid gegen Azid ausgetauscht. Nach Entfernen aller Acetylschutzgruppen unter

Zemplén-Bedingungen®’ werden anschlieBend selektiv die 4- und 6-Position als

1°® blockiert. Die Reaktionen laufen unter hohen Ausbeuten ab. Nach

Benzylidenaceta
Chromatographie an Kieselgel erhdlt man den Glucosebaustein 18. Alle Zwischen-

verbindungen konnen durch Umkristallisation problemlos gereinigt werden.

OH OAc OAc
HO 0 ab AcO 0 c AcO Q
HO OH —_ = AcO —_— AcO N3
¥ AcHN AcHN
NH; cr Cl
26 27 28
d HO o PHT\-O 0
e 0
— Hmm — HO Ns
AcHN AcHN
29 18

Abb. 3.2 Darstellung des N-Acetylglucosaminbaustein 18
a) NaOMe/MeOH, Ac,0, 20°C, 77%; b) AcCI/HCI, 20°C, 61%; c) NaN;, Aliquat®336, CH,Cl, / H,0, 20°C, 2d, 81%; d) NaOMe/MeOH,
20°C, quant; €) pTos-OH, Benzaldehyddimethylacetal / MeOH, 20°C, 98%

3.1.2 Synthese des Galactosebausteins

Ausgehend von o,B-D-Galactose 27 wird die in Abbildung 3.3 schematisch dargestellte

Syntheseroute gewihlt. Hierzu werden die zueinander cis-standigen Hydroxygruppen 1'- und

2y, Inouye, K. Onodera, S. Kitaoka, S. Hirano, J. Am. Chem. Soc., 718 (1956), 4722-4724
3D. Horton, A. L. Johnson, B. C. McKusik, Org. Synth., 46 (1966), 1-5

" H. Kunz, H. Waldmann, J. Mirz, Liebigs Ann. Chem., 111 (1989), 45-49

>> K. von dem Bruch, Dissertation, (1993), Universitit Mainz

36 L. Szilagyi, Z. Gyorgydeak, Carbohydr. Res., 143 (1985), 21-41

7 G. Zemplén, A. Kunz, Chem. Ber, 56 (1923), 1705

¥ M. Shaban, R. W. Jeanlosz, Bull. Chem. Soc. Jap., 54 (1981), 3570-3576



Allgemeiner Teil 19

2' bzw. 3'- und 4' mit Hilfe von Aceton und CuSOy als Isopropylidenacetale geschiitzt.” Fiir
eine schnellere Reinigung ist eine Hochvakuumdestillation der S&ulenchromatograhie
vorzuziehen. Dabei hat sich eine Crigée-Apparatur mit Normschliff 29/32 sowie ein schnell
aufheizbarer Heizpilz bewihrt. Wird der Kolben, z.B. in einem Olbad, zu langsam erhitzt,
verringert sich die Ausbeute auf Grund von Zersetzungsreaktionen merklich.*

Nach Deprotonieren mit Natriumhydrid kann die Position 6' des Galactosebausteins mit
Benzylbromid zu 32 alkyliert und das Produkt anschlieend ebenfalls destillativ gereinigt
werden (70%). Das Entfernen der Isopropylidenschutzgruppen gelingt quantitativ durch
Erhitzen von 32 in 60%iger Essigsiure innerhalb von zwei Tagen.®’ Ohne weitere Reinigung
lassen sich nach dem Einengen der Reaktionsldsung die sekundidren Hydroxygruppen in
Pyridin mit Acetanhydrid unter Steglich-Bedingungen acetylieren. Verbindung 35 kann so

uber zwei Stufen in einer Ausbeute von 79% erhalten werden.

OH 0
OH OH O
0 a \{&‘ b \( OBn_
HO _— W —_— o
on OH o %) 0
0
—0 —\0
30 31 32
0ACoBy OAcop, OAcop,
—ed. Om —— m : A o&
c DA OAC AcO oA~ OH c 0 Ac"""O\“/CC13
NH
33 34 35

Abb. 3.3 Darstellung des Galactosetrichloracetimidats 35
a) Aceton / CuSOs, 20°C, quant; b) /. NaH, DMF, 20°C, 30min, 2. BnBr, 20°C, 2d, 70%; c) 60% AcOH, reflux, 1d; d) Pyridin, Ac,0,
DMAP, 2h, 20°C, 79% (2 Stufen); €) N,H,* CH;CO,H, DMF, 45°C, 50% ; f) CCI;CN, DBU, DCM, 50°C, 57%

Zur Synthese des Galactosyltrichloracetimidates 35 wird mittels Hydrazinacetat in DMF®
selektiv die anomere Position des Galactosylderivates 33 freigesetzt, und anschlieBend
basenkatalysiert das elektronenarme Trichloracetonitril®® an das intermediir entstehende
Alkoholat von 34 addiert. Beide Reaktionen gelingen nur in méiBigen Ausbeuten von 50%

bzw. 57%.

0. T. Schmitt: Methods in Carbohydrate Chemistry, 11, (1963), 318

5 H. Herzner, Dissertation Universitit Mainz, 2001

SUE. F. L. Anet, Carbohydr. Res., 7 (1968), 84-90

62 A Lubineau, Y. Queneau, Tetrahedron, 45 (1989), 21, 6697-6712

8 K. H. Jung, M. Hock, R. R. Schmidt, Liebigs Ann. Chem., (1989), 1099-1106
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Aufgrund der unzureichenden Ausbeuten der Schritte e und f, wurde nach einer Alternative
gesucht, einen Galaktosyldonor auf einfache Weise in ausreichender Menge darzustellen. In
vorangegangenen Arbeiten® wurde das Galactosylbromid 36 durch Umsetzung des anomeren
Acetats 33 mit Titantetrabromid® in einem Dichlormethan/Essigester-Gemisch erhalten,
zugleich aber auch auf dessen hohe Hydrolyseempfindlichkeit verwiesen. Eine Einfiihrung
des Bromids in die 1'-Position durch den Einsatz von Bromwasserstoffsdure in Eisessig ist
zwar moglich, wegen der Sdurelabilitit der 6'-Benzyletherschutzgruppe wird eine Ausbeute

von 60% jedoch selten {iberschritten.

In dieser Arbeit wird die Darstellung der Halogenose analog einer literaturbekannten
Vorschrift von Montero®® und Matta®” durchgefiihrt. Die an der anomeren Position acetylierte
Galactose 33 wird bei Raumtemperatur unter einer Argon-Atmosphire mit vier Aquivalenten
Trimethylsilylbromid und 5 mol% Bismuth(III)bromid versetzt und drei Stunden geriihrt (s.
Abb. 3.4). Die Lewis-Sdure BiBr; erzeugt dabei durch Abstraktion eines Bromids des TMSBr
ein Trimethylsilylkation. Dieses greift elektrophil am Carbonylsauerstoff der anomeren
Acetylgruppe an, fiihrt zu deren Austritt, und erzeugt dadurch am C1' eine positive Ladung.
Durch die Riickbildung des Katalysators steht ein Bromid zur Verfiigung, welches durch
nukleophilen Angriff die Halogenose 36 bildet. Nach wiéssriger Aufarbeitung erhélt man den

Galactosylbaustein in reproduzierbar sehr hoher Ausbeute von 97%.
OAc OBn
AL
AcO
¢ AcO /8‘

TMS" + BiBry’ OSiMe; |\ BiBr,” ——

T

TMS-Br + BiBr, BiBr; + Br-

OAc OBn OAc OBn
AcO AcO
AcO O
\([)]/ AcO Br
33 36

Abb. 3.4 Synthese des Galactosylbromids 36
a) TMSBr, BiBrs;( 5mol%), CH,CL, 20°C, 6d, 97%

8 K. Peilstocker, Diplomarbeit (1995), Universitit Mainz

% H. Paulsen. W. Rauwald, U. Weichert, Liebigs Ann. Chem., (1988), 75

5 J. L. Montero, J. Y. Winum, A. Leydet, M. Kamal, A. A. Pavia, J. P. Roque, Carbohydr. Res., 297 (1997),
175-180

67J. Xia, T. Srikrishnan, J. L. Alderfer, R. K. Jain, C. F. Piskorz, K. L. Matta, Carbohydr. Res., 329 (2000), 561-
577
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3.1.3 Synthese des Arabinosebausteins

Um die Stabilitit des Sialyl-Lewis’-Bausteins unter physiologischen Bedingungen zu
erhohen, wird die im nativen Liganden vorkommende L-Fucose durch die konfigurativ und
konformativ weitgehend dhnliche D-Arabinopyranose ersetzt. Analog zu einer Vorschrift von
Lonn® 14Bt sich D-Arabinose 37 in Pyridin unter langsamer Zugabe von Acetanhydrid
quantitativ zu 38 acetylieren. Zur Einfilhrung des Ethylhiolglycosids muss aufgrund der
Sdurelabilitit der Arabinose strikt auf die Einhaltung gewisser Reaktionsbedingungen
geachtet werden.” In Anwesenheit von Ethanthiol wird die anomere Position mit
Bortrifluoridetherat in Dichlormethan bei -15°C aktiviert. Steigt die Temperatur auf
Raumtemperatur an, treten vermehrt Nebenprodukte auf. Sehr wichtig ist ebenfalls die
Neutralisation des noch kalten Reaktionsansatzes mit zum eingesetzten Bortrifluoridetherat
dquimolaren Mengen an Triethylamin. Trotz einer sehr genauen Kontrolle der
Reaktionsbedingungen wird das Thioarabinosid 39 nur in einer méBigen Ausbeute von 28%

erhalten.

OH OAc OAc
OH oH OAc b OAc oA
5 a o OAc o c
37 38 39

OH OBn
OH OBn
_c . OH d OBn
o o)
SEt SEt
40

16

Abb. 3.5 Synthese des Arabinosebausteins 16
a) Pyridin, Ac,0, 20°C, 3h, quant.; b) CH,Cl,, EtSH, BF;*OEt,, -15°C, 5d, 28%; ¢) NaOMe / MeOH, Amberlyst15, 20h, 20°C, quant.; d)
NaH, DMF, 0°C—20°C, BnBr, 6h, 20°C, 93% (2 Stufen)

Die anschlieBende Deblockierung unter Zemplén-Bedingungen liefert quantitativ das
Ethylthioarabinosid 40 fiir die nachfolgende Veretherung der 2"-, 3"- und 4"-Position mit
Natriumhydrid und Benzylbromid. Nach einer abschlieBenden Chromatographie erhélt man
die 1-Ethylthio-2,3,4-tri-O-benzyl-a,B-D-arabinopyranose 16 in einer Gesamtausbeute von

26%.

% H. Lonn, Carbohydr. Res., 139 (1985),105-113
8 M. Rosch, Diplomarbeit (1996), Universitit Mainz
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3.1.4 Synthese der Neuraminsauredonoren

Fir die direkte chemische Sialylierung existiert eine Reihe unterschiedlichster Donor-
Promotorsysteme.”’ Die fiir Glykosylierungen oft verwendeten Bromide, Fluoride und
Trichloracetimidate spielen hierbei jedoch nur eine untergeordnete Rolle; vielmehr finden

anomere Thioether und Ethoxydithiocarbonate (Ethylxanthogenate) bevorzugt Anwendung.

Die Synthese der 2-Thio-a,B-D-neuraminsédurederivate 44a,b fult auf Arbeiten von 4. Marra
und P. Sinap.”" Ausgehend von kommerziell erhiltlicher N-Acetyl-D-neuraminsiure 41 lisst
sich die freie Sdurefunktion mit katalytischen Mengen saurem lonenaustauscher in Methanol
quantitativ. zum Methylester umsetzen. Die anschlieBende Acetylierung der freien
Hydroxygruppen unter Standardbedingungen zu Verbindung 43 gelingt glatt. Die Einfiihrung
der Thioabgangsgruppe mit Bortrifluoridetherat und dem entsprechenden Mercaptan verlauft

in durchweg guten Ausbeuten.”

Ho ©OH CO,H o OH CO,Me
W o A
AcHN AcHN H
HO HO
41 42
AcO, PAe CO,Me Ao DAC CO,Me
b AcO™ 0 A c
ACHN OAe AR O/ SR
AcO AcO
43 44a R =Ft
44b R=Ph

Abb. 3.6 Synthese der Neuraminséurederivate 44
a) Dowex WX50, MeOH, 20°C, 8h, quant.; b) Pyridin, Ac,0, 20°C, 17h quant.; ¢) BF; * OEt,, CH,Cl,, 20°C, EtSH, 81% (CsHsSH, 83%)

Wihlt man als permanente Schutzgruppe der Saurefunktion einen hydrogenolytisch
spaltbaren Benzylester, so mufl die Synthese modifiziert werden (vgl. Abb. 3.7). Es werden
zunichst alle Hydroxylfunktionen der N-Acetyl-D-neuraminsédure 41 mit Acetanhydrid in
Pyridin (1:3) zu 45 acetyliert und dann die verbleibende Saurefunktion mit Césiumcarbonat in
Ethanol in das entsprechende Salz iiberfiihrt. Nach Wechsel des Ldsemittels zu

Dimethylformamid kann das Carboxylat in einer nukleophilen Substitutionsreaktion mit

"0 K. Okamoto, T. Goto, Tetrahedron, 46 (1990), 5835-5857
"' A. Marra, P. Sinay, Carbohydr. Res., 187 (1989), 35-42
28, Cao, S. J. Meunier, F. O. Andersson, M. Leteilier, R. Roy, Tetrah. Assym., 5 (1994), 2303-2312
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Benzylbromid zum Benzylester 46 reagieren.”” Der Thioether 47 lisst sich iiber eine von

BF;+Etherat vermittelte Substitutionsreaktion darstellen (Abb. 3.7).

Ho PH CO,H Ao PAc CO,H
HQm a AcQmm O OAc
AcHN AcHN
AcO
45

>/ 20~/ "ou
HO
41

AcO PAc CO,Bn Aco  PAc CO,Bn
b AcOmm 0O OAc c AcOm 0 SEt
AcHN AcHN:
AcO AcO
46 a7

Abb. 3.7 Synthese des Neuraminséuredonors 47
a) Pyridin, Ac,0, 20°C, 19h, quant.; b) 1. Cs,CO;, EtOH, 20°C, 10 min; 2. BnBr, DMF, 20°C, 4h, 73%; c) BF;* OEt,, DCM, EtSH, 20°C,
78%

o 4,75,76
Von Sinaj et al.”*"’

wurden Xanthogenate als Donoren zur Glycosylierung primérer
Hydroxygruppen verwendet. Das hier vorgestellte O-Ethylxanthogenat 48 erwies sich auch

bei Sialylierungen zum Aufbau tumorassoziierter Antigene als geeignet.”’

AcO OAc CO,Bn AcO. OAc CO,Bn AcO OAc CO,Bn
AcOm O OA a AcQrm o) b AcQm 0 S Et
ACW ¢ AcHN cl AcHN ~
AcO AcO AcO S
46 47 48

Abb3.8 Synthese des Neuraminscuredonors 48
a) AcCl, 20°C, 14h, quant.; b) KSC(S)OEt, Aceton, 20°C, 60%

Ausgehend von dem bekannten peracetylierten Sialinsdurebenzylester 46 wird durch 20
stlindiges Riihren in Acetylchlorid mit wenigen Tropfen Wasser das anomere Chlorid 47
dargestellt.”® Durch eine einfache Substitutionsreaktion mit Kalium-ethoxy-dithiocarbonat als

Nukleophil in Aceton erhélt man das Xanthogenat 48 in einer akzeptablen Ausbeute von 60%.

P, V. Nikrad, M. A. Kashum, K. B. Vlasishutz, G. Alton, A. P. Venot, Carbohydr.Res., 250 (1993), 145-151
"* A. Marra, L. K. Shishun, F. Gauffeny, P. Sinay, Synlett, 8 (1990), 445-449

" P. Sinay, Pure Appl. Chem., 63 (1991), 519-528

® A. Marra, F. Gauffeny, P. Sinay, Tetrahedron, 47 (1991), 5149

77.C. Brocke, Dissertation (2003), Universitit Mainz

8 V. Martichonok, G. M. Whitesides, J. Org. Chem., 61 (1996), 1702-1706
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3.2 Lactosaminsynthese

In ersten Versuchen wurde die Synthese des Lactosamindisaccharids 17 nach der
Trichloracetimidatmethode angestrebt. Der Galactosyldonor 35 wird hierbei in
eineinhalbfachem UberschuB zusammen mit dem Akzeptormolekiil 18 in Dichlormethan
gelost. Man kiihlt auf —15°C ab und versetzt die Mischung tropfenweise mit

Timethylsilyltrifluormethansulfonsiure (TMS-Triflat).”” Die Umsetzung verlduft sehr

langsam.
0B OAc_ Ph
n |
Q COBn /VO 0}
Ph\"O o O
AcO + 0 Q a , 0 N
0._CCl 3
OAc \"/ 3 HO N, AcO NHAc
NH NHAc OAc

35 18 17

Abb. 3.9 Darstellung des Disaccharids Galf{(1—3)GlcNAc 17 nach Schmitt
a) TMSOTT{, DCM, -15°C, 6d, 30%

Wahrscheinlich bildet die freie Hydroxylgruppe des Glycosylakzeptors eine intramolekulare
Wasserstoftbriicke zur N-Acetylgruppe aus, was sowohl fiir die schlechte Loslichkeit in
Dichlormethan als auch fiir die geschwichte Nukleophilie des Akzeptors verantwortlich sein

konnte .

"ol
o N
o

18

Abb. 3.10 Reaktivitdtsminderung aufgrund einer intramolekularen Wasserstoffbriicke

Nach einer Reaktionszeit von insgesamt sechs Tagen wird neben dem gewiinschten
Zielmolekiil auch die Bildung zahlreicher Nebenprodukte (Eliminierung von Essigsdure,
Anhydridbildung) beobachtet. Nach Aufarbeitung und chromatographischer Reinigung erhilt

man so in miBigen Ausbeuten von 30% das vollstindig geschiitzte Lactosaminderivat 17.
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Eine Alternative zur Trichloracetimidatmethode stellt das von Koenigs und Knorr'

beschriebene Glykosylierungsverfahren dar. Allgemein versteht man darunter die Aktivierung
von Halogenosen (Glykosylchloride und -bromide) mit Schwermetallsalzen wie Silber(I)oxid,
oder Silber(I)carbonat. Nach zahlreichen Versuchen zur Optimierung wird diese Synthese
unter Helferich-Bedingungen® mit Quecksilber(I)cyanid als Promotor in einem Gemisch aus
Dichlormethan und Dichlorethan (1:1) durchgefiihrt. Den Galactosyldonor 36 erhilt man, wie
unter Kapitel 3.1.2 beschrieben, in nahezu quantitativen Ausbeuten. Der Glycosylakzeptor 18
wird mit ca. drei Aquivalenten Galactosylbromid 36 in dem genannten Ldsemittelgemisch
suspendiert, mit einer zum Donor dquimolaren Menge an Hg(CN), versetzt und unter Licht-
und Feuchtigkeitsausschluss 6 Tage geriihrt. Gegeniiber anderen Promotoren wie den
erwdhnten Silbersalzen hat Quecksilbercyanid den Vorteil, wahrend der Synthese anstatt
Wasser leicht fliichtige Blausédure freizusetzen, welche den Fortgang der Reaktion nicht

behindert.

OAc
OBn OAC Ph
0 N Ph/EO o _a
AcO
AcO HO N3 NHAc
Br NHAc
18

36

Abb. 3.11 Darstellung des Disaccharids Galf(1—3)GlcNAc 17 nach Helferich
a) CH,Cl, / C;H,Cl, (1:1), Hg(CN),, 20°C, 6d, 97%

Durch die Verwendung von 1,2-Dichlorethan als Co-Solvens kann die Effizienz dieser
Reaktion deutlich gesteigert werden. In dem sonst {iblichen Dichlormethan/Nitromethan

Gemisch werden lediglich Ausbeuten von 65% erreicht.**

Die ausschliefliche Bildung der [-glykosidischen Bindung wird durch die
nachbargruppenaktive Acetylschutzgruppe in 2-Position des Donors erreicht (vgl. Schema
3.1). Nach dem vom Promotor vermittelten Abgang der Fluchtgruppe greift die
Estercarbonylgruppe das gebildete Oxycarbeniumion | von der Unterseite her an, was zu

einem Acyloxoniumion-Intermediat |l fiihrt. Dem Alkohol bleibt zum nukleophilen Angriff

” W. Koenigs, E. Knorr, Ber. Dtsch. Chem. Gesell., 34 (1901), 957-981
%0 B. Helferich, K. F. Wedemeyer, Liebigs Ann. Chem, 563 (1949), 139
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auf das anomere Zentrum aus sterischen Griinden bevorzugt die nichtabgeschirmte Oberseite,
und nach Offnung des cyclischen Acetals entsteht das 1,2-trans-orientierte B-Glykosid I11.
Greift die Alkoholkomponente am Dioxoleniumkohlenstoff an, so hat dies die Bildung des

entsprechenden Orthoesters 1V zur Folge.

OA
OAc g OAc OBno ¢ OBn
0 HgCN), & 0
AcO c O OR
OAc AcO oo T OAc

AcO A
O o ‘_\
Br 0] .
T / +Y | ROH B-Glycosid 11
R-O-H

OBn
O
OAc OBn
O+ AcO 5
AcO 0
0740 ><OR
Orthoester 1V

Schema 3.1 Mechanismus der S-Glykosylierung und Orthoesterbildung

Die selektive PB-Glykosylierung unter Bildung von 17 konnte durch NMR-Spektroskopie
nachgewiesen werden. Die diaxiale Kopplungskonstante der vicinalen Protonen H-1' und H-2'
betrdgt 7.72 Hz und ist damit deutlich groBer als die fiir den Fall eines a-Glycosids zu
erwartende axial-dquatoriale Kopplung (J;» ~ 3-4 Hz). Nach Aufarbeitung und
sdulenchromatographischer Reinigung erhdlt man das Disaccharid in einer Ausbeute von

97%.

Die nachfolgende Offnung des Benzylidenacetals® wird acidolytisch mit einer gesittigten
Losung von HCI in Ether und einem groBen UberschuB (12 Aquivalente) an
Natriumcyanoborhydrid — durchgefiihrt. Der Chlorwasserstoff greift den sterisch
abgeschirmten, aber basischeren sekundiren Sauerstoff der 4-Position an und lenkt die
Ringdffnung thermodynamisch zum 6-O-Benzyletherprodukt. Die Reaktion ist dabei so
schonend, dal3 die anomere Azidogruppe nicht angegriffen wird. Um zu saure Bedingungen
zu vermeiden, muss die Reaktion diinnschichtchromatographisch kontrolliert werden. Wird
keine Umsatzsteigerung mehr beobachtet, neutralisiert man den Ansatz mit festem
Natriumhydrogencarbonat und wéscht anschlieBend sorgfiltig mit einer 5%igen

Ethanolaminlésung.

81 P J. Garegg, H. Hultberg, S. Wallin, Carbohydr. Res., 108 (1982), 97-101



Allgemeiner Teil 27

OBT]O &/ OBH OBH
© 0 HOT N3
5 Ac NHAc NHAC
17 49

Abb 3.12 Regioselektive Ringoffnung
a) HCI-Ether, NaCNBH;, THF, 0°C, 2d, 62%

Es ist auf dieser Stufe sehr wichtig, eventuell vorhandene borhaltige Verunreinigungen zu
entfernen, da diese sich an die freien Hydroxygruppen anlagern und nachfolgende
Glykosylierungen beeintrachtigen konnen. Nach zweifacher Chromatographie an Kieselgel

kann das Produkt 49 in einer Ausbeute von 62% isoliert werden.

3.3 Synthese des Trisaccharids Lewis®

Zum regioselektiven = Aufbau des Lewis’-Bausteins wird das  perbenzylierte
Ethylthioarabinosid 16 mit Kupfer(Il)bromid und Tetrabutylammoniumbromid aktiviert.
Nach einer Methode von Ogawa®” kénnen durch Zusatz von CuBr; stabile Thioglycoside in
die reaktiveren Glycosylbromide iiberfiihrt werden. Besonders bei groBen Ansétzen hat sich

diese indirekte Vorgehensweise im Vergleich zum Einsatz der instabileren Bromide bewihrt.

OBn OBn
OBn OBn
5 OBn CuBr, 0 OBn
SEt Br
16 11

Schema 3.2 Bromierung nach Ogawa

Um den stereochemischen Ausgang der Glykosylierung in Richtung des gewiinschten axialen

83,84

Produkts zu lenken, wird das in situ-Anomerisierungsverfahren nach Lemieux """ angewendet

(s. Abb. 3.13). Das axiale Pyranosylhalogenid Il liegt in einem durch Tetrabutyl-

8218, Sato, Y. Ito, T. Ogawa, Carbohydr. Res., 155 (1986), c6-c10
¥ R. U. Lemieux, K. B. Hendriks, R. V. Stick, K. James, J. Am. Chem. Soc., 97 (1975), 4056-4062
¥ R. U. Lemieux, J. I. Haymi, Can. J. Chem, 43 (1965), 2162-2173
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ammoniumbromid vermittelten Gleichgewicht mit seinem reaktiveren f-Anomeren Il vor.
Letzteres reagiert sofort mit dem Disaccharidaktzeptor 49 unter Bildung einer neuen a-(1—4)

arabinosidischen Bindung und wird dem Gleichgewicht entzogen.

Aufgrund der sterischen Hinderung an Position 4 des Glucosamins durch den
Galactosylbaustein an Position 3 und den Benzylether an Position 6 wird die ohnehin geringe
Reaktivitit der dquatorialen Position 4 weiter gemindert. Der Arabinosebaustein 16 wird

deshalb in dreieinhalbfachem UberschuB in die Synthese eingebracht.

OBn OB Bu.NB OBn OB OBn
n u, r n OB
o BuiNBr CA R Th S A
Br L
T Br 1
OAcOBn OBn
AcO OAs NHAC
49
OBn
OBn
OBn
0
OACOB“ OBn
A
AcO o N;
¢ OAc NHAG
50

Abb 3.13 Darstellung des vollstindig geschiitzten Arabino-Lewis®-Azid 50
a) BusNBr, 20°C, 6d, 84%

Nach einer Reaktionsdauer von 6 Tagen wird die Reaktion abgebrochen und das blockierte

Trisaccharid 50 in einer Ausbeute von 84% erhalten.

Da eine nachbargruppenaktive Schutzgruppe wie Acetyl oder Pivaloyl an C-2" der Arabinose
fehlt, bildet sich bevorzugt das o-Glykosid. Die Kopplungskonstante der benachbarten
Arabinosylprotonen H-1" und H-2" betrdgt 3.6 Hz was, auf eine axial-dquatoriale Stellung der

Protonen schliefen l&sst.
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Um das Trisaccharid 50 weiter zu funktionalisieren, werden unter Zemplén-
Umesterungsbedingungen die acetylischen Schutzgruppen der Positionen 2', 3' und 4' der

Galactose entfernt. AnschlieBend kann die Sialinséure regioselektiv eingefiihrt werden.

OBn OBn
OBn OBn
o OBn o OBn
QAC 0B B
OBn nO a OBn OBn
(0] - > O
AcO o N; HO 0 N,
OAc NHAc OH NHAc
50 15

Abb. 3.14 Entfernung der Acetylschutzgruppen nach Zemplén
a) NaOMe / MeOH, 20°C, 3h, 93%

3.4 Synthese des Tetrasaccharids Arabino-Sialyl-Lewis"

Das anomere Zentrum der Sialinsdure befindet sich in direkter Nachbarschaft zu einer
Estergruppe. Dieser Ester, der als freie Carbonsdure einen groflen Beitrag zur Wirksamkeit
des Pharmakophors leistet, reduziert durch elektronische (-M/-I)-Effekte die Stabilitit des
nach Aktivierung gebildeten Glykosylkations und erleichtert dadurch die Bildung von

Eliminierungsprodukten.

AcQ DAc CO,Bn Aco_  PAe OAc
o 0 —CO,Bn AcO 0 CO,Bn
ST e AR . vy
C - + C
AcO AcO ) -H AcO

Schema 3.3 Dehydroglycalbildung als Nebenreaktion nach Aktivierung

Um trotz dieser Nebenreaktion wihrend der Glykosylierung ausreichende Aquivalente an
Sialinsduredonor zur Verfiigung zu stellen, muB3 der wertvolle Baustein in zwei- bis
dreifachem UberschuB eingesetzt werden. Ein weiteres Problem bei der Umsetzung der N-
Acetyl-D-neuraminsdure ist das Fehlen eines dirigierenden Substituenten in 3"'-Position des
Kohlenhydratgeriistes, der durch Nachbargruppeneffekte die Bildung des a-Anomeren

bevorzugen konnte.
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Die Steuerung der Reaktion in Richtung der gewiinschten a-Stereoselektivitit kann jedoch
durch die Wahl des Losemittels und des Temperaturverlaufs entscheidend beeinflusst werden.
Nach Aktivierung und Abspaltung der Abgangsgruppe X kann das entstandene
Glykosylkation durch ein Losemittelmolekiil (Alkylnitril) koordiniert werden, wobei sowohl
ein axiales als auch ein &dquatoriales Nitriliumkonjugat gebildet wird. Senkt man die
Temperatur unter -45°C ab, so verschiebt sich das Gleichgewicht in Richtung des kinetisch
begiinstigten B-Nitriliumions, welches schneller mit dem zu glycosylierenden Alkohol
reagiert als das thermodynamisch stabilere a-Nitriliumion. Durch diesen sogenannten Nitril-
Effekt**® kénnen auch ohne Unterstiitzung dirigierender Nachbargruppen die gewiinschten o-

Sialoside dargestellt werden.

AcO, OAc CO,Bn AcO OAc
WX Promotor A\CSWCOZBn
AcHN 5 X/ AcHN T, \
AcO_  PAc COBn AcO_  PAc 1|L+
. . tiefe Temperaturen \_w

N
AcO AcO
o-Nitriliumion B-Nitriliumkation
thermodynamische kinetische
Kontrolle Kontrolle
B-Glykosid a-Glykosid

Schema 3.4 Stereoselektive Reaktionsfiihrung der Sialylierung

Die regioselektive Glykosylierung gelingt ohne weitere Schutzgruppenmanipulationen am
Akzeptormolekiil 15, da die Reaktivitit der 3'-Hydroxygruppe wesentlich hoher ist als die der
OH-Gruppen in den Positionen 2'- und 4'. Letztgenannte werden zusétzlich durch sterische

Behinderung durch die Substituenten an Position 6' und 1' in ihrer Aktivitit geschwécht.

% T. Murase, H. Ishida, M. Kiso, A. Hasegawa, Carbohydr. Res., 184 (1988), c1-c4; ibid., 188 (1989), 71-80
% A. Hasegawa, H. Ohki, T. Nagahama, H. Ishida, M. Kiso, Carbohydr. Res, 10 (1991), 493
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Die hier verwendeten Thioglykoside und Xanthogenate der Neuraminsdure finden aus
mehreren Griinden Anwendung in der Kohlenhydratchemie. Sie sind in wenigen Stufen leicht
zugénglich, bei Raumtemperatur stabil und zudem leicht zu handhaben. Die Aktivierung mit
den Systemen N-lodsuccinimid/Trifluormethansulfonsidure bzw. mit Methylsulfenylbromid /

Silbertriflat hat sich als erfolgreich herausgestellt.®’

Zur Synthese wird der iiberschiissige Thiodonor zusammen mit dem deacetylierten
Trisaccharid unter Luft- und FeuchtigkeitsausschluB3 in absolutem Acetonitril geldst und fiir
eine Stunde iiber ausgeheiztem Molekularsieb geriihrt. Nach Abkiihlen auf -45°C wird N-
Iodsuccinimid in die Losung eingebracht und vorsichtig mit Trifluormethansulfonsdure
versetzt. Durch sdureinduzierte Freisetzung von lodkationen kommt es zum bevorzugten
Angriff dieses weichen Elektrophils auf den ebenfalls weichen Schwefel und zur Erzeugung
des gewlinschten Glycosylkations. Der nukleophile Angriff der 3'-OH Position fiithrt zur
Bildung des geschiitzten Tetrasaccharids Arabino-Sialyl-Lewis® 51.

OBn
OBn
AcO OAc COR m'OBn
AcOm o : OH_0OBn OBn
0 HO 0 N3
OH

Ac
44a (R = Me, R' = Et) NHAc
44b (R = Me, R' = Ph) 15
47 (R=Bn, R'=Et) OB
OBn
o o OBn
OAc 0 (0] N3
(0]
AcO. OH NHAc
AcO"
AcHN"AcO 5 1

Abb. 3.15 Aufbau des Arabino-Sialyl-Lewis® tiber Thioglykoside
a) CH;CN, -45°C, MS 3A, NIS, TfOH, 3d, 14%-23%

Die fiir dhnliche Sialylierungen beobachteten Ausbeuten von 40-60% konnten fiir diesen
speziellen Fall trotz umfangreicher Optimierungsversuche nicht erzielt werden. Nach Zugabe
der Saure kann Produktbildung zwar beobachtet werden, die Reaktion bleibt jedoch ab einem
gewissen Grad 'stehen' und ldsst sich weder durch Erhdhen der Donor- noch der
Akzeptorkonzentration ~ weiter  vorantreiben. Die = Verwendung von  hoheren

Saurekonzentrationen fiihrt ebenso wie die Erhdhung der Reaktionstemperatur von —50°C auf

¥ R. K. Jain, R. Vig, R. Rampal, E. V. Chandrasekrana, K. L. Matta, J. Am. Chem. Soc., 116 (1994), 12123-
12124
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—20°C, zur Zersetzung des Donors. Das System aus Thioglykosiddonoren und Aktivierung
durch Séure fithrte zu verldBlichen aber unbefriedigenden Ausbeuten von bis zu 23%,
unabhingig von Abgangsgruppe (Thioethyl-, Thiophenyl-) oder Schutz der Siurefunktion
(Methylester, Benzylester).

Mit Xanthogenaten als Alternative zu den Thioglycosiddonoren 44/47 kann die Sialinsdure in
hoheren Ausbeuten in die 3'-Position des Trisaccharids eingefiihrt werden. Zu den gédngigen
Aktivierungsreagenzien dieser Verbindungsklasse gehoren thiophile Systeme wie z.B.
NIS/TfOH, Dimethyl(methylthio)sulfonium-trifluormethansulfonat (DMTST) oder auch
Methylsulfenyltriflat (MST). Wegen der hoheren Effektivitit in Bezug auf Ausbeute und a-
Stereoselektivitit wird Methylsulfenyltriflat® zur Aktivierung dem DMTST vorgezogen. Die
Vorstufe des Promotors MST, das Methylsulfenylbromid, wird in situ aus dquimolaren
Mengen Dimethyldisulfid und Brom durch einfaches Riihren in absol. 1,2-Dichlorethan unter
Lichtausschluss hergestellt und im Anschluss mit Silbertriflat zum Methylsulfenyltriflat
umgesetzt. Durch die Ausbildung eines Disulfids mit dem Dithiocarbonat-Schwefelatom
erzeugt das Methylsulfenyltriflat eine positive Ladung am Carbonylkohlenstoff, die letztlich
in einer starken Polarisierung der C-2"'-S-Bindung und der Bildung eines intermediéren
Kations 53 resultiert. Der anschlieBende nukleophile Angriff des Alkohols 15 fiihrt zur
Bildung des Tetrasaccharids 54 (vgl. Abb. 3.16).

0A
ACO\’%ZBH Ao, pPAC COBn
AcO® 0 S_OFEt a
. AcO 0 S OEt
AcHN— = T Ach

S ~ AcO S
IO /

HyC” Y oTf S

48 52 CH,

+ AgOTf | - AgBr

MeS-SMe + Br, —> 2 MeSBr

OAc
L, AcO™ (0] ‘OTf - - 0 N3
AcHN 15 NHAc
AcO AcO

53

Abb. 3.16 Aufbau des Arabino-Sialyl-Lewis® 54 iiber Neuraminséurexanthogenat 48
a) CH;CN, -65°C, MS 3A, AgOTf, MeSBr, 3h, 23% - 37%

% F. Dasgupta, P. J. Garegg, Carbohydr. Res., 177 (1988), c13-c17
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Zur Synthese wird der Sialinsduredonor zusammen mit dem Akzeptor in einem Gemisch aus
Dichlormethan und Acetonitril (1:1.5) gelost und in einem Kolben mit frisch ausgeheiztem
Molekularsieb (3A) bei Raumtemperatur eine Stunde geriihrt. Unter einem leichten Argon-
Strom wird dann das Silbetriflat hinzugegeben und der Ansatz auf —65°C abgekiihlt. Im
letzten Schritt wird die frisch hergestellte Methylsulfenylbromidlosung zugegeben. Der
Verlauf der Reaktion wird diinnschichtchromatographisch verfolgt und bereits nach drei
Stunden kann die Bildung von Nebenprodukten beobachtet werden. Durch Zugabe von
Hiinigs Base wird der Ansatz neutralisiert. Nach Chromatographie konnte lediglich in einem
Fall eine annehmbare Ausbeute von 37% erhalten werden, in zahlreichen, analogen

Versuchen konnte die Ausbeute hingegen nie iliber 23% gesteigert werden.

Da sich die Polaritit des Neuraminsdureedukts 48, des Produkts 54 sowie des als
Nebenprodukt gebildeten Neuraminsdureglycals kaum unterscheiden und das Trisaccharid 15
zudem nicht komplett umgesetzt wird, mufl der diffizilen Reaktionsfiihrung eine
umfangreiche Reinigung folgen. Durch eine erste Flash-Chromatographie mit
Toluol/Methanol (10:1) als Eluens werden polare Nebenprodukte abgetrennt, das Produkt
erhdlt man im Anschluss durch Schwerkraftchromatographie mit einem Laufmittelgemisch
aus Methylenchlorid/Methanol (40:1). Im Falle des Benzylesters wird auf der Kieselgelsaule
eine siurekatalysierte Esterspaltung und anschlieBende intramolekulare Lactonisierung mit
den 2'- bzw. 4'- Hydroxygruppen beobachtet. Da das Lacton in einem Gleichgewicht mit der
offenen Saurefunktion vorliegt, mufl es mit polaren Losemitteln (Methanol) von der Séule

gewaschen werden.

Die Synthese des Arabino-Sialyl-Lewis’-Tetrasaccharids kann zwar durchgefiihrt werden,
eine zufriedenstellende Ausbeute ldsst sich unter den in anderen Fillen erfolgreichen
Glykosylierungsbedingungen jedoch nicht erreichen. Dieses Ergebnis ist unabhéngig von der
Art des Neuraminsduredonors. Der pharmakophore Beitrag der Sialinsdure zur Wirkung

beruht auf der unter physiologischen Bedingungen deprotonierten Carbonsdurefunktion. Die

Bereitstellung einer negativen Ladung durch SO, oder PO, sollte in biologischen Tests zu

dhnlichen oder sogar besseren Bindungseigenschaften fithren. Aus diesen Griinden wird als

Alternative zur Sialylierung die Sulfatierung des Arabino-Lewis’-Trisaccharids 15 angestrebt.



Allgemeiner Teil 34

3.5 Synthese von Arabino-3'-Sulfo-Lewis®

Die Einflihrung einer Sulfatgruppe an Stelle der Sialinsdure gestaltet sich, da auf die
Stereoselektivitit nicht geachten werden mul}, per se einfacher. Es bieten sich mehrere
Moglichkeiten der Reaktionsfithrung an: An einfachen Zuckerbausteinen gelingt die
Sulfatierung mit gebrduchlichen Reagenzien wie Sulfurylchlorid, Chlorsulfonsdure oder
Schwefelsdure, man erhélt bei mehreren freien Hydroxygruppen jedoch Mischungen aus ein-
und mehrfachsulfatierten Produkten. Zudem wird auch von Zersetzungsreaktionen berichtet.®
Eine schonendere Methode besteht im Einsatz von Schwefeltrioxid/Amin-Komplexen in
Pyridin oder N,N-Dimethylformamid als Losemittel. Zersetzungsprodukte treten nicht auf,
doch gibt es widerspriichliche Ergebnisse in Bezug auf die Regioselektivitit und
Mehrfachsubstitutionen. Matta® berichtet von der selektiven Sulfatierung der 3'-OH-Position
der Galactose in Lewis® und Lewis*-Strukturen mit bis zu 10 Aquivalenten SO;/Pyridin-
Komplex, ohne daB Mehrfachsulfatierungen auftreten. Genau diese Mehrfachsulfatierungen

1,92
konnten aber von Kunz et al’'’

mit einer geringeren SOs/Pyridin-Konzentration an
vergleichbaren Strukturen nachgewiesen werden.

Die Losung dieses Problems bietet sich in Form der Stannylen-Methode an. Um Nukleoside
selektiv zu acetylieren, setzte Moffat’”® bereits 1974 zur Aktivierung vicinaler
Hydroxygruppen Dibutylzinnoxid ein. Dieses reagiert unter Wasserabspaltung zu einem
cyclischen 2-Stannan-1,3-dioxolan 56, und es zeigt sich, da} nach dieser Behandlung eine der
beiden ,,geschiitzen® OH-Gruppen bevorzugt acetyliert wird. Auch die selektive Alkylierung

mit Benzylhalogeniden oder die Bildung von Sulfonylen mit p-Toluolsulfonséure ist auf diese

Weise moglich (vgl. Abb. 3.17).

I I !
OH OH O\s n/O OAc OH
BL{ \Bu
55 56 57

Abb. 3.17 Aktivierung von Nukleosiden durch Dibutylzinnoxid
a) Bu,SnO, MeOH, 65°C, 30 min; b) Ac,O, DMF, 0°C, 4h, 54%

% J. R. Turvey, Adv. Carbohydr. Chem, 20 (1965), 183-218

% R. K. Jain, R. Vig, R. D. Lock, A. Mohamad, K. L. Matta, J. Chem. Comm, (1996), 65-67

1 W. Stahl, U. Sprengard, G. Kretzschmar, D. W. Schmidt, H. Kunz, J. prakt. Chem., 337 (1995), 441-445
2.0. Knéll, Dissertation, (2004), Universitat Mainz

% D. Wagner, J. P. H. Verheyden, J. G. Moffat, J. Org. Chem., 39 (1974), 24-30
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Bereits zwei Jahre spéter wurde die Methode fiir die regioselektive Benzylierung von 1,2-cis-

Diolen verwendet und auf Kohlenhydrate iibertragen.”**

Die Kombination aus Aktivierung
mit Dibutylzinnoxid und anschlieBender Sulfatierung gelang 1994 unabhingig voneinander
Flitsch® und Lubineau’®. Analog zu den Ergebnissen aus diesen Verdffentlichungen ist eine
3'-OH-Sulfatierung des Arabinosyl-Lewis’-Bausteins 15 in sehr guten Ausbeuten und einer
exzellenten Regioselektivitdt moglich (vgl. Abb. 3.19). Nach Bildung des 1,3-Dioxostannans
58 entfernt man das Losemittel im Vakuum, codestilliert zweimal mit Toluol, um letzte
Wasserspuren zu entfernen, und setzt das Stannylenacetal ohne weitere Reinigung mit 1.1
Aquivalenten SO3/NMe;-Komplex in N,N-Dimethylformamid bei Raumtemperatur um. Nach
14 Stunden Riihren unter Schutzgas wird das Losemittel entfernt und das Intermediat mit

Methanol und Essigester hydrolysiert. Eine anschlieBende Flash-Chromatographie an
Kieselgel mit Chloroform/Methanol (15:1) liefert das Produkt in sehr guten Ausbeuten.

Der genaue Mechanismus der Aktivierung konnte bisher noch nicht geklart werden, doch
Rontgenstrukturuntersuchungen deuten darauf hin, dafl die Komplexierung durch Zinn zur
Bildung von Dimeren trigonal-bipyramidaler Struktur fiihrt, in denen die Butylgruppen die

dquatorialen Positionen besetzen (s. Abb. 3.18).””

Abb. 3.18 Postulierte Dimerstruktur des Stannylenacetals

Der elektronegativere der beiden Sauerstoffe steht an der Spitze der Bipyramide und ist nur an

ein Zinn-Zentrum koordiniert, wohingegen der weniger elektronegative 4'-Sauerstoff in eine

% a) C. Augé, S. David, A. Veyriéres, J. Chem. Soc. Chem. Comm. (1976), 375-376
b) R. M. Munavu, H. H. Szmant, J. Org. Chem, 41 (1976), 1832-1836
¢) M. A. Nashed, L. Anderson, Tetrahedron Lett. , (1976), 3503-3506
d) M. A. Nashed, L. Anderson, Carbohydr. Res, 56 (1977), 325-329

% B. Guilbert, N. J. Davis, S. L. Flitsch, Tetrahed. Lett., 35 (1994), 6563-6566

% A. Lubineau, R. Lemoine, Tetrahedron. Lett., 35 (1994), 8795-8796

°7'S. J. Blunden, P.A. Cusack, P. J. Smith, J. Organomet. Chem., 325 (1987), 141-152
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Sn,0,-Briicke eingebunden ist.”® Die intrinsisch héhere Reaktivitit der 3'-Position wird durch

die Koordination bestimmt.

OBn

Bu

OBn OBn 9Bn
0 OBn 5 OBn
OH oppy OBnO a Bu:]” O OBn OBnO
HO Y N, 0 0 N,

OH NHAc OH NHAc
15 58
OBnOBn OBnOBn
5 OBn 0 OBn
U, BuZSnO&/ OBnO L . OH OBHO OBnO
: A
- (0] 0] N
0550 o NHA HO5SO om NHAC 3
59 60

Abb. 3.19 Regioselektive Sulfatierung und Synthese von 60

a) SnBu,O, MeOH, 65°C, 4h; b) SOs/NMe;, DMF, 20°C, 14h; ¢) MeOH / EE, 20°C, 91%

Wabhrscheinlich reicht die Saurestirke des Kieselgels bereits aus, um die an dem

Schwefelsdureanion komplexierte Base gegen ein Proton auszutauschen

Abbildung 3.20 zeigt das HPLC-Chromatogramm des sulfatierten Arabino-Lewis® 60 und

belegt iiberzeugend den Nutzen der vorherigen Komplexierung durch Dibutylzinnoxid. Nach

Flash-Chromatographie kann nur ein einziges Produkt nachgewiesen werden. Ein zusétzliches

monosulfatiertes Regioisomer dieser Verbindung wére chromatographisch nicht abtrennbar,

es miisste durch analytische HPLC aber nachzuweisen sein.
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Abb. 3.20 Analytische HPLC von 60 (JupiterC18, Gradient B); R;= 38.3 min

% S. David, S. Hanessian, Tetrahedron, 41 (1985), 643-663
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Die Charakterisierung des 3'-Sulfo-Arabinosyl-Lewis’-Azids 60 geschieht auf der Grundlage
einer genauen Zuordnung der NMR-Signale der Ausgangsverbindung 15. Da das dreifach
deblockierte Trisaccharid 15 sehr starke Tendenzen zur Bildung inter- und intramolekularer
Wasserstoftbriicken zeigt, ldsst sich mit Dimethylsulfoxid-ds als Losemittel die beste
Auflésung der kernmagnetischen Resonanz erzielen. Durch Wechselwirkungen mit den
Losemittelmolekiilen wird der Protonenaustausch so stark verlangsamt, daBl sogar
Kopplungen der OH-Protonen zu a-stindigen Protonen beobachtet werden koénnen. (In
diesem Falle betriagt die Kopplung 3]2-0H,H2'=2.48HZ). Durch korrelierte HMQC-, ROESY-
und NOESY-Experimente ist die genaue Strukturaufkldrung der Ausgangsverbindung

moglich.

Beim Vergleich der NMR-Spektren von Lewis® 15 und 3'-Sulfo-Lewis® 60 wird erwartet, dass

der stark elektronenziehende Substituent SO, die magnetische Abschirmung an dem o-CH in

3'-Position stark herabsetzt und dadurch die chemische Verschiebung fiir dieses C-Atom um
mehrere ppm zunehmen wird. Die chemische Verschiebung der Signale der nachbarstindigen
Kohlenstoffatome sollte hingegen kaum zunehmen. Wie aus Tabelle 3.1 ersichtlich, kann
diese Vorhersage bestdtigt werden. Die Signale des C-3' wird um 6 ppm zu héheren 6-Werten
verschoben, die 6-Werte der Signale der Nachbaratome C-2' und C-4' nehmen sogar leicht ab.
Fir die Protonenresonanzen sollten die gleichen Tendenzen gelten, wenn auch in
abgeschwichter Form. Die experimentell gefundenen Daten fiir die chemische Verschiebung
des unmittelbar am a-Kohlenstoff gebundenen Protons und der Nachbarprotonen stiitzen die

theoretischen Uberlegungen.

15 60 61
Galactose B¢ 'H 3¢ 'H 3¢ H
[ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
Pos. 2' 70.34 3.35 69.09 3.51 69.23 4.77
Pos. 3' 73.20 3.28 79.20 3.80 73.70 4.19
Pos. 4' 68.01 3.61 66.29 3.85 69.23 5.40

Tab. 3.1 Chemische Verschiebung der '*C- und 'H-Signale an den Galactosylresten von Verbindung 15, 60 und 61
600 MHz 'H-NMR / 150.9 MHz *C-NMR; DMSO-d;
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Um weitere Riickschliisse auf die Struktur von 60 ziehen zu kOnnen, ist es von Vorteil, die
Verbindung zu modifizieren. Der Eingriff in das Molekiil darf aber nicht zu grof3 sein, und
deshalb hat sich in der Kohlenhydratchemie neben dem H/D-Austausch die Acetylierung
freier OH-Gruppen bewihrt.”

Die Acetylierung unter Standardbedingungen zeigt bei diinnschichtchromatographischer
Analyse zunéchst einen quantitativen Verlauf der Reaktion an, doch kénnen durch analytische
HPLC zwei Produkte mit sehr dhnlichen Retentionszeiten detektiert werden. Durch ESI-
Massenspektroskopie lassen sich diesen beiden Produkten die Massen des di- und die des
monoacetylierten Kohlenhydrates 61la bzw. 61b zuweisen (s. Abb. 3.21). Das Verhiltnis

beider Verbindungen zueinander wird durch analytische HPLC zu 5:1 bestimmt.

Fiir die Acetylierung der freien OH-Gruppen an C-2' und C-4' gelten im Prinzip dieselben
Uberlegungen wie bereits im Falle des Sulfats beschrieben, nur dass aufgrund des geringeren
—I-Effektes des Acetylrestes die elektromagnetische Entschirmung nicht ganz so ausgeprégt
sein sollte wie im sulfatierten Molekiil 60. Diese Prognose wird ebenfalls bestitigt, die o-
Werte der Signale nehmen um 0.15 bzw. 3 ppm zu. Bemerkenswert ist auch in diesem Fall die
Abnahme der chemischen Verschiebung des direkten Nachbaratoms C-3', diese fallt

anndhernd auf den urspriinglichen Wert von 73.20 ppm zuriick (6 = 73.70 ppm).

OBn OBn

OBn, OBn OBn
OBn OB 5 OBn OBn
0 OAc 0
OH 0Bn OBy a OBn OBn OR 0Bn OBn

w%lq - AR AN
0 0o HO;S0 3
HOSOA—"5 NHAC HO,S0A="5A2 NHAC 3 OR NHAC
60 6la 61b R=H/Ac

Abb. 3.21 Acetylierung von 60
a) Pyridin/Ac,0, 20°C, 15h, 95%, (a:b) = (5:1)

% H. Friebolin, Ein- und zweidimenionale NMR-Spektroskopie, 3. Auflage, Weinheim, Wiley-VCH, (1999)
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Da bisher keinerlei Erfahrung im Umgang mit solch komplexen Kohlenhydraten besteht und
eine  Wanderung der Sulfatgruppe auf die benachbarten Hydroxyfunktionen nicht
auszuschlieen ist, wurde der tempordre Schutz der Hydroxylgruppen durch Acetylierung fiir
die nachfolgenden Umsetzungen, besonders wihrend der Festphasensynthese, erwogen. Aus
fritheren Arbeiten ist jedoch bekannt, dall die Entfernung acetylischer Schutzgruppen an den
Positionen 2' und 4' der Galactose in Gegenwart eines 6'-Benzylethers sehr problematisch ist
und nicht immer vollstindig ablauft. Aus diesen Griinden wird auf den temporédren Schutz der

2'-OH- und 4'-OH-Gruppen von 60 durch Acetylierung verzichtet.
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3.6 Das Prinzip der Festphasenpeptidsynthese

Fiir die chemische Synthese so komplexer Molekiile, wie es das Zielmolekiil 11 verkorpert,
wird das Prinzip der Festphasensynthese nach Merrifield'” angewendet. Die Reaktionen
werden dabei nicht in Losung, sondern an einem Polymerharz, der sogenannten festen Phase,
durchgefiihrt. Eine N-terminal blockierte Aminosdure wird iiber ihre Carboxylgruppe an ein
unldsliches, leicht filtrierbares Polymer gekniipft. Die Anbindung geschieht nicht direkt,
sondern wird iiber einen definierten Anker (engl.: /inker) und ggf. einen Spacer erreicht. Es
folgt die selektive Entfernung der N“-Aminoschutzgruppe und die Umsetzung des
resultierenden “Aminoacyl-Polymers mit der ndchsten N®-geschiitzten Aminosdure. Um
Deletionssequenzen innerhalb des Peptids zu vermeiden, werden nichtumgesetzte
Aminofunktionen acetyliert und so weiteren Reaktionen entzogen. Durch eine repetative
Vorgehensweise erhdlt man ein vollstindig geschiitztes, an den polymeren Triger gebundenes
Peptid, das abschlieBend durch geeignete Abspaltung des Ankers vom polymeren Triger
geldst wird. Durch einfache Filtration trennt man das Polymer ab und erhilt das geschiitzte
Peptid. Die Schutzgruppen der Seitenkettenfunktionalitidten konnen entweder vor, simultan zu

oder nach der Abspaltung entfernt werden.

x—Q
x—{ T }—Q

R
Schutzgruppe N ®
H 0 ‘ ‘

O
H
Linker ®
Schutzgruppe [~ N%/u\g -
R

0 TR,
HoNL_ L P _OH
R H o
n

Schema 3.5 Prinzip der Festphasenpepidsynthese nach Merrifield

' R. B. Merrifield, J. Am. Chem. Soc, 85 (1963), 2149
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Durch die Immobilisierung des "wachsenden" Peptids auf dem polymeren Trager entfillt die
aufwendige Reinigung der Zwischenstufen. Hohe Ausbeuten konnen durch den Einsatz
groBer Uberschiisse an den meist einfachen Aminosiurebausteinen und Kupplungsreagenzien
erzielt werden, zumal iiberschiissige Reagenzien und etwaige Nebenprodukte durch einfache
Waschschritte entfernt werden. Die simplen Operationen erlauben es zudem, den kompletten

Prozess zu automatisieren.

3.6.1 Strategien flr die Festphasenpeptidsynthese

Zum Aufbau (komplexer) Peptidstrukturen wurden in den letzten 40 Jahren zwei

komplementére Ansétze entwickelt.

Die Boc-Strategie beruht auf der unterschiedlichen Sdureempfindlichkeit der N-terminal
verwendeten Butyloxycarbonylgruppe und den Schutzgruppen der Seitenkettenfunktionen.
Unter den Bedingungen der wiederholten acidolytischen Abspaltung der Boc-Gruppe (50-
95% TFA) miissen die tempordren Schutzgruppen stabil bleiben. Da die Abspaltbedingungen

sehr harsch sind, wird von dieser Methode jedoch immer weniger Gebrauch gemacht.

Eine mildere und zudem zweidimensional orthogonale Vorgehensweise wird nach der
Fmoc-Strategie'”' verfolgt. Die N-terminale Fluorenylmethoxycarbonylgruppe kann durch
sekundire Basen wie Morpholin'® oder Piperidin'® abgespalten werden, siurelabile
Schutzgruppen (fert.-Butyl, Trityl) oder hydrogenolytisch spaltbare Schutzgruppen
(Benzylester, -ether) bleiben unter diesen Bedingungen hingegen stabil und werden erst
wiahrend bzw. nach der Synthese gezielt abgespalten. Die Vorgehensweise ist in Schema 3.6
gezeigt: die Abspaltung des CH-aciden Wasserstoffatoms an Position 9 des Fluorenylgertists |
resultiert in der Bildung eines stabilen Dibenzofulven-Basen Adduktes IlIl. Die UV-
Absorption des tertidren Amins wird wihrend der Reaktion zur Kontrolle der vorhergehenden

Kupplung verwendet.

1. A. Carpino, G. Y. Han, J. Am. Chem. Soc., 92 (1970), 5748-5749
192 p_SchultheiB-Reimann, H. Kunz, Angew. Chem. Int. Ed., 22 (1983), 62-63
19 B. Ferrari, A. A. Pavia, Tetrahedron, 41 (1985), 1939-1943
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Schema 3.6 Baseninduzierte Abspaltung der Fmoc-Gruppe

Fiir die Fmoc-Strategie ist ein basenstabiler Anker eine entscheidende Voraussetzung. Es
haben sich dafiir die kommerziell erhiltlichen Wang-Harze etabliert, deren Anker durch 50-
95% Trifluoressigsdure gespalten werden. Alle séurelabilen Schutzgruppen der Seitenketten

werden bei der Spaltung dieses Ankers ebenfalls entfernt.'®

Der deutlich labilere Tritylanker
erlaubt dagegen das Abspalten vom Harz unter Beibehaltung der weniger sdurelabilen

Schutzgruppen (vgl. Abb. 3.22).'"

Ein weiterer basenstabiler Anker steht in dem fluoridlabilen PTMSEL-Anker'®® zur
Verfiigung. Nach erfolgreicher Synthese wird der Anker unter nahezu neutralen Bedingungen
mit Tetrabutylammoniumfluorid-Trihydrat in Dichlormethan schonend abgespalten. Nach

wissriger Aufarbeitung wird das Glycopeptid erhalten.

0 Qo 0
N VL0 0.
H \©\/\ )LR @)E(R hig

0] o)
Si(CHj),

PTMSEL-Linker Trityl-Linker Wang-Linker

Abb. 3.22 Verschiedene Ankersysteme fiir die Festphasensynthese

Mit dem PTMSEL-Ankersystem ist eine orthogonale, dreidimensionale Schutzgruppen-
strategie moglich, da alle in der Peptidchemie gebrduchlichen Schutzgruppen wie Fmoc, Boc,
Aloc, tert.Butyl, Benzyl, Allyl, Trityl und Acetyl unter den herrschenden Bedingungen der
fluoridinduzierten Abspaltung stabil sind. Der Nutzen dieses Ankers konnte bereits bei

kleineren Oligopeptiden und einfachen N-Glycopeptiden unter Beweis gestellt werden.'"’

14 S.'S. Wang, J. Am. Chem. Soc., 95 (1973), 1328-1333

195 K. Barlos, O. Chatzi, D. Gatos, G. Stavropoulos, Int. J. Pept. Protein Res., 37 (1991), 513-520
1% M. Wagner, H. Kunz, Angew. Chem., 114 (2002), 315-319

'97 M. Wagner, Dissertation, (2001) Universitit Mainz



Allgemeiner Teil 43

TrtHN
0 0
H O H O H @ H O —Q
NH
\i/o N\;)LN N\;)LN N\)LN N,
0 H}' o = H 0o H o0 _A_-

62 )<

Q TrtHN,
0 % 9 9 9 0
H H H H
N\_)LN N\E)J\N N\)LN N\:)J\OH
0 H 0O

H H

a \{/O\g

63

Abb. 3.23 Abspaltung eines Heptapeptids 63 vom PTMSEL-Linker '’
a) TBAF+3H,0, CH,Cl,, 20°C, 15 min, 90%

In sehr guten Ausbeuten konnte mit diesem Ankersystem beispielsweise das komplett

geschiitzte Heptapeptid 63 dargestellt werden, zumal die Bildung von Nebenprodukten wie

Aspartimiden oder Diketopiperazinen sehr effektiv unterdriickt wird (s. auch 3.6.2).
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Abb. 3.24 Abspaltung des Glycododecapeptids 65 vom PTMSEL-Linker'"’
a) TBAF+3H,0, CH,Cl,, 20°C, 15 min, 29%
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3.6.2 Problematische Nebenreaktionen in der Peptidsynthese

3.6.2.1 Aspartimidbildung

Zu den am hidufigsten beobachteten Nebenreaktionen bei Peptidsynthesen mit
Asparaginsdurederivaten gehort die Aspartimidbildung (vgl. Schema 3.7). Wéhrend der
baseninduzierten Fmoc-Abspaltung kann die Base ein Proton vom C-terminal gebundenen
Amid-Stickstoff abstrahieren, der dann den Carbonylkohlenstoff der Asparginsdureseitenkette
nukleophil angreift. Unter Austritt der Schutzgruppe als Alkoholat bildet sich das Aspartimid,
das auch unter den Bedingungen der Festphasensynthese weiter stabil bleibt. Da der Angriff
des Nukleophils auf den B-Carbonylkohlenstoff eine bestimmte Konformation voraussetzt, ist
diese Nebenreaktion sequenzabhingig. Sequenzen wie Asp-Gly, Asp-Ser, Asp-Asn(Trt), Asp-
Thr(O7Bu)und Asp-Ala sind besonders anfillig.'*®
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Schema 3.7 Baseninduzierte Aspartimidbildung

3.6.2.2 Diketopiperazinbildung

Eine weitere bei der Peptidsynthese héufig auftretende Nebenreaktion ist die
Diketopiperazinbildung (vgl. Schema 3.8). Auf der Stufe des am polymeren Triger
gebundenen Dipeptids kann eine Aminolyse stattfinden, indem das von der Schutzgruppe
befreite terminale Amin den Carboxyterminus nukleophil angreift, wodurch sich das Dipeptid
unter Ausbildung eines Diketopiperazins vom Harz ablost. Die Ankniipfungen weitere
Aminosduren wird dadurch unterbunden. Begiinstigt wird die Diketopiperazinbildung zum
einen durch sterisch weniger anspruchsvolle Ankergruppen, zum anderen aber auch durch

Startaminosduren wie Prolin und Glycin. Vor allem Dipeptide des Typs Pro-Gly, Tyr-Pro, und

"%y, Yang, W. V. Sweeney, K. Schneider, S. Thornquist, B. T. Chait, J. P. Tam, Tetrahedron Lett., 35 (1994),
9689
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Pro-Pro gelten als besonders anféllig. Eine Unterdriickung der Diketopiperazinbildung wird
durch die Verwendung einer Boc-geschiitzten Aminosdure (als zweite Aminosédure)
angestrebt. Ist dies wegen sédurelabiler Schutzgruppen bzw. Anker nicht moglich, werden die
zweite und dritte Aminodure gleichzeitig als Dipeptid angekniipft. Uber den Einsatz sterisch
anspruchsvoller Ankergruppen vom Trityl- oder PTMSEL-Typ kann die Diketopiperazin-

bildung ebenfalls sehr wirkungsvoll unterdriickt werden.

NH :
. P 55 e

Schema 3.8 Diketopiperazinbildung auf der Stufe des Dipeptids

3.7 Synthese von Glycosylaminosauren fiir die Festphasensynthese

Glycopeptide sind an vielen regulatorischen Prozessen, wie dem Zellwachstum, der
intrazellulairen Kommunikation und der Zellmetastase beteiligt. Neben den in dieser Arbeit
beschriebenen Zelladhdsions-Molekiilen haben Glycopeptide auch fiir Untersuchungen an

tumorassoziierten Antigenen oder Blutgruppendeterminanten Bedeutung.'®'"°

Vornehmlich lassen sich zwei Arten der Glycosylierung bei Glycopeptiden unterscheiden. In
den O-Glycopeptiden werden die Kohlenhydratseitenketten kovalent an ein Serin oder
Threonin gebunden. Die N-glykosidische Bindung in N-Glycoproteinen findet ausschlieBlich
an Asparaginsdure und innerhalb einer charakteristischen Aminosidresequenz vom Typ
-Asn-Xaa-Ser/Thr- (Xaa # Pro) statt. In der Natur wird die Asparaginsdure f-stindig an ein N-

Acetylglucosamin gekniipft, welches selbst Teil einer weitverzweigten Oligosaccharidstruktur

'9°H. Lis, N. Sharon, Eur. J. Biochem., 218 (1993), 1
"9 R.A. Dwek, Chem Rev, 96 (1996), 683-720
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66 ist (s. Abb. 3.25). Zum Aufbau synthetischer N-Glycopeptide wird deshalb hdufig eine N-

Acetylglucosamineinheit als Saccharidbaustein verwendet.'"!

Abb. 3.25 Mannotriosid-di-N-acetyl-chitobiose (core)-Einheit

Um die saccharidische Erkennungsstruktur iiber eine N-Glycosylaminosdure in ein Peptid
einbringen zu konnen, hat es sich bewihrt, die temporire Azidschutzgruppe selektiv zum
Amin zu reduzieren und anschlieBend an die Seitenkette eines Asparaginsdurederivates
anzukniipfen. Im Kapitel 3.7.1 werden die genauen Reaktionsbedingungen fiir eine
erfolgreiche Reduktion der Azidokomponente beschrieben, das nachfolgende Kapitel 3.7.2
zeigt den Aufbau eines fiir die Festphasensynthese geeigneten Asparaginsdurederivates und

die Synthese der Glycosylaminoséuren.

3.7.1 Reduktion der Azidofunktion zum Amin

Wegen der Polyfunktionalitit des Lewis®-Azids miissen die Reaktionsbedingungen der
Reduktion der Azidogruppe sehr genau eingehalten werden. Die Reduktion sollte moglichst
quantitativ verlaufen, damit die wegen ihrer Halbaminalstruktur sehr empfindlichen Amine
nicht einem zusétzlichen Reinigungsschritt unterworfen werden miissen. Einer
Acylwanderung auf das Amin ist durch eine moglichst kurze Reaktionsdauer
entgegenzuwirken. Die Bedingungen sollten so mild sein, dal nur das Azid, nicht aber die
Benzylethergruppen angegriffen werden. Nicht zuletzt muf3 die Reaktion anomerisierungsfrei
ablaufen, um ausschlieBlich die in natiirlichen N-Glycopeptiden vorkommende J3-

112

glykosidische Bindung zu erhalten. “ Es sind eine Reihe von Reduktionsverfahren in der

Literatur beschrieben, welche die geforderten Bedingungen erfiillen, so z.B. die Umsetzung

G, Arsequell, G. Valencia, Tetrahderon Assym., 10 (1999), 3045-3094
"2 H. Herzner, T. Reipen, M. Schultz, H. Kunz, Chem. Rev., 100 (2000), 4495-4537
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mit Propandithiol/Triethylamin'"?, Trialkylphosphinen'"*, polymergebundenen
Triphenylphosphinen''®, Natriumborhydrid''® oder mit Wasserstoff/Raney-Nickel.'”

Letzteres hat sich als erfolgreichste Methode fiir die anomerisierungsfreie Reduktion
durchgesetzt, wobei der Erfolg jedoch stark von der Aktivitit des verwendeten Katalysators
abhéngt. Die komplikationslose Reduktion unter Beibehalt aller Benzylschutzgruppen gelingt
in guten bis sehr guten Ausbeuten mit handelsiiblichem Raney-Nickel der Fa. Acros, das
unmittelbar vor der Reaktion durch Waschen mit entionisiertem Wasser auf einen neutralen

pH von 6.5 eingestellt wird.

Um die optimalen Reaktionsbedingungen fiir die Reduktion des sulfatierten Arabino-Lewis®-
Bausteins zu ermitteln, wird die Reaktion zuerst an dem peracetylierten Glucosaminbaustein
28, danach an dem benzylethergeschiitzten Trisaccharid 15 getestet. Die folgenden
Reaktionsbedingungen haben sich als optimal herausgestellt. Man 16st das Kohlenhydrat in
einem Isopropanol/Wasser - Gemisch (9:1), gibt frisch gewaschenes Raney-Nickel hinzu und
leitet mit einer Edelstahlkaniile unter stdndiger diinnschicht-chromatographischer Kontrolle
einen konstanten Wasserstoffstrom durch die gut geriihrte Losung. Um die beschriebenen
Nebenreaktionen zu vermeiden, sollte die Reduktion mdglichst schnell ablaufen. Dafiir hat
sich eine nicht-katalytische Menge an Raney-Nickel als vorteilhaft herausgestellt. Ist die
Reaktion abgeschlossen, filtriert man den Ansatz iiber eine Glasfritte mit einer diinnen
Schicht Hyflo-Supercel® und wischt griindlich mit Isopropanol und Methanol nach, um evtl.

am Katalysatormaterial anhaftendes Produkt zu eluieren.

'3 H. Bayley, D. N. Standring, J. R. Knowles, Tetrahedron Lett., 19 (1978), 3633-3634

4 M. Mizuno, I. Muramoto, K. Kobayashi, H. Yaginuma, T. Inazu, Synthesis, 1 (1999), 162-165
15T, Holletz, D. Cech, Synthesis, (1994), 789-791

"' M. A. El- Monem Shaban, R. W. Jeanloz, Bull. Chem. Soc. Jpn, 54 (1981), 3570-3576

" H. Kunz, C. Unverzagt, J. prakt. Chem., 334 (1992), 579-583
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Abb. 3.26 Reduktion der Glycosylazide 28, 15
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a) Raney-Nickel, H,, 2-Propanol/Wasser (9:1), 20°C, 2h, 92%; b) Raney-Nickel, H,, 2-Propanol/Wasser (9:1), 20°C, 5h, quant.

Auch die Reaktion des sulfatierten Bausteins 60 verlduft ohne Probleme, der Schwefel

bewirkt keinerlei Aktivitdtsminderung des Katalysators.

OBn

OBn
WOBn
HO,SO 0 N;
OH

60

Abb.3.27 Reduktion des Glycosylazids 60
a) Raney-Nickel, H,, 2-Propanol/Wasser (9:1), 20°C, 3.5 h, quant.

3.7.2 Kupplung zur Glycosylaminosaure
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Ein fir die Anbindung an Glycosylamine geeigneter Asparaginsdurebaustein mufl ein

orthogonales Schutzgruppenmuster aufweisen. In zahlreichen Arbeiten hat sich dafiir die

Synthese des “N-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-asparaginsidure-a-allylester-B-zertbutylesters

71 bewihrt.''®!"

Zur Synthese wird aus kommerziell erhéltlichem Fmoc-Asparaginsidure-B-zert.-butylester mit

einem halben Aquivalent Césiumcarbonat in Methanol das entsprechende Carboxylat erzeugt.

Nach dem Wechseln des Losemittels zu DMF und dem Absenken der Temperatur auf 0°C

"8 H. Kunz, H. Waldmann, Angew. Chem., 97 (1985), 885

"9 H. Kunz, H. Waldmann, J. Mirz, Liebigs Ann. Chem, (1989), 54-49
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wird ein zweieinhalbfacher Uberschuss an Allylbromid langsam in die Losung getropft. Nach
zwei Stunden Riihren bei Raumtemperatur kann von ausgefallenem Cédsiumbromid abfiltriert
und der vollstindig orthogonal geschiitzte Diester 71 quantitativ durch Chromatographie

120

erhalten werden.'”* Die Deblockierung der B-Carboxylfunktion'?' gelingt acidolytisch in einer

Mischung aus TFA und Wasser als Abfangnucleophil (95:5) und fiihrt zu dem Fmoc-

Aminosaurebaustein 72 in einer Ausbeute von 91%.

O H O O H [0} O H 2
OTNﬁw e ) U e
O \fo o (6] \fo O (0] ’\g{O

> >

70 71 72

Abb. 3.28 Darstellung von Fmoc-Asp-(OH)-OAll 72
a) 1. Cs,CO;, MeOH, 20°C, 5 min; 2. AllBr, DMF, 0°C — 20°C, 2h, quant.; b) TFA/H,O (95:5), 20°C, 2h, 91%

Zur Ankniipfung der Glycosylamine an die freie f-Carboxylfunktion bestehen prinzipiell
mehrere  Moglichkeiten wie die Aktivierung mit Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)'*,
Diisopropylcarbodiimid (DIC) oder Dihydrochinolinen (EEDQ / I1IDQ). Nachteile der
Carbodiimidmethode sind die Schwerloslichkeit der entstehenden Harnstoffe und die
Racemisierungsanfilligkeit der gebildeten Aktivester. Es hat sich gezeigt'”, daB zur
Acylierung von anomeren Glycosylaminen die Aktivierung mit Uroniumalzen'** wie
HBTU'®, TBTU"®, PyBOP'?” oder HATU'*® allen anderen giingigen Kupplungsmethoden
tiberlegen ist. Um  die  Reaktionsgeschwindigkeit ~zu  erhdhen und die
Racemisierungsanfilligkeit zu senken, werden vor der Kupplung mit HBTU (O-

Benzotriazolyl-N,N,N',N'-tetramethyl-uronium-hexafluorophosphat) aquimolare Mengen an

1205 A. Kales, S. B. Daniels, F. Alberico, Anal. Biochem, 212 (1993), 208-310

12U A. Trezeciak, W. Bannwarth, Tetrahedr. Lett., 33 (1992), 4557-4560

122 J_C. Sheehan, G. P. Hess, J. Am. Chem. Soc., 77 (1955), 1067-1068

12 U. Sprengard, Disssertation, Universitit Mainz (1995)

4L A, Carpino, H. Imazumi, A. El-Faham, F. J. Ferrer, C. Zhang, Y. Lee, B. M. Foxman, P. Henklein, C.
Hanay, C. Miigge, H. Wenschuh, J. Klose, M. Beyermann, M. Bienert, Angew. Chem. Int. Ed., 41 (2002), 441

123 2) V. Dourtoglou, J.-C. Ziegler, B. Gross, Tetrahedron Lett., (1978), 1269
b) V. Dourtoglou, B. Gross, V. Lambropoulou, C. Zioudrou, Synthesis, (1984), 572

126 R. Knorr, A. Trezeiak, W. Bannwarth, D. Gillesen, Tetrahedron Lett., 30 (1989), 1927

127 J. Martinez et. al., J. Med. Chem., 28 (1985), 1874-1879

1281, A. Carpino, A. El-Faham, C. Minor, F. Albericio, J. Chem. Soc. Chem. Comm.18 (1994), 201-203
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HOBt (Hydroxybenzotriazol)'® bzw. bei der Verwendung von HATU (O-Azabenzotriazolyl-

N,N,N' N'-tetramethyl-uronium-hexafluorophosphat) 73 &aquimolare Mengen an HOAt

(Hydroxyazabenzotriazol)*° 74 zugesetzt.
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Schema 3.9 Kupplung des Aminoséurebausteins Fmoc-Asp-OAll mit HATU / HOAt
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Die Vorgehensweise ist bei allen Kupplungsschritten gleich (vgl. Schema 3.8). Man 16st die

Carbonsdurekomponente und das Additiv in absolutem, aminfreiem DMF und deprotoniert

mit zwei Aquivalenten Hiinigs-Base. Gleich darauf wird, in wenig DMF geldst, die

Kupplungskomponente HATU 73 hinzugegeben und das Gemisch 10 min vorreagieren

lassen. Es kommt zur Bildung des O-Acylasparaginsdureuroniumester | und zum Austritt von

HOAt 74, welches mit | zum O-Acyl-hydroxyaza-benzotriazolaktivester |l weiterreagiert. Als

letztes wird langsam die Aminkomponente in DMF hinzugetropft. Diese greift nukleophil den

129 W. Kénig, R. Geiger, Chem. Ber., 103 (1970), 788
1. A. Carpino, J. Am. Chem. Soc, 115 (1993), 4397-4398
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Carbonylsauerstoff des Aktivesters Il an und flihrt zur Ausbildung der Zwischenstufe I11.
Die Amidolyse zum Sdureamid IV gelingt unter einer Argonatmosphédre innerhalb von 14

Stunden.

Bei der Kupplung mit HATU /HOAt wirken sich zwei Eigenschaften positiv auf die
Reaktivitidt und die Racemisierungsneigung aus. Durch den Stickstoff des Azabenzotriazols
ist das System verglichen mit HBTU elektronendrmer und bildet daher leichter den O-
Acylisoharnstoff 1. Nach der Reaktion zu Il stellt HOAt (pKs = 3.3) die deutlich bessere
Abgangsgruppe (HOBt: pK; ~ 4.6) dar. Durch die Ausbildung einer Wasserstoffbriicke des
Pyridylstickstoffs an den Wasserstoff des Amins sorgt HOAt zusitzlich flir eine gezielte

Koordination des nukleophilen Agens und senkt dadurch die Racemisierungsgefahr deutlich.

Die Kupplung wurde zundchst an einem einfachen Baustein, dem peracetylierten
Glucosaminylamin 67, getestet. Nach Chromatographie erhdlt man den anomerenreinen
Glucosaminylasparaginsdurester 75 in reproduzierbarer Ausbeute von 88%. Die fiir die
Festphasensynthese notwendige Deblockierung des C-Terminus gelingt Palladium(0)
katalysiert in absolutem THF mit N-Methylanilin als Allylfdnger in einer Ausbeute von 49%.

OAc
AcO NH, AcO N\[]/\)J\O/\/

NHAc NHAc 0 I%IHFmoc

67 75

Abb. 3.29 Synthese des Festphasenbausteins 76
a) Fmoc-Asp-OAll, HATU / HOAt, DMF, 20°C, 14 h, 88%; b) Pd(PPhs)s, NMA, THF, 20°C, 20 h, 49%

Unter den gewidhlten Bedingungen wird die N-terminale Fmoc-Gruppe wegen der zu geringen
Basizitdt des N-Methylanilin nicht angegriffen. Man entfernt das (N-Allyl,N-Methyl)-Anilin
durch Ausschiitteln mit 0.1 N wéssriger HCI.

Die Acylierung des komplexeren Trisaccharidamins Lewis® 68 gelingt in einer guten
Ausbeute von 82% nach Chromatographie. Nach der Abspaltung des Allylesters und der
sauren Aufarbeitung kann Verbindung 78 in einer Ausbeute von 70% erhalten werden.

Wahrscheinlich kommt es wegen der stark sdurelabilen a-arabinosidischen Bindung zur
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teilweisen Abspaltung der Arabinose und dadurch zu einer leichten Abnahme der Ausbeute.
Wechselt man zu p-Toluolsulfinsdure-Natriumsalz als Abfangnukleophil und waischt

anschlieBend lediglich mit Wasser, kann die Ausbeute auf 74% gesteigert werden.

OBn
OBn
OBn
(0]
OH OBn OBn
Q 4 0 0
NHAc NHA
OH ¢ O NHFmoc
68
i m
O
OH
NHAC O NHFmoc

Abb. 3.30 Synthese des Festphasenbausteins Fmoc-Asn-(Ara-Le‘(OH);)-OH 78
a) Fmoc-Asp-OAll, HATU / HOAt, DMF, 20°C, 14 h, 82%; b) Pd(PPhs)s, p-TSA, THF, 20°C, 20 h, 74%

Das sulfatierte Analogon 80 148t sich nach dem gleichen Vorgehen mit einer immer noch
guten Ausbeute von 66% isolieren. Aufgrund der extremen Sadureempfindlichkeit der
Sulfatgruppe wird bei der darauffolgenden Allylabspaltung wiederum N-Methylanilin
verwendet und der Rohansatz einer priparativen Diinnschichtchromatographie unterzogen.
Dadurch wird nicht umgesetztes Edukt abgetrennt, und die tertiéire Base bleibt wéahrend des
Eluierens des Produkts mit Chloroform/Methanol 5:1 auf dem sauren Kieselgel zuriick. Auf
diese Weise ist es moglich, die sulfatierte Glycosylaminosdure in einer sehr guten Ausbeute
von 92% zu erhalten. Durch die Aufnahme korrelierter Spektren ist die exakte Zuordnung
aller *C-Signale moglich und ein genauer Vergleich mit Verbindung 60 zeigt, daB die
chemische Verschiebung des 2'-, 3'- und 4'-Kohlenstoffs sowohl bei dem Allylester 79 als
auch bei der freien Sdure 80 anndhrend beibehalten wird. Eine unter den Bedingungen der
Azidreduktion mit anschliefender Kupplung zur Glykosylaminosidure mogliche Wanderung

der Sulfatgruppe wird nicht beobachtet.
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Abb. 3.30 Synthese des Festphasenbausteins Fmoc-Asn-(Ara-Sulfo-Le®(OH),)-OH 80
a) Fmoc-Asp-OAll, HATU / HOAt, DMF, 20°C, 14 h, 66%; b) Pd(P(Ph)s);, NMA, THF, 20°C, 5 h, 92%
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3.8 Glycopeptidsynthesen

E-Selektin wird auf cytokinaktivierten Endothelzellen exprimiert und steuert mit L- und P-
Selektin die Anlagerung unstimulierter Leukozyten an das Endothel, in deren Folge eine
Einwanderung der Leukozyten in entziindetes Gewebe stattfinden kann. Als endogene
Liganden dieses Zelladhédsionsrezeptors konnten ESL-1 (E-Selektin-Ligand-1) und weitere
Sialoglycoproteine identifiziert werden. Dazu gehdren CFR, ein den Fibroblast-
Wachstumsfaktor bindendes Protein aus Hithnermembranen und MG160 aus
Rattenhirnmembranen. Eine Sequenzanalyse dieser Proteine zeigt eine hohe
Ubereinstimmung, so daB von unterschiedlichen Varianten des gleichen Molekiils
ausgegangen werden kann. Die Sequenz 665-682 10 liegt in allen drei endogenen Liganden
hochkonserviert vor und weist zudem eine der fiinf potentiellen Glycosylbindungsstellen auf.
Dieser Sequenz kommt mdglicherweise eine hohe biologische Bedeutung zu, und sie wird aus

diesem Grund fiir die Synthese eines artifiziellen Glycoproteins 11 ausgewéhlt

-Val®®-Glu-Cys-Arg-Asp-Ile-Val-Gly-Asn-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-11e®**- 10

NHYNHZ
co,H  NH CO,H CO,H CO,H
un 0 o 0 0 0 0 0 o 0
2
\;)LNH NHE)iNH NHZ)LNH NH\E)LNH\NNHE)LNH NHg)iNH NHEJLNH NH\E)LNH NHé)iNH OH
A (6] “SH O \COZHO PN (6] \FO (6] ~oH (0] Y (6] ~oH (6] \COZH

OH on O NH
Ho%}\ % 11
o~ on 0. %0
<o

HO;S0

Abb 3.32 Zielsequenz des ESL-1 und Zielmolekiil

Das Glycooctadecapeptid 11 soll in einer Festphasenpeptidsynthese nach Fmoc-Strategie
aufgebaut werden. Der Unterschied zum endogenen Glycoproteinliganden des ESL-1 besteht
in der Art der saccharidischen Erkennungsstruktur. Anstatt eines groBeren
Oligosaccharidepitops wird das sulfatierte Trisaccharid 80 als Glycosylaminosédure

eingebracht.
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3.8.1 Synthesen von Aminosauren und Ankermolekulen

Da sowohl die D-Arabinose als auch die Sulfatgruppe an Sacchariden sehr sdureempfindlich

sind, werden sdurelabile Schutzgruppen und Ankersysteme von der Synthese ausgeschlossen.

Deshalb sind bis auf Cystein, alle verwendeten Aminosdurebausteine durch hydrogenolytisch
spaltbare Schutzgruppen blockiert. Im Falle des Arginins tragen jedoch alle kommerziell
erhdltlichen Fmoc-Bausteine eine sdurelabile Seitenschutzgruppe und kénnen deshalb nicht
verwendet werden. In Kapitel 3.8.8.1 ist die Synthese eines Fmoc-Argininderivates mit

hydrogenolytisch spaltbarem Schutz der Guanidinofunktion gezeigt.

Ein fiir diese Zwecke geeigneter Anker scheint das von M. Wagner und H. Kunz entwickelte
PTMSEL-System zu sein. Der fluoridlabile Anker erlaubt nach Synthese des Glycopeptids
unter milden, nahezu neutralen Bedingungen die Abspaltung vom polymeren Tréger. Die
sdurelabilen Bereiche des Kohlenhydratteils sollten nicht beeinflusst werden. Die mehrstufige

Synthese des PTMSEL-Ankers ist in Kapitel 3.8.1.2 beschrieben.

3.8.1.1 Synthese von Fmoc-Arg-(di-benzyloxycarbonyl)-OH

Einen bequemen Zugang zu einem mit Fmoc- und Z-Gruppe''

Argininderivat zeigt Abbildung 3.33. Von handelsiiblichem N-fert.-Butyl-N',N"-di-

orthogonal geschiitzten

(benzyloxycarbonyl)-L-arginin 81 ausgehend, wird durch Behandlung mit Trifluoressigsidure
und Triisopropylsilan als fert.-Butylfdnger das primére Amin 82 erzeugt und dieses mit 1.1
Aquivalenten Chlorameisensiure-[1-(9-fluorenyl)-methylester] 83 in das Fluorenylcarbamat
{iberfiihrt. Das Produkt fillt durch Uberschichten mit kaltem Wasser aus und kann abfiltriert

132,133
werden. ~”

1" M. Bergmann, L. Zervas, Ber. Dtsch. Chem. Ges., 65 (1932), 1192
12 L. Zervas, M. Winitz, J. P. Greenstein, J. Org. Chem., 22 (1957), 1515-1521
1331 A. Carpino, G.Y. Han, J. Org. Chem., 37 (1972), 3404-3409
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Abb. 3.33 Synthese von Fmoc-Arg(di-Z)OH 84 nach Zervas
a) TFA/H,0/TIPS, 20°C, 2 h, quant.; b) Dioxan, 0°C, Na,COs, 83, 3 h, 43%

Eine Alternative bietet eine von Goodman'* ausgearbeitete Methode zur Guanidinylierung
primirer Amine. Guanidiniumhydrochlorid 85 wird bei 0°C in 2.5 M Natronlauge geldst und
mit 80 ml Dichlormethan versetzt. Nach Deprotonieren erhidlt man durch Zugabe von
Benzyloxycarbonylchlorid (,,Z-Chlorid*) das zweifach Z-geschiitzte Guanidino-Derivat 86.
Diese Verbindung wird mit der starken Base Natriumhydrid am Imin-Stickstoff deprotoniert
und mit  Trifluormethansulfonsdureanhydrid in  das  dreifach  blockierte = N-
Trifluormethansulfonyl-N',N"-(di-benzyloxycarbonyl)-guanidin 87 {iberfiihrt (65% {iber 2

Stufen). Beide Verbindungen kristallisieren sehr gut und bediirfen keiner weiteren Reinigung.

-
NH, ¢ NH NTf
- M b
H,N” TNH, zaN” TNHZ ZHN. NHZ
85 86 87

Abb. 3.34 Synthese des dreifach geschiitzten Guanidinobausteins 87
a) NaOH, CH,Cl,, 0°C, Z-Cl, 18h, 83%; b) Chlorbenzol, /. NaH, 0°C, 1h; 2. —40°C, Tf,O, 18h, 78%

Ein fiir diese Synthese von 84 geeignetes Amin stellt das Ornithinderivat 89 dar (s. Abbildung
3.35). Man erhilt es durch Behandlung von kommerziell erhiltlichem N®-Fmoc-N°-zert.-
butyl-L-ornithin 88 mit 95%iger Trifluoressigsdure und Wasser als Abfangnukleophil. Durch
Umsetzung mit N-Methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamid wird die in organischen
Losemitteln unldsliche Sdure 89 in den 16slichen Silylester 90 {iiberfiihrt. Ohne weitere

Reinigung kann das Amin anschlieBend unter Basenkatalyse in Dichlormethan mit dem

13 K. Feichtinger, C. Zapf, H. L. Sings, M. Goodmann, J. Org. Chem, 63 (1998), 3804-3805
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Guanidinobaustein 87 in das orthogonal geschiitzte Argininderivat 84 iiberfiihrt werden. Das

Produkt fallt bei 4°C aus Dichlormethan aus.

Um zu {iiberpriifen, ob die Benzyloxycarbonylschutzgruppe auch wieder entfernt werden
kann, wird die Aminosdure 84 mit Palladium auf Kohle und Wasserstoff hydriert. Unter
Beibehalt der Fmoc-Gruppe wird das deblockierte Arginiderivat 91 in nahezu quantitativer

Ausbeute erhalten (s. Abbildung 3.35).

’ 0 IP\]I\)L a2, ’ 0 E\A)LOH b, ’ 0 g\a)LOTMs
LA SEREN SIRAN
88 89 NH 90

0
OH
NH NH,

oK

O 0 O 't
_c . Oﬁ\;)LOH _d _ OE\E)LOH
“53 SAREN

A

ZN” NHZ HN™"NH,

84 91

Abb. 3.34 Synthese von Fmoc-Arg(di-Z)OH 84 nach Goodmann'**
a) TFA/H,0, TIPS, 20°C, 45min, quant.; b) CH,Cl,, MSTFA, reflux, 1.5 h ; ¢) CH,Cl,, 87, NEt;, 20°C, 2d, 84%; d) MeOH, Pd/C, H,, 20°C,
30h, 98%
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3.8.1.2 Synthese des PTMSEL-Ankers zur Festphasensynthese®

1-(4-Bromophenoxy)-1-ethoxyethan 23 wird mit n-Buthyllithium in absolutem Ether bei
-40°C lithiiert. Die anschliefende Umsetzung mit Kup’fer(I)iodid136 liefert das Lithium-di(p-
cthoxyethyloxyphenyl)cuprat 92, welches das Trimethylsilyloxiran'®’ 94 in einer
ausgezeichneten Regioselektivitit und einer Gesamtausbeute von 32% zu [2-(p-

Ethoxyethyloxyphenyl)-2-trimethylsilyl]ethanol 22 6ffnet.

EEQ
Br L®
b . c EEO
2 +2Buli —2 - 2 —— Culi  —
Cul 0 OH
OEE OEE TMS/A Si(CH,),
EEO
23 92 93 94 22

Schema 3.36 Synthese von /2-(p-Ethoxyethyloxyphenyl)-2-trimethylsilyl] ethanol 22
a) E,0, -40°C (1h) — 10°C (2h); b) Et,O, Cu(D)L, 0°C, 1.5 h; c) Et,0, -50°C (4h) — -20°C (15h), 32% (3Stufen)

Von diesem wird die Ethoxyethylschutzgruppe mit Hilfe von 2.5 mol% Pyridinium-p-toluol-
sulfonat (PPTS) abgespalten, so daB3 [2-(p-Hydroxyphenyl)-2-trimethylsilyl]ethanol 95 in

90% isoliert werden kann.

o

EEO HO AlIO )J\/O

OH OH OH
Si(CHz)s Si(CH;), Si(CHz)s

22 95 21

Schema 3.37 Synthese von 4-/2-Hydroxy-1-(trimethylsilyl)-ethyl]-phenoxyessigsdure-allylester 21
a) MeOH, 20°C, PPTS (2.5 mo%), 0.5h, 90%; b) Aceton, 20°C 1. K,CO;, KJ, 2. CICH,CO,All, 36h, 20°C, 76%

Die Dihydroxy-Verbindung 95 wird aufgrund der geringeren Aciditét der aliphatischen OH-
Funktion in Gegenwart von Kaliumcarbonat und Kaliumjodid regioselektiv an der
phenolischen OH-Gruppe mit Chloressigsdureallylester verethert (76%). Unter Steglich-
Bedingungen erfolgt die Kupplung der ersten Fmoc-geschiitzten Aminosdure (hier: Fmoc-

Isoleucin, Fmoc-Glycin) an die verbleibende OH-Gruppe und fiihrt zu den Allylester-

135 M. Wagner, H. Kunz, Deutsche Patentanmeldung 10116252.9, (2001)
1 F Hayakawa, S. Watanabe, N. Shimizu, Y. Tsuno, Bull. Chem. Soc. Jpn, 66 (1993), 153
57 Diese Verbindung wurde mir freundlicherweise von Herrn . Heiner zur Verfiigung gestellt.
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geschiitzten Verbindungen 96a und 96b in vertretbaren 71% bzw 64% Ausbeute. Nach
Allylabspaltung mit Pd(PPhs)s-Katalysator in THF und Allyltransfer auf p-Toluolsulfinsdure-
Natriumsalz erhdlt man quantitativ das mit der Startaminosdure beladene Ankerderivat 97a
bzw. 97b. Die Kupplung an das Harz erfolgt mit Hilfe des Uroniumsalzes HBTU und des
Additivs HOBt in einem Gemisch aus Dichlormethan und Dimethylformamid. Als Harz wird
aminofunktionalisiertes Tentagel der Fa. Novabiochem (Nova Syn Tg amino resin, 110 pym
beads, Beladung 0.43 mmol/g) verwendet. Nichtumgesetzte Aminogruppen des polymeren
Tragers werden durch Reaktion mit Acetanhydrid in Pyridin acetyliert. Die Beladungsdichte

wurde anhand eines standardisierten Protokolls zu 0.3 mmol/g bestimmt.'*®

0 0
o}
Auo)J\/ —a, AllO)]\/ 0 O g
OH O)]\;:/N\Fmoc
Si(CH;); Si(CHy); R
21 96a R = 2-Butyl
96b R=H
0 0
b HO)J\/O O g c O/\NJJ\/O 0O
— _+t o H
O)J\E/N\Fmoc O)]\E/N\Fmoc
Si(CH;); R Si(CH;); R
97a R =2-Butyl
20a R =2-Butyl
97b R=H Y

20b R=H

Schema 3.38 Synthese des mit AS beladenen PTMSEL-Linker und Anbindung an die feste Phase
a) CH,Cl,, 0°C, Fmoc-AS-OH, DCC/DMAP, 12h, 71% (lIle), 64% (Gly); b) THF/MeOH, 20°C, Pd(PPhs)s, pTSA-Na, quant. (Ile), 94%
(Gly); €) CH,Cly/DMF, 20°C, NovaSynTG"™ HL, HBTU/HOBt/NMM, 98% (Ile), 87%(Gly)

Um die Abspaltungsbedingungen und die Reinheit zu iiberpriifen, werden 100 mg des
Bausteins 20a einer Testabspaltung unterworfen. Dazu wird das funktionalisierte Harz in
einen Merrifieldschen Festphasenreaktor iiberfiihrt und griindlich mit Dichlormethan
gewaschen. Dies ist absolut notwendig, da Tetrabutylammoniumfluorid-Trihydrat in
Dichlormethan neutral reagiert, in polaren Losemittel wie DMF, NMP oder THF aber stark

basische Eigenschaften hat'*

und unter diesen Umstédnden die Fmoc-Gruppe innerhalb kurzer
Zeit ablosen wiirde.'*® AnschlieBend suspendiert man das Harz in 10 ml Dichlormethan,

versetzt es mit 2 Aquivalenten TBAF+3H,0 und schiittelt 20 min auf einem Kreisschiittler.

138 Advanced Chemtech Handbook of Combinatorial & Solid Phase Organic Chemistry, 330
139 1. H. Clark, Chem. Rev., 89 (1980), 429-452
19 M. Ueki, M. Amemiya, Tetrahedron Lett., 28 (1987), 6617-6618
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Durch ein leichtes Vakuum entfernt man das Losemittel und wéscht das Polymer dreimal mit
je 15 ml Dichlormethan. Man wiederholt den gesamten Vorgang noch einmal, vereinigt die
organischen Phasen und wéscht diese zweimal mit je 35 ml entionisiertem Wasser. Nach
Trocknen der organischen Phasen liber MgSO,4 wird das Losemittel im Vakuum entfernt und

die C-terminal freie Aminosdure 101 in einer sehr guten Ausbeute erhalten (85%).

(0] (0]
q 0 O\)J\ N/\O 0 0 = O\)J\ g /\O
N\.)J\o i a Fmoc/N\é)J\O C

o
A F/Si(CHs)a [ NBu4]®
20a 98

0

u 0 [NBuf o QJ\ o
— o NTQ  _fHO0 N.

- (CH3)3SiF FmOC/N\é)J\Oe * \/©/ \-)J\OH

A A
99 100 101

Abb. 3.39 Durch Fluorid induzierte Spaltung des PTMSEL-Linker
a) TBAF+3H,0, DCM, 2 x 20 min, 20°C, 85%

Die Hydrolyse des eingesetzten TBAF gelingt nicht vollstindig, ein Umstand, der auch in
allen folgenden Abspaltungen zu beobachten ist. Zur Entfernung {iberschiissigen
Ammoniumsalzes wird das Rohprodukt daher in 10 ml Acetonitril suspendiert und durch

Filtration iiber eine C18-Kartusche gereinigt. Trotzdem bleiben noch Reste an TBAF zurtick.
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3.8.2 Synthese von Glycopeptiden aus der Sequenz des ESL-1

Prinzipiell bestehen fiir die Synthese komplexer Glycopeptide zwei Moglichkeiten der
Durchfiihrung. In einem linearen Ansatz wird die komplette Sequenz durch das sukzessive
Ankniipfen einer weiteren Aminosdure an die vorherige aufgebaut (vgl. Kap. 3.7). Nach
vollendeter Synthese wird das Peptid vom polymeren Triager gelost, und es werden simultan
dazu oder anschlieBend die Schutzgruppen der Aminosédureseitenketten bzw. des
Kohlenhydrats entfernt. Die zweite Moglichkeit besteht in der Fragmentkondensation zweier
unabhingig voneinander synthetisierter Teilfragmente. Teure oder chemisch labile Molekiile
konnen so am Ende einer Partialsequenz eingefiihrt werden um damit moglichst kurz den

Reaktionsbedingungen ausgesetzt zu sein.

NHYNHz
672 673
co,H  NH Gly”™ Asn™” CO,H CO.H CO,H
H,N
2 \/LLNH NH}NH NH}L ?H}NH/\WNH\)NH NH\)N‘H\J\NNH\)LNH NHjiNH NH}L j;(\
O S 9 Scon @ Sco,H
HoMHo NHAc 11
Hogoéo X

HO;S0

In diesem Falle soll das Zielmolekiil 11 zwischen Glycin ®’* und Asparaginsdureamid®” in
zwel Partialsequenzen geschnitten und diese in einer Fragmentkondensation zusammengefiigt
werden. Die Synthese beider Teilfragmente wird mit den funktionalisierten Tentagelharzen
20a und 20b durchgefiihrt. Um die Reaktionsbedingungen ggf. zu optimieren, wird die
Bereitstellung der ersten Teilsequenz mit dem Asparaginsiurebaustein Lewis® 78 getestet.
Wihrend der Synthese werden die Fmoc-Abspaltungen in vier bis flinf 4-Minuten-Zyklen mit
Piperidin (30% in NMP) vorgenommen. Die Kupplung erfolgt mit je 10 Aquivalenten an
Fmoc-Aminosdure und Kupplungsreagenzien (HBTU, HOBt, DIPEA) innerhalb von ca. 45
min. Nach jeder Kupplung werden mit einer Mischung aus Acetanhydrid /DIPEA/HOBt in
NMP die nichtumgesetzten Aminofunktionen acetyliert (vgl. Abb. 3.40).
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()

)OL o Si(CH3); @ = AminoTentagel
’ o N H (c =0.3 mmol/g)
O H o o N_Q
20a ©

automatisierte Synthese

1) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Asp(OBn)-OH; Capping;
2) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Glu(OBn)-OH; Capping;
3) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Ser(OBn)-OH; Capping;
4) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Glu(OBn)-OH; Capping;
5) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Leu-OH; Capping;

6) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Glu(OBn)-OH; Capping;
7) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Thr(OBn)-OH; Capping;
8) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Leu-OH; Capping;
manuelle Kupplung mit

1.6 Aquivalenten Fmoc-Asn(Ara-Le?)-OH 78

1.8 Aquivalenten HATU/HOAt in NMP

O CO,Bn coan CO,Bn
. NH\)& (0] Si(CH3);3
0
< = = = ! N
o 9 "oBn ~on 0 c0o,Bn Y O \/O
OBn
OBn
o= 102
OBn OBn
AR
HO ¢} NH
OH NHAc

Fmoc-Asn(Ara-Le")-Leu-Thr(OBn)-Glu(OBn)-Leu-Glu(OBn)-Ser(OBn)-Glu(OBn)-Asp(OBn)-Ile-PTMSEL

Abb. 3.40 Synthese des polymergebundenen Glycodecapeptids 102

Der Glycosylaminosdurebaustein 78 wird im letzten Kupplungsschritt manuell in NMP gelost,
in die Reaktionskartusche gegeben und mit den Kupplungsreagenzien versetzt. Um
Nebenreaktionen zu vermeiden wird erst ganz zum Schlufl Hiinigs-Base hinzugesetzt. Die
Kondensation mit dem bereits synthetisierten Peptid erfolgt im Synthesizer mit den
reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU/HOAt und wird auf fiinf Stunden ausgedehnt, da
lediglich 1.6 Aquivalente der Glycosylaminosidure zur Kupplung bereitstehen. Nach
abgeschlossener Synthese wird noch im Synthesizer griindlich mit NMP und anschlie3end mit
CH,Cl, gewaschen, um die bereits erlduterte Nebenreaktionen durch polare Losemittel zu

verhindern.
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Die Abspaltung und Aufarbeitung des Glycodecapeptids erfolgt analog zu der der
Startaminosdure (s. Abbildung 3.39) und fiihrt nach Reinigung durch préparative

Diinnschichtchromatographie zum Glycodecapeptid 103 in einer Gesamtausbeute von 43%.

O CO,Bn CO2Bn ,Bn
SI(CH3)3
NH
O’ wa\ r( HJ\NNHfLNEJ\"NH N;q; H

co Bn 0 N\/O
OBnOB O
0 102
m "
NHAc
a
O CO,Bn CO,Bn CO2Bn
ol ¢ ok ;@w e
OBn CO Bn
Bn
OBn
OBn
WNH 103
NHAc

Abb. 3.41 Abspaltung des Glycodecapeptids 102 unter Standardbedingungen
a) CH,Cl,, TBAF *3H,0, 20°C, 2 x 20 min, 43%

Durch MALDI-Massenspektroskopie ist nur die Masse des Produktes zu detektieren,
Deletionssequenzen werden nicht festgestellt. Korrelierte NMR-Spektren in DMSO-ds
belegen die Struktur von 103. Da sich das Produkt jedoch nur in DMSO 16st, kann iiber die
Reinheit durch analytische HPLC keine Aussage getroffen werden

Die Entfernung der Benzylether-. und Benzylesterschutzgruppen durch Palladium-katalysierte
Hydrierung mit Wasserstoff kann diinnschichtchromatographisch verfolgt werden, eine

Bestétigung durch MALDI-MS schldgt aufgrund einer zu geringen Signalintensitét fehl.
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Zur Synthese der zweiten Partialsequenz wird ein mit der Startaminosdure Glycin
funktionalisierter PTMSEL-Anker 20b bereitgestellt. Ausgehend von dieser Verbindung wird
die Synhese von Fmoc-Val-Glu(OBn)-Cys(Acm)-Arg(di-Z)-Asp(OBn)-Ile-Val-Gly-OH 104
manuell mit den Fmoc-Aminosduren und den Kupplungsreagenzien TBTU/HOBt in DMF
durchgefiihrt. Im Gegensatz zur automatisierten Synthese wird dabei die Kupplungszeit pro

Aminosdure auf 12 - 14 Stunden ausgedehnt (s. Abbildung 3.43).

Leider zeigt sich an dieser Stelle ein entscheidender Nachteil des PTMSEL-Ankersystems.
TBTU ist unter den herrschenden Reaktionsbedingungen instabil und setzt Fluoridionen frei.
Dadurch, und begiinstigt durch die lange Reaktionsdauer, kommt es verstirkt zur Abspaltung
des fluoridlabilen PTMSEL-Ankers vom polymeren Triger. Im darauffolgenden Waschschritt
wird neben den Kupplungsreagenzien auch das wachsende Peptid entfernt. Die Ankerspaltung
als Nebenreaktion im Syntheseverlauf konnte nur bei der Verwendung von TBTU, nicht

jedoch bei der Verwendung von HBTU festgestellt werden.

0 Si(CH
O )L o i(CH3)s @ = AminoTentagel
o N (c = 0.3 mmol/g)
D !

O 0 O/WJNVO

20b

automatisierte Synthese

1) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Val-OH; Capping;

2) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Ile-OH; Capping;

3) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Asp(OBn)-OH; Capping;
4) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Arg(di-Z)-OH; Capping;
5) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Cys(Acm)-OH; Capping;
6) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Glu(OBn)-OH; Capping;
7) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Val-OH; Capping;

manuelle Kupplung :
4 Aquivalente Fmoc-AS-OH

4 Aquivalente TBRTU/HOBt in DMF, 8 Aquivalent DIPEA

z NHZ
HN.

O CO,Bn
. g O g 9 Si(CH3);
OYN%N NQLN NQK NQLNW
O o 2 H o4 i H 5 \/O
N SAcm -

O COan

104

Abb. 3.42 Versuchte manuelle Synthese des Octapeptids 104
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Es ist daher streng darauf zu achten, bei PTMSEL-Systemen uroniumgestiitzte

Kupplungsreagenzien mit dem Gegenionen PF; anstatt BF, (beispielsweise PyBOP, HATU,

HAPyU, BOP) zu verwenden. Einen Ersatz stellt auch das Kupplungsreagenz 3-
(Diethoxyphosphoryloxy)-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-on ~ (DEBPT)  dar."*"'**'¥  Dieser
Phosphonséureester vermittelt die Amidbindung ohne Zusatz von Gegenionen mit einer

geringen Racemisierungsgefahr.

Verbindung 104 kann auch mit dem sdurelabilen Wang-Harz synthetisiert werden. Dafiir wird
ein mit Glycin funktionalisiertes Harz der Fa. Rapp-Polymere (7entagel S PHB Gly-Fmoc,
Beladung 0.29 mmol/g) fiir die manuelle Synthese eingesetzt. Um Diketopiperazinbildung an
dem sterisch wenig anspruchsvollen Anker zu unterbinden, werden die nichsten zwei

Aminoséuren in Form des Fmoc-geschiitzten Dipeptids 109 an das Harz angekniipft.

Die Synthese des Dipeptids ist in Abbildung 3.43 gezeigt. In einer von TBTU/HOBt
vermittelten Reaktion wird Fmoc-Ile-OH 106 mit H,N-Val-OAll*xpTosOH 107 zum
vollstindig orthogonal geschiitzten Dipeptid Fmoc-Ile-Val-OAIl 108 kondensiert. Durch
einen anschlieBenden, Palladium-katalysierten Allyltransfer auf p-Toluolsulfinsdure-

Natriumsalz gelingt die Darstellung der freien Saure 109 in guter Ausbeute.

(2 o 0 (2 0
. o, A on + N o *5; : . 0 E\)kN e
C Iﬁ IS o1 ANHXJ
8

SO;H

1 107 10

& o
b . . o) N N OH
SRS ﬁIﬁ
109

Abb. 3.43 Synthese des Dipeptids Frnoc-Ile-Val-OH 109
a) DMF, TBTU/HOBt/DIPEA, 14 h, 20°C, 87%; b) THF, Pd(PPhs),, pTSANa, 3d, 20°C, 82%

Dieses Dipeptid wird nach Fmoc-Abspaltung manuell an die erste Aminosaure gekniipft.

"1, A. Carpino, J. Xia, A. El-Faham, J. Org. Chem., 69 (2004), 54-61
"2 M. H. Jakobson, O. Burchardt, A. Holm, M. Meldal, Synthesis, (1990), 1008-1010
" H. Li, X. Jiang, , Y. H. Ye, C. Fan, T. Romoff, M. Goodmann, Org. Lett, 1 (1999), 91-93
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Q = Tentagel S

Qg :
’ OJ\N/\O Beladung 0.29 mmol/g
S

~

110 PHB

manuelle Synthese

1) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Ile-Val-OH; Capping;

2) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Asp(OBn)-OH; Capping;
3) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Arg(di-Z)-OH; Capping;
Testabspaltung

4) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Cys(Acm)-OH; Capping;
5) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Glu(OBn)-OH; Capping;
6) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Val-OH

ZN NHZ

COZBH

% ydyykgwwj:(yk »v@ﬁ

Abb. 3.44 Manuelle Synthese des Octapeptids 111 an einem Glycin funktionalisierten Wang-Harz

Nach Anbindung von Fmoc-Arg(di-Z)-OH wird an einer kleinen Menge (150 mg) des Harzes
eine Testabspaltung durchgefiihrt. Dabei sollte vor allem geklart werden, ob es unter den

basischen Bedingungen der Fmoc-Abspaltung zu Aspartimidumlagerung kommt.

Das ESI-Massenspektrum weist keinerlei Anzeichen fiir eine Aspartimidbildung auf.
Zuriickzufiihren ist dies zum einen auf die nicht anfillige Sequenz Asn-Ile, zum anderen auf
die Verwendung des vergleichsweise weniger basischen Morpholin als Abspaltungsreagenz.
Nach Kupplung der letzten Aminosdure wird das Octapeptid mit einer Mischung aus
Trifluoressigsdure/Dichlormethan (1:1) versetzt und 2 Stunden geschiittelt. Danach wird das
Losemittel im Vakuum entfernt und durch die gleiche Menge an Wasser ersetzt, um den pH-
Wert der Losung konstant zu halten. Nach dem Entfernen aller organischen Losemittel fallt
das Rohprodukt 112 aus Wasser aus. Um letzte Sadurereste zu entfernen, schlimmt man den
farblosen Feststoff in Wasser auf und trennt ihn anschlieend durch Zentrifugieren ab. Man

wiederholt diesen Vorgang so lange bis die iiberstehende Losung neutral reagiert.
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Abb. 3.45 Abspaltung des Octapeptids 112 vom Wang-Harz
a) TFA/CH,CI, (1:1), 20°C, 2h, 63%

Das Peptid 14Bt sich in einer Ausbeute von 63% bezogen auf die Anfangsbeladung des
funktionalisierten Harzes isolieren. Da es bis auf Dimethylsulfoxid in allen Losemitteln
unloslich ist, kann iiber die Reinheit mittels analytischer HPLC keine Aussage getroffen
werden. Durch hochaufgeloste ESI-Massenspektroskopie und zweidimensionale NMR-

Untersuchungen kann die Struktur aber eindeutig nachgewiesen werden.

Um das Zielmolekiil 11 iiber eine Fragmentkondensation zugénglich zu machen, wird zuerst
das zu 102 analoge sulfatierte Glycodecapeptid 113 wie in Abbildung 3.40 beschrieben
dargestellt (s. Abb. 3.46). Die anschlieBende Freisetzung des primdren Amins 114 kann {iber
die Bildung des Dibenzofulven-Basenadduktes am Synthesizer detektiert werden. Die
anschlieende Kupplung mit dem Octapeptid 112 wurde auf 4 Stunden ausgedehnt und mit
den reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU/HOAt durchgefiihrt. Das Glycopeptid wird
anschliefend griindlich mit Dichlormethan gewaschen und einer Standardabspaltung mit

TBAF+3H,0 in Dichlormethan unterworfen.
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Si(CH,); automatisierte Synthese
Q\©\O/YN\/O 1) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Asp(OBn)-OH; Capping;
2) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Glu(OBn)-OH; Capping;
20a Q - AminoTentagel 3) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Ser(OBn)-OH; Capping;
(c=10.3 mmol/g)
4) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Glu(OBn)-OH; Capping;
5) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Leu-OH; Capping;
6) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Glu(OBn)-OH; Capping;
7) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Thr(OBn)-OH; Capping;
8) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Leu-OH; Capping;
manuelle Kupplung mit
1.6 Aquivalenten Fmoc-Asn(Ara-Sulfo-Le*)-OH 80
1.8 Aquivalenten HATU/HOAt in NMP
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Abb 3.46 Fragmentkondensation zum geschiitzten Glycooctadecapeptid 115
a) NMP/Piperidin, 20°C, 20min; b) 112, HATU/HOAt/DIPEA, NMP, 20°C, 4h
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Durch eine anschlieBende MALDI-MS-Untersuchung kann jedoch lediglich die Masse des
glycosylierten Decapeptids 116 nachgewiesen werden. Eine Strukturaufklarung durch NMR-
Spektroskopie ist nicht moglich, da die Probe hauptsédchlich aus quartiren Ammoniumsalzen

besteht.

. OB H
115 OnOBn o O o © N O Sogn ¢ Scon®
1 oBn OBn
Q O%NH
HO;SO 0 116
OH NHAc

Abb. 3.47 Abspaltung des Glycodecapeptids 116

Aus diesem Grunde wird die Synthese der Struktur 11 auf linearem Wege angestrebt.
Ausgehend vom bekannten funktionalisierten Polymerharz 20a werden die automatisierten

Peptidkupplungen bis zur Kupplung von Val®’*

problemlos durchgefiihrt. Die Kupplung der
sulfatierten Glycosylaminosdure 80 wird wiederum auf 4 Stunden ausgedehnt und mit den
reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU/HOAt durchgefiihrt. Auch die anschlieBenden
Peptidkupplungen mit Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Ile-OH und Fmoc-Asp(OBn)-
OH erfolgen laut Fmoc-Monitoring ohne Probleme. Die nachfolgende Aminosdure, das
zweifach Z-geschiitzte Argininderivat 84, kann jedoch aufgrund zu geringer Loslichkeit in
NMP vom Synthesizer nicht eingezogen werden und steht damit fiir den darauffolgenden

Kupplungsschritt nicht zur Verfiigung. Da sich direkt danach ein Cappingschritt anschlief3t,
wird das Glycopeptid ab dieser Stelle den weiteren Umsetzungen entzogen (vgl. Abb. 3.48).

Nach einer Standardabspaltung mit 1.5 Aquivalenten TBAF+3H,0 in Dichlormethan wird
durch MALDI-MS anstatt der gesuchten Masse des Glycotetradecapeptids die eines um eine
Aminosdure verkiirzte Glycotridecapeptids 118 gefunden. Es ist deshalb anzunehmen, dal3
schon die Kupplung des Fmoc-geschiitzten Asparaginsdurebausteins nicht stattfand hat und

deshalb Verbindung 118 erhalten wird (vgl. Abb. 3.48).
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O 0 Si(CH3); automatisierte Synthese
Doy ’
O H o o/ﬁ{NVo 1) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Asp(OBn)-OH; Capping;
o

2) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Glu(OBn)-OH; Capping;
20a Q- {2“33?;‘;}352) 3) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Ser(OBn)-OH; Capping;
4) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Glu(OBn)-OH; Capping;
5) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Leu-OH; Capping;

6) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Glu(OBn)-OH; Capping;
7) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Thr(OBn)-OH; Capping;

8) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Leu-OH; Capping;

a manuelle Kupplung mit
1.6 Aquivalenten Fmoc-Asn(Ara-Sulfo-Le?)-OH 80
1.8 Aquivalenten HATU/HOAt in NMP
automatisierte Synthese
9) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Gly-OH; Capping;
10) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Val-OH; Capping;
11) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Ile-OH; Capping;
12) Fmoc-Abspaltung; Kupplung mit Fmoc-Asp(OBn)-OH; Capping;
13) Fmoc-Abspaltung; Capping
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Abb. 3.48 Synthese des Glycotetradecapeptids 118
a) Automatisierte und manuelle Synthese am Peptidsynthesizer; b) 1.5 Aquiv. TBAF*3H,0, CH,Cl,, 20 min, 20°C, 15%

Generell ist anzumerken, dal die mit TBAF+3H,O vom polymeren Triger abgespaltenen

Glycopeptide in jedem Falle Reste des quartiren Ammoniumsalzes enthalten. Diese Reste

reichen aus, um im positiven Memodus von ESI-und MALDI-MS einzig den Wert 242.16 zu

detektieren (BuyN'). Bei den sulfatierten Strukturen kommt hinzu, daB die stark saure

Sulfatgruppe das Tetrabutylammoniumkation salzartig binden kann und es deshalb durch
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waschen nicht zu entfernen ist. Durch eine Filtration {iber Na'-beladenen Ionentauscher sollte

es hingegen moglich sein, letzte Reste an Ammoniumkationen zu entfernen.

Die simultane Deblockierung der Peptid- und Kohlenhydratschutzgruppen gelingt mit
Palladiumhydroxid auf Kohle und Wasserstoff in einer Mischung aus Methanol/Dioxan (1:1)

innerhalb von drei Tagen quantitativ.

CO,Bn CO,Bn CO,Bn
/\OBn OBn coan
OBn
o OBn
onn oBn 118
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OAc NHAc
COH COH COH
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co,H
a
OH
OH
o 0 119
OH oH
Q 0
HO;S0 o NH

Abb. 3.49 Deblockierung des Glycotridecapeptids 118
a) MeOH/Dioxan (1:1), Pd(OH),, H,, 3d, quant.

Auch hier war eine Strukturaufklirung durch NMR nicht moglich, da die Signale des
Abspaltungsreagenz die des Glycopeptids 119 um ein vielfaches iibertreffen.
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4 Zusammenfassung

Im Verlauf inflammatorischer Prozesse vermitteln Selektine und ihre Liganden den ersten
Zellkontakt zwischen Endothel und Leukozyten. Sie schaffen so die Grundlage fiir die
Einwanderung von Leukozyten in entziindetes Gewebe. Eine {ibermiBig gesteigerte
Expression von Selektinen auf den Endothelzellen bzw. Leukozyten kann aber auch bei einer
Reihe von Krankheiten wie Angiopathie, myokardialer Ischimie oder Krebs beobachtet
werden. Eine Therapiemdglichkeit dieser Erkrankungen besteht darin, einen Antagonisten zur
gezielten Blockade der Selektine einzusetzen und damit die komplette Adhésionskaskade von

Beginn an zu unterbinden.

Ziel dieser Arbeit war die festphasengestiitzte Synthese einer glycosylierten Peptidsequenz 11

aus der N-terminalen Doméne des E-Selektin-Liganden-1.

HNy__NH,

HN
CO,H CO,H CO,H CO,H

¢i WL wt j; A, P . J¢N¢ SWN¢ %N¢ 5%‘¢ j;

OH
O

OH 11

OH OH
Q 4 Q
RO 0 NH

HO OH COH OH NHAc
o

H

OH

Um den Kohlenhydratliganden vor enzymatischer Hydrolyse bei einem spéiteren
therapeutischen Einsatz zu schiitzen, wird die im endogenen Liganden vorkommende

L-Fucose gegen D-Arabinose ausgetauscht.

Im ersten Abschnitt der Arbeit wurde durch lineare Synthese aus den
Monosaccharidbausteinen 16, 18 und 36 ein wirksamer Aufbau des Trisaccharids Lewis® im
MultigrammmafRstab ~ erreicht (vgl. Abb 4.1). Das Galactosylbromid 36, das
benzylidengeschiitzte Glucosylaminderivat 18, das Thioarabinosid 15 und das N-

Acetylneuraminsdurexanthogenat 44 wurden in mehrstufigen Synthesen dargestellt.
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Abb. 4.1 Synthese der Glycosylazide 54 und 60

a) CH,CL, / C,H4Cl, (1:1), Hg(CN),, 20°C, 6d, 97%; b) HCI-Ether, NaCNBH3, THF, 0°C, 2d, 62% ; ¢) BusNBr, 20°C, 6d, 84%; d) NaOMe /
MeOH, 20°C, 3h, 93%; e) CH;CN, -65°C, MS 3A, AgOTf, MeSBr, 3h, 23%; f) 1. SnBu,0, MeOH, 65°C, 4h; 2. SO;/NMe;, DMF, 20°C,
14h; MeOH / EE, 20°C, 91%

Das Disaccharid 17 lie sich aus dem Galactosylbromid 36 und dem benzylidengeschiitzen
Glycosylaminakzeptor 18 nach Helferich in einer hohen Ausbeute von 97% gewinnen, wobei
die Verwendung von Dichlorethan als Cosolvens zu Dichlormethan entscheidend

ertragssteigernd  wirkt. Die regioselektive Ringdffnung des Acetals 17 mit
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Natriumcyanoborhydrid und HCI in Ether lieferte das Lactosamin 49 als neuen Aktzeptor in
guter Ausbeute. Nach dem modifizierten in situ-Anomerisierungsverfahren nach Lemieux
konnte aus 49 und dem Thiofucosiddonor 16 das vollstidndig geschiitzte Trisaccharid Arabino-
Lewis® 14 in einer Ausbeute von 84% erhalten werden. Nach Abspaltung aller acetylischen
Schutzgruppen des Galactosylrestes durch Umesterung in Methanol nach Zemplén erhielt man
das Ausgangsprodukt fiir die Sialylierung zum Tetrasaccharid-azid 54. Die letztgenannte
Reaktion gestaltete sich schwierig, trotz umfangreicher Optimierungsversuche konnte eine
Ausbeute von iiber 23% reproduzierbar nicht erreicht werden. Da die pharmakophore
Wirkung der Neuraminsdureeinheit hauptsichlich auf der unter physiologischen Bedingungen
vorhandenen negativen Ladung des Carboxylatrestes beruht, stellt die Sulfatierung in 3'-
Position des Galactosylrestes eine sinnvolle Alternative zur Sialylierung dar. Die
regioselektive Sulfatierung gelang durch vorherige Komplexierung der 3'- und 4'-
Hydroxyfunktion des Galactosylteils mit Dibutylzinnoxid und anschlielende Umsetzung mit
Schwefeltrioxid/Trimethylaminkomplex in sehr guten Ausbeuten. Es konnte nur ein
Regioisomer nachgewiesen werden. Weil die Sialylierung an dem Arabinosyl-Lewis®-
Baustein 15 nur in miBigen Ausbeuten zu erreichen war und mit der Sulfatierung eine in
hohen Ausbeuten und exzellenter Regioselektivitéit verlaufende Alternative vorlag, wurde auf
die Synthese des Tetrasaccharids Arabino-Sialyl-Lewis’-Azid verzichtet. Die weiteren

Umsetzungen wurden nun mit dem sulfatierten Baustein 50 vorgenommen.

Im zweiten Teil sollte das Zielmolekiil 11 in einer Festphasensynthese aufgebaut werden. Fiir
die Synthese von N-Glycokonjugaten wurde die anomere Azidoschutzgruppe des

Glucosaminteils schonend und anomerisierungsfrei zur Glycosylamin-Funktion reduziert.

OBnOBn OBnOBn
OBn OBn
0 0
OAc OH ogn OBn OH ogn OBn
Awﬁo@w wmm[ wmm{
2 H 2
AcO ~ HO OR NHAc - 0550 OH NHAc
67 68 69

Die Hydrierung der anomeren Azide 28, 15 und 60 mit neutrale gewaschenem Raney-Nickel
und Wasserstoff lieferte die entsprechenden Glycosylamine 67, 68 und 69 in nahezu
quantitativen Ausbeuten, ohne dass dabei Benzyletherschutzgruppen hydrogenolytisch

gespalten wurden. Diese Glycosylamine lieBen sich durch Uroniumsalze wie TBTU (2-(1H-
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Benzotriazo-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-tetrafluoroborat) oder HATU (2-(1H-7-
Azabenzotriazo-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-hexafluorophosphat)  als  Kupplungs-
reagenzien und dem Asparaginsdurederivat Fmoc-Asp-OAll anomerisierungsfrei zu den

Glycosylaminoséduren 76 , 78 und 80 verkniipfen.
Nach erfolgreicher Kupplung an die anomere Aminogruppe wurde durch Palladium(0)-

katalysierten Allyltransfer auf N-Methylanilin die Allylester-Schutzgruppe entfernt und die

freie Siure erhalten.
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Die so gewonnenen Glycosylaminosduren 78 und 80 lieen sich in Festphasensynthesen in
eine Peptidsequenz einbringen. Da sowohl die Arabinose als auch die Sulfatgruppe sehr
sdurelabil sind, muflte auf den Einsatz sauer abspaltbarer Schutzgruppen und Ankersysteme
verzichtet werden. Als Alternative bot sich der durch Fluoridionen spaltbare PTMSEL- Anker
20 an.

Ausgehend von 1-(4-Bromophenoxy)-1-ethoxyethan 23 wurde in einer mehrstufigen Synthese
das mit der Fmoc-geschiitzten Startaminosdure und dem PTMSEL-Anker beladene

Tentagelharz dargestellt.
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EEQ
Br Li®
3 b EEO
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Cul 0 OH
OEE OEE T™S” Si(CH;)s
EEO
23 89 90 91 22
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Si(CH;); R OH OH
Si(CH Si(CH3)
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93bR=H 21 92
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Si(CH3); R Si(CH;); R
gig RZ2Buyl 20a R =2-Butyl
20b R=H

a) Et,0, -40°C (1h) — 10°C (2h); b) Et,0, Cu(D)L, 0°C, 1.5 h; ¢) E,O, -50°C (4h) — -20°C (15h), 32% (3Stufen); d) MeOH, 20°C, PPTS
(2.5 mo%), 0.5h, 90%; €) Aceton, 20°C 1. K,COs, KJ, 2. CICH,CO,All, 36h, 20°C, 76%; f) CH,Cl,, 0°C, Fmoc-AS-OH, DCC/DMAP, 12h,
71% (Ile), 64% (Gly); g) THF/MeOH, 20°C, Pd(PPhs);, pTSA-Na, quant. (Ile), 94% (Gly); h) CH,Cl/DMF, 20°C, NovaSynTG® HL,
HBTU/HOBYNMM, 98% (Ile), 87%(Gly)

Die Eignung des Arabino-Lewis®-Asparaginsiurebausteins 78 zum Aufbau komplexer N-
Glycopeptide konnte am Beispiel der Festphasensynthese einer Partialsequenz des E-
Selektinliganden ESL-1 gezeigt werden. Die Festphasensynthese des geschiitzten
Glycodecapeptids wurde nach der Fmoc-Strategie unter Verwendung der fluoridlabilen
PTMSEL-Ankergruppierung an Tentagelharz durchgefiihrt. Die Aktivierung der ersten acht
Aminosdurebausteine  erfolgte mit HBTU/HOBt, die Kupplung des folgenden
Festphasenbausteins 78 wurde aufgrund hoherer Aktivitdt mit HATU/HOAt durchgefiihrt.

CO,Bn CO,Bn

} T@i@w%@?

CO,Bn

HO
NHAC
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Nach Abspaltung des Ankers vom polymeren Triger mit TBAF+3H,O in Dichlormethan
konnte das Glycopeptid in einer Ausbeute von 43% rein isoliert werden. Durch MALDI-MS
und korrrelierte NMR-Spektroskopie wurde die Struktur 103 belegt. Eine reduktive
Abspaltung der Benzylschutzgruppen und der Fmoc-Gruppe mit Palladium auf Kohle in
Methanol/DMSO ergab eine Substanz, deren Massen- und NMR-spektroskopische

Untersuchung bisher kein eindeutiges Ergebnis lieferte.

Der Aufbau der glycosylierten Zielsequenz 11 wurde ebenfalls in einer Festphasensynthese an
dem mit der Startaminosiure funktionalisierten Tentagelharz 20a angestrebt. Die Ankniipfung
der ersten acht Aminosdurebausteine erfolgte mit den Kupplungsreagenzien HBTU/HOBL, die
sulfatierte Glycosylaminosdure 80 konnte durch die reaktiveren Kupplungsreagenzien
HATU/HOAt eingebracht werden. Auch die Einflihrung der nédchsten vier
Aminosdurebausteine gelang gut, doch wurde der darauffolgende Argininbaustein Fmoc-
Arg(di-Z)-OH 84 nur unzureichend in N-Methylpyrrolidon geldst und stand deshalb fiir die
Kupplung nicht zur Verfiigung. Die Peptidsequenz wurde im anschlieBenden Cappingschritt
der weiteren Synthese entzogen. Nach Eliminierung des Ankermolekiils mit TBAF+«3H,0
konnte statt des Glycotetradecapeptids 117 nur das um eine Aminosdure verkiirzte

Glycotridecapeptid 118 massenspektroskopisch nachgewiesen werden.
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Die nachfolgende hydrogenolytische Spaltung der Schutzgruppen mit H,/Pd(OH), in
Methanol und Dioxan gelang glatt, die Verbindung 119 konnte massenspektroskopisch

charakterisiert werden.

CO,H CO,H CO,H
H H ©Q H O H O H 9 H 0
N
A QLNJi’\(NEQLN R LR LR L on
o H H i oH H H H
0O Aon © O Son 9 Sconu ©
OH 0
OH
o\OH
M on OH
Q 4 0 119
HO,S0 0 NH
OH NHAc

In dieser Arbeit wurde eine Syntheseroute entwickelt, nach der die Verwendung
hydrolyseempfindlicher sulfatierter ~Glycosylaminosduren in einer Festphasenglyco-
peptidsynthese moglich ist. Dadurch kénnen N-Acetylneuraminsduren in Sialoglycopeptid-
strukturen ersetzt werden. Der 2-Phenyl-2-trimethylsilyl-ethyl-linker (PTMSEL) ermdglicht
eine Abspaltung unter nahezu neutralen Bedingungen vom polymeren Triger unter Erhalt
sowohl der sehr sdurelabilen Arabinosid-Bindung als auch der O-Sulfatgruppe. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass dieses Ankersystem zum Aufbau ausschlieBlich durch
Benzylether geschiitzter Glycopeptide geeignet ist. Es wird jedoch auch darauf hingewiesen,
dal} Reste an Abspaltungsreagenz die Charakterisierung der Substanzen sehr erschweren und
ein Protokoll zu ihrer Entfernung gefunden werden muf. Diese Erkenntnisse kdnnen
insbesondere im Hinblick auf die biologische Evaluierung der gewonnen Substanzen zum

Aufbau weiterer sulfatierter Glycopeptide genutzt werden.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Allgemeines und Meflgeriite

Absolute Losemittel wurden nach literaturbekannten Verfahren'*' gewonnen und frisch

destilliert eingesetzt.

Saulenchromatographie: Zur Saulenchromatographie unter Normaldruck wurde Kieselgel 60

(0.063-0.2 mm) der Fa. Baker verwendet. Fiir Flash-Chromatographien wurde Kieselgel mit
einer KorngroBe von 0.04-0.063 der Fa. Merck verwendet.

Diinnschichtchromatographie: Zur Diinnschichtchromatographie wurden Aluminium-

fertigplatten mit und ohne Konzentrierungszone der Fa. Merck verwendet. Die Beschichtung
bestand aus Kieselgel 60F;s4 bzw. RP-C18,s4. Die Detektion der Produkte erfolgte durch:

- UV-Licht der Wellenlédnge 254 nm

* Methoxyphenol-Reagenz (1:1-Mischung aus 0.2%-iger ethanolischer Methoxyphenol-
Losung und 2N ethanolischer Schwefelsdure). Die Entwicklung erfolgt durch
Wirmeeinwirkung.

- Seebach-Reagenz (1g Cer-(IV)-sulfat-Tetrahydrat und 2.5g Molybdato-phosphorsdure in
einer Mischung aus 94 ml entionisiertem Wasser und 6 ml konz. Schwefelséure). Die
Entwicklung erfolgt durch Warmeeinwirkung.

- Ninhydrin-Reagenz (1.5 g Ninhydrin in einer Mischung aus 15 ml Essigsdure und 500
ml Methanol). Die Entwicklung erfolgt durch Warmeeinwirkung.

NMR-Spektroskopie: Die Kennzeichnung der 'H- und "*C-Signale in der Interpretation der

Saccharid-NMR-Spektren erfolgte nach folgendem Schema:
N-Acetyl-D-glucosamin ohne Apostroph
D-Galactose '
D-Arabinose "
N-Acetyl-D-Neuraminséure "
Die 'H- und *C-NMR-Spektren wurden an folgenden Geriten aufgenommen:
* Bruker WT-200: 300 MHz 'H-NMR und 75.3 MHz “C-NMR
* Bruker AM-400: 400 MHz 'H-NMR und 100.6 MHz *C-NMR
* Bruker DRX-600: 600 MHz "H-NMR und 150.9 MHz *C-NMR

4D D. Perrin, W. L. F. Amarego, Purification of Laboratory Chemicals, 3. Aufl., Pergamon Press, Oxford,
1988
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Das jeweilige Losemittel wurde als Standard verwendet.

Elementaranalyse: Die Elementaranalyse wurden im Mikroanalytischen Labor des Instituts

fiir Organische Chemie an der Johannes Gutenberg-Universitidt Mainz durchgefiihrt

Schmelzpunkte: Sdmtlich Schmelzpunkte wurden an einer Biichi-Schmelzpunktapparatur

nach Dr. Tottoli bestimmt und sind unkorrigiert.
Drehwerte: Die spezifischen Drehwerte wurden mit einem Perkin-Elmer Polarimeter 241
bestimmt, wobei auf die Natrium-D-Linie (589.5 nm) extrapoliert wurde. Losemittel,

Konzentration und Temperatur sind bei den einzelnen Verbindungen vermerkt.

Massenspektrometrie:

FD-Massenspektren wurden am Institut fiir Organische Chemie der Johannes Gutenberg —
Universitdt mit einem Finnigan MAT-95 aufgenommen.

ESI-Massenspektren wurden auf einem Navigator-Instrument (Fa. ThermoQuest) in einem
Massenbereich von 200 — 1600 (m/z) unter Verwendung von Acetonitril / Wasser 70:30, einer
FluBrate von 0.75 ml / min, einer variablen cone voltage und einem N,-Strom von ca. 300 1/h
aufgenommen. Zur Probeninjektion wurde ein Basic Marathon Autosampler der Fa. Spark mit

einer 20 ul — Probenschleife (Probenkonzentration 0.1 g/I) verwendet.
MALDI-TOF-Spektren wurden mit einem Todspec E-Gerdt der Fa. Micromass, Eschborn,
aufgenommen. Als Matrix wurden 4-Hydroxy-a-cyano-zimtsdure (cca) oder 2,5-

Dihydroxybenzoesdure (dhb) verwendet.

Peptidsynthese: Manuelle Reaktionen am polymeren Triger wurden in einem dem

Merrifieldschen Festphasenreaktor nachempfundenen Reaktionsgefdl durchgefiihrt. Es
handelt sich hierbei um einen 100 ml Rundkolben mit Hiilse NS 29/32, in dessen Boden eine
Glasfritte eingelassen ist. Daran angesetzt ist ein Vakuumvorsto mit PTFE-Hahn, ein
SchlauchleitungsanschluB mit Gewinde GL18 und ein Kernschliff NS 28/32, so daB es
moglich ist, die Reaktionslosung durch Anschlu3 des Reaktors an eine Membranpumpe in
einen Auffangkolben zu filtrieren. Wéhrend der Reaktion wird der Reaktor auf einem
Kreisschiittler 3015 der Fa. GLF angebracht und mit 200 U/min geschiittelt. Die
automatisierte Peptidsynthese wurde an einem Peptidsynthesizer ABI 433A der Fa. Applied



Experimenteller Teil 81

Biosystems durchgefiihrt. Die Synthese wird anhand eines Leitfahigkeitsmonitorings verfolgt,
welches den Verlauf der einzelnen Fmoc-Abspaltungen und somit der gesamten
Peptidsynthese wiederspiegeln soll. Es kann allerdings nach erfolgter Kupplung der neuen
Aminoséure eine hohere Beladung (>10%) als theoretisch moglich angezeigt werden, so daf3
dies nur einen Richtwert darstellt.

Die Beladungsbestimmung erfolgt photometrisch anhand der UV-Absorption des
Fluorenylmethyl-Piperidin-Adduktes, das durch Versetzen von 20 mg des mit einer Fmoc-
Aminosdure beladenen Harzes mit Piperidin entsteht. Ein detailliertes Protokoll dieser
Prozedur findet sich im Advanced Chemtech Handbook of Combinatorial & Solid Phase
Organic Chemistry (1998), S. 330.

HPLC:

Analytische HPLC wurde mit einer Maxistar K1000-Gradientenpumpe, einem 4-Kanal-
Entgaser sowie einem Diodenarraydetektor DAD 2062 (Fa. Knauer) durchgefiihrt. Als
Eluentien dienten frisch entgaste Wasser-Acetonitril-Gemische (Fa. Fischer) bei einer
FluBrate von 1 ml/min, wobei den Mischungen z. T. 0.1% TFA zugesetzt wurde. Die
Detektion erfolgte bei 200-214 nm. Folgende Séulen wurden als stationdre Phasen verwendet:
Phenomenex LUNA C18 5u, 250 x 4.6 mm

Phenomenex Jupiter 300A C18 5y, 250 x 4.6 mm

Knauer Eurosphere C8 5, 250 x 4 mm

Als Eluentien wurden folgende Wasser-Acetonitril-Gemische verwendet:

Gradient A:

| o 40 45 60
H.0 60 10 0 0
CH:CN 40 90 100 100

Gradient B: (Enthélt 0.1% TFA)

| o 5 20 40 45 60
H:0 80 80 50 20 0 0
CH:CN 20 20 50 80 100 100
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Gradient C: (Enthilt 0.1% TFA)

|0 10 15 25
H:0 80 80 0 0
CH:CN 20 20 100 100

Gradient D: (Enthélt 0.1% TFA)

| o 5 15 25
H:0 50 10 0 0
CH:CN 50 90 100 100

Semiprédparative HPLC und préparative HPLC wurde mit einem Knauer Ministar K 500
Pumpe und einem variablen Wellenlingenmonitor von Knauer durchgefiihrt. Bei der
semipraparativen HPLC wurde mit einer Flussrate von 10 ml / min, bei der priparativen
HPLC mit einer Flussrate von 20 ml /min gearbeitet. Die Detektion erfolgte bei A = 215 bzw.
254 nm.

Folgende Séule wurde als stationdre Phase verwendet.
Phenomenex Jupiter C18
Phenomenex LUNA C18

Der verwendete Gradient und wird bei der Versuchsbeschreibung aufgefiihrt.

Bei den Molmassen in runden Klammern wurde die natiirliche Isotopenverteilung
eingerechnet. Bei den Molmassen in eckigen Klammern wurden die Massen der reinen

Isotopen 'H, '*C, "N, '°0 und **S zugrundegelegt.
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5.2 Synthesen zu Kapitel 3.1

2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a,p-D-glucopyranosyl-chlorid °>>° 27

215 g (1 mol) Glucosaminhydrochlorid 26 werden in 1 1 absol. MeOH vorgelegt und langsam
mit 1.2 g (0.05 mol) Na in kleinen Stiicken versetzt, so dall die Losung gelinde siedet. Nach
Abkiihlen auf Raumtemp. werden innerhalb von 2 h 125 ml Acetanhydrid hinzugetopft und 1
d geriihrt. Das Produkt faillt bei 4°C aus, wird mit 100 ml Ethanol und 200 ml Ether
gewaschen und i. Hochvak. getrocknet. 161 g (0.77 mol) des so erhaltenen N-
Acetylglucosamins werden unter kraftigem Riihren in 500 ml Acetylchlorid geldst und mit 2
ml konz. HCI versetzt. Die Losung beginnt nach 10 min zu sieden. Man laft nach 1 h auf
Raumtemp. abkiihlen und 14 h bei dieser Temperatur riihren. Das Ldsemittel wird
anschlieBend i. Hochvak entfernt, der braune Riickstand in 400 ml Dichlormethan
aufgenommen und vorsichtig mit je 400 ml Eiswasser und 10%iger Na,CO;-Lsg. versetzt.
Man gibt unter kraftigem Riihren so viel festes Na,COs zu, bis die Losung einen pH-Wert von
9.5 aufweist. Die organ. Phase wird abgetrennt, mit 500 ml Wasser gewaschen und iiber
MgSO, getrocknet. Man erhélt das Produkt durch chromatographische Reinigung an 300 g
Kieselgel mit einem Laufmittelgemisch Petrolether/Ethylacetat (1:3).

Ausb.: 243 g (0.67 mol, 67% d. Th.; Lit.'"*: 79%); brauner amorpher Feststoff; Ry = 0.26
(PE/EE 1:3);

Ci14H20NOsCl

(365.09)

FD-MS (m/z) = 365.7 [M+H]"

2-Acetamido-3,4,6-tri-0-acetyl-2-desoxy-oz,B-D-glucopyranosy]-azid54’56 28

Es werden 150 g (0.41mol) des N-Acetamidglycopyranosylchlorids 27 in 500 ml
Dichlormethan geldst und unter Riihren mit 50 g (0.76 mol, 1.9 Aquiv.) Natriumazid, geldst
in 300 ml Wasser, versetzt. Als Phasentransferkatalysator werden 3 g Aliquat336® in 20 ml
Dichlormethan hinzugegeben. Man riihrt 2 d, trennt die wissr. Phase ab und extrahiert diese
zweimal mit je 150 ml Dichlormethan. Die vereinigten organ. Phasen werden dreimal mit je
200 ml 10%iger Na,COs3-Lsg und viermal mit je 200 ml Wasser gewaschen, liber MgSQO4
getrocknet und i. Vak. vom Losemittel befreit. Das Produkt fillt in kaltem Petrolether aus.
Ausb.: 123 g (0.33mol, 81% d. Th.; Lit.:>° 88%); farbloser Feststoff; Schmp.165°C, Lit.>®:

%2 B. R. Baker, J. P. Joseph, R. E. Schaub, J. H. Williams, J. Org. Chem., 19 (1954), 1786-1792
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166-167°C; Ry = 0.32 (PE/EE 1:3); [a]” = -42.01 (c = 1.0,CHCL), Lit.%: -45.01 (c = 1.0,

CHCly);

C14H20N4Og

(372.12)

FD-MS (m/z) = 373.7 [M+H]"

2-Acetamido-2-desoxy-m,[i-D-glucopyranosyl-azid5 336 29

Es werden 39.5 g (106 mmol) 28 in 300 ml absol. MeOH gelost und mit wenigen Stiicken (ca
0.5 g) Natrium versetzt. Man rithrt 1 d bei Raumtemp., versetzt anschlieBend mit 2 g
Amberlystl5 (stark sauer in MeOH) und filtriert vom Ionentauscher ab. Nach Destillieren des
Losemittels 1. Vak. wird das Produkt aus Methanol/Ethylacetat (1:2) umkristallisiert.

Ausb.: 26.1 g (quant., Lit.”® quant); farbloser Feststoff; Schmp.: 146°C (Lit.”°: 146-147); Ry =

0.73 (MeOH); [a]” =-43.33 (c = 1.0 MeOH), Lit.*:-23.7 (¢ = 1.0, H,0);

CsH14N4O5
(246.21)

2-Acetamido-(4,6-O-benzyliden)-2-deoxy-B-D-glucopyranosylazid™ 18

Eine Mischung aus 18.7g (76 mmol) feingepulvertem 2-Acetamido-glucosylazid 29 und 1.5 g
p-Toluolsulfinsdure-Monohydrat (7.6 mmol) werden mit 70 ml Benzaldehyddimethylacetal
sowie 50 ml absol. MeOH versetzt und stark geschiittelt, bis nach 50 min die Masse gelartig
erstarrt. Der beige gefirbte Feststoff wird 3 h bei Raumtemp. stehengelassen und danach mit
200 ml eines Petrolether/Diethylether-Gemisches (1:1) aufgenommen. Die Suspension wird
mit 1.5 ml NEt; neutralisiert und anschlief3end filtriert. Der so erhaltene Feststoff wird mit
200 ml Diethylether nachgewaschen, scharf abgesaugt und anschlieBend in 700 ml eines
Dichlormethan/Methanol-Gemisches in der Siedehitze gelost. Man versetzt die Losung mit
100 g Kieselgel z. A. und entfernt die Losemittel i. Vakuum. Durch Flash-Chromatographie
an 200 g Kieselgel werden mit Cyclohexan/Ethylacetat (1:1) unpolarere Verunreinigungen
entfernt. AnschlieBend wird mit Ethylacetat/Ethanol (1:1) das Produkt eluiert.

Ausb.: 24.8 g (34.8 mmol, 97% d. Th., Lit.: 82%); farbloser Feststoff; Schmp.: 201°C (Lit.

214-216 (korr.); Re=0.41 (EE); [a]” =-71.94 (c = 1.0 DMF);
C15H18N405 Ber: C:53.89 H:5.43 N:16.70

CisHisN4Os - H,O  Ber:  C: 51.13 H:5.72 N: 15.90
(334.13) Gef.: C:51.30 H: 5.60 N: 16.05
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FD-MS (m/z) = 335.4 [M + H]"

300 MHz-'"H-NMR (CDCls),  [ppm]:

7.96(d, 1H, Jnp2=8.30Hz, NH); 7.47-7.35 (m, SH, Haom); 5.62(s, 1H, Hipso -Aryl); 5.44(d,
1H, J3.0mn.3=4.33Hz, 3-OH); 4.59(d, 1H, J; ,=8.79Hz, H-1); 4.21(dd, 1H, H-6a); 3.81-3.51(m,
S5H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6a); 1.79(s, 3H, CH3(NHAC))

1,2;3,4-Di-O-isopr0pyliden-oz-D-galactopyranose59 31

In einem 6 1 Einhalskolben werden 180 g (1 mol) a,3-D-Galactopyranose in 4 | absol. Aceton
gelost, mit 400 g (2.5 mol) CuSO4 und 20 ml konz. H,SO4 versetzt und mit einem KPG-
Riihrer 20 h geriihrt. Man filtriert {iber eine Glasfritte ab, wéascht mit 1 1 kaltem Aceton nach
und stellt durch Zugabe von Cu(OH), einen neutralen pH-Wert ein. Es wird wiederum iiber
eine Glasfritte abgesaugt und anschlieBend das Losemittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt
wird destillativ gereinigt.

Ausb.: 228 g (0.88 mol, 88% d. Th., Lit.”: 72%); gelbes Ol; Sdp.:(o.0ambar;: 135-153°C,
Lit.>0.001-001 mm):130-140°C;

C12H2006

(260.12)

FD-MS(m/z) = 260.7 [M]"

6-O-Benzyl-1,2;3,4-di-0-is0propyliden-oz-D-galactopyranose64 32

Man 16st 122 g (0.47 mol) Diisopropylidengalactose 31 in 900 ml DMF, kiihlt auf 0°C ab und
trigt in diese Losung langsam 25 g (1.35 Aquiv.) NaH (60%ig in Mineraldl) ein. Unter
Gasentwicklung steigt die Temp. auf 40°C an. Der Ansatz wird 2 h weitergeriihrt und nach
dieser Zeit mit 76 ml (115 g, 1.35 Aquiv.) BnBr, geldst in 100 ml DMF, tropfenweise
versetzt. Es wird 20 h nachgeriihrt und anschlieend mit 50 ml MeOH iiberschiissiges NaH
vernichtet. Das Losemittel wird i. Hochvak. entfernt, das resultierende Ol in 700 ml
Ethylacetat aufgenommen und mit einer ges. NaHCO;-Lsg. gewaschen. Zur Phasentrennung
muf} evtl. ges. NaCl-Lsg zugegeben werden. Nach Abtrennung der organ. Phase wird diese
mit MgSO, getrocknet, das Losemittel i.Vak entfernt und das Produkt durch eine
Hochvakuumdestillation erhalten.

Ausb.: 73 g (44% d. Th. Lit.: 68% ); R¢=0.77 (PE/EE 1:1); gelbes o)R Sdp.(0.04): 160-165°C,
Lit.: 156°C

Ci9H2606 (350.17)



Experimenteller Teil 86

FD-MS(m/z) = 350.6 [M]"

1,2,3,4-Tetra-O-acetyl—6-O-benzyl-oz,|3-D-galactopyranose61’64 33

Eine Suspension von 76.5 g (218.5 mmol) 6-O-Benzyl-di-isopropyliden-galactose 32 in 300
ml 60%-iger Essigsdure wird zwei Tage bei 100°C Badtemperatur geriihrt. Nach Abkiihlen
auf Raumtemp. wird der Reaktionsansatz i. Vak. eingedampft und zweimal mit je 75 ml
Toluol codestilliert. Das Rohprodukt (58.9 g, 217 mmol) wird nach Trocknen i. Hochvak. in
350 ml Pyiridin gelost. Es werden 125 mg DMAP zugegeben und unter Kiithlung 350 ml
Acetanhydrid zugetropft. Der Ansatz wird 90 min geriihrt, iberschiissige Reagenzien werden
abdestilliert und der Riickstand anschlieBend zweimal mit je 80 ml Toluol codestilliert. Man
nimmt in 250 ml Essigsdureethylester auf, wischt die organ. Phase zweimal mit 100 ml
Wasser, trocknet mit MgSO4 und engt i. Vak. ein. Das Rohprodukt wird mittels Flash-
Chromatographie an Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat (5:1) gereinigt und ohne weitere
Charakterisierung umgesetzt.

Ausb.: 75.21 g (171.5 mmol, 79% d. Th. Lit.**: 50%); gelbes Ol; Ry=0.58 (CH/EE 1:1);
C21H26010

(438.15)

ESI-MS (m/z) = 461.2 [M+Na]"

2,3,4-Tri-O-acetyl-6-O-benzyl-a,p-D-galactopyranose® 34

Es werden 11.2 g (0.026 mol) 33 in 100 ml absol. DMF gelost, mit 3.5 g (0.038 mol, 1.5
Aquiv.) NLoH4+CH3CO,H versetzt und 50 min auf 40°C erwarmt. Nach dieser Zeit kann
vollstdndiger Umsatz detektiert werden (DC-Kontrolle). Die Losung wird darauthin mit 500
ml Ethylacetat versetzt. Man wischt die organ. Phase mit je 100 ml NaHCOs-Lsg. und ges.
NaCl-Lsg., trocknet iiber MgSO,4 und entfernt das Losemittel i. Vak. Man erhélt das Produkt
als Anomerengemisch durch Chromatographie an Kieselgel mit Petrolether/Ethylacetat (5:1).
Ausb.: 5.1 g (13 mmol, 50% d. Th.; Lit.: k.A.); gelbes Ol; R¢= 0.42 (PE/EE 1:1);

Ci9H2409

(396.14)
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2,3,4-Tri-O-acetyl-6-O-benzyl-a,p-D-galactopyranosyl-trichloracetimidat® 35

Man 16st 5.1g (0.013 mol) des partiell deblockierten Galactosylderivats 34 in 40 ml
Dichlormethan und versetzt die Losung mit 10 ml Trichloracetonitril. Nach der Zugabe von 5
Tropfen Diazabicycloundecen wird die gelbe Losung 20 h geriihrt. Das Losemittel wird nach
dieser Zeit i. Hochvak. entfernt und das Produkt duch Chromatographie an Kieselgel mit
Petrolether/Ethylacetat (3:1 + 1% NEt;) erhalten. Das saubere o-Anomer fillt man aus
Ethylacetat unter vorsichtiger Zugabe von Petrolether aus.

Ausb.: 3.9 g (7.3 mmol, 57% d. Th. Lit.**: 36%); farbloser Feststoff; Schmp.:134°C, Lit.:
131°C, Ry = 0.55 (PE/EE 2:1); [a]” =63.30 (c =1.0, CHCl3), Lit.** : 62.14, ¢ = 1.05, CHCLy);

C21H2409NC13 Ber.: C46.64 H4.47 N 2.59
(540.81) Gef.: C46.65 H4.52 N 2.57
FD-MS (m/z) = 541.6 [M+H]"

2,3,4-Tri-O-acetyl-6-O-benzyl-oz,B-D-galactopyranosylbromid“’67 36

Zu einer Mischung von 10 g ausgeh. Molekularsieb (3A) und 1.15 g BiBr; (7.5 mmol, 5
mol%) werden 22 g (50.25 mmol) 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-O-benzyl-o,-D-galactopyranose
33 in 250 ml CH,Cl; iiber eine Kaniile zugespritzt. Der Ansatz wird auf —50°C abgekiihlt und
25 g (163.3 mmol, 3.25 Aquiv.) Trimethylsilylbromid in 250 ml absol. CH,Cl,, in kleinen
Portionen (50 ml) zugespritzt. Die Reaktionsmischung verfarbt sich daraufhin gelb. Nach 24 h
Riihren bei dieser Temperatur werden weitere 7.5 ml (0.75 Aquiv.) Trimethylsilylbromid
sowie eine Spatelspitze BiBr; hinzugefiigt und die Mischung weitere 2 d bei —10°C gehalten.
Ein vollstindiger Umsatz kann nicht detektiert werden. Man filtriert das Molekularsieb {iber
HyFlo-Supercel® ab und wischt griindlich mit Dichlormethan nach, neutralisiert das Filtrat
unter Eiskiithlung mit 200 ml ges. NaHCO;-Lsg. und wischt mit 200 ml H,O. Die organ.
Phase wird tiber MgSO, getrocknet und i. Vak. eingeengt. Das Produkt kann durch Flash-
Chromatographie an Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetet (3:1) rein erhalten werden,
zersetzt sich auf der Séule jedoch relativ schnell, so da3 die direkte weitere Umsetzung ohne

Reinigung zu empfehlen ist.
Ausb.: 22.9 g (49.8 mmol, 75% d. Th., Lit.”” 59%); R;=0.68 (CH/EE 1:1); [«]” =-8.7 (c=1,
CHCL), Lit.* k. A.;

Ci9H23BrOg
(459.29)
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ESI-MS (m/z) = (481.1) [M + Na]"

300 MHz-"H-NMR (CDCls), & [ppm]:

7.32-7.26 (m, 5H, Huom); 6.67(d, 1H, J;»=3.42Hz, H-1"), 5.60(m, 1H, H-4"), 4.38(t, 1H,
J»1=3.41Hz, J,3=6.34Hz, H-2"), 499 (dd, 1H, J3,=6.34Hz, H-3'), 4.56-4.35 (m, 3H,
CH,(OBn), H-5"), 3.51-3.45 (m, 2H, H-6a', H-6b"), 2.07, 2.01, 1.97 (3s, 9H, CH3(OAc));

1,2,3,4-Tetra-0-acetyl-0z,|3-D-arabinopyranose69’143 38

Man I6st 103 g (0.69 mol) a,B-D-Arabinopyranose in 900 ml Pyridin und versetzt die Losung
innerhalb von 2 h mit 1500 ml Acetanhydrid. Man riihrt 3 h bei 50°C nach, entfernt das
Losemittel i. Vak. und destilliert vom resultierenden gelben Ol zweimal je 250 ml Toluol ab.
Durch Chromatographie an 500 g Kieselgel mit Petrolether/Ethylacetat (2:1) erhdlt man die
peracetylierte Arabinose als gelbes Ol.

Ausb.: 203.5 g (0.64 mol, 92% d. Th. Lit .: quant); gelbes Ol; Ry=0.27 (PE/EE 2:1); [a]” =

-126.80 (¢ = 1.0, CHCls, nur B-Anomer), Lit.*’: -129.9 (¢ = 1.0, CHCl3);
Ci3Hi309

(318.05)

FD-MS (m/z) = 275.6 [M-AcOH]"

Ethyl-2,3,4-tri-O-acetyl-1-thio-a,B-D-arabinopyranosid®’ 39

Es werden 34.5 g (0.11 mol) 38 in 250 ml Dichlormethan geldst und 1 h {iber ausgeh.
Molekularsieb (3A) geriihrt. Die Losung wird auf -50°C abgekiihlt. Nach der Zugabe von
11.6 ml (1.5 Aquiv.) Ethanthiol werden langsam 16 ml (1.25 Aquiv.) BF3*OEt, eingebracht.
Man riihrt 1 d bei -25°C und gibt nochmals die gleiche Menge des Mercaptans und der Lewis-
Sdure zu. Nach weiteren 20 h Riihren bei -25°C neutralisiert man den Ansatz durch Zugabe
von 105 ml NEt;. Der Ansatz wird je dreimal mit 250 ml ges. NaHCOs-Lsg und ges. NaCl-
Lsg. gewaschen, mit MgSO, getrocknet und i. Vak. vom Ldsemittel befreit.

Ausb.: 203.5g (0.64 mol, 92% d. Th. Lit: 39%); farbloses Ol; Ry = 0.27 (PE/EE 2:1); Lit.:

[@? = +7.4 (c=1, CHCly);
Ci13H2007S

(320.35)
FD-MS (m/z) = 321.5 [M+H]"

> Chem Abstr., (1964), 5737h-5738a;
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Ethyl-1-thio-o,B-D-arabinopyranosid® 40

9.35 g (0.03 mol) werden in 100 ml absol. Methanol geldst und durch Zugabe von wenigen
Stiicken Na zum gelinden Sieden erhitzt. Man rithrt 20 h bei Raumtemp., versetzt
anschlieBend mit 1 g Ionenaustauscher Amberlyst15 und riihrt fiir 30 Minuten. Es wird vom
Ionentauscher abfiltriert, mit 100 ml Methanol nachgewaschen und i. Vak. vom Losemittel
befreit. Die Verbindung wird ohne weitere Charakterisierung weiter umgesetzt.

Ausb.: 5.45 g (quant.); R¢= 0.37 (CHCl3/MeOH 6:1);

Ethyl-2,3,4-tri-O-benzyl-1-thio-a,p-D-arabinopyranosid® 16

In eine auf 0°C abgekiihlte Losung aus 5.45 g (0.03mol) 40 in 300 ml DMF werden unter
kriftigem Riihren 8.75 g NaH (60% in Mineraldl, 0.21 mol, 7.6 Aquiv.) eingetragen. Man
rithrt 2 h bei dieser Temperatur nach und versetzt langsam mit 15 ml (0.14 mol, 4.5 Aquiv.)
Benzylbromid. Der Ansatz wird auf Raumtemp. erwdrmt und 20 h geriihrt. Nach dieser Zeit
werden, um {iiberschiissiges NaH zu hydrolysieren, 20 ml Methanol hinzugegeben. Nach 10
min Riithren versetzt man die Losung mit 500 ml eines Wasser/Toluol-Gemisches, wascht
viermal mit 200 ml ges. NaCl-Lsg. und trennt die organ. Phase ab. Diese wird mit MgSO,
getrocknet und i. Hochvak. vom Losemittel befreit. Das Produkt erhdlt man durch
Chromatographie an 300 g Kieselgel mit einem Laufmittelgemisch Petrolether/Ethylacetat
(10:1).

Ausb.: 9.31 g (0.02 mol, 66% d. Th. Lit.: 62%); farbloses Ol; R¢=0.57 (PE/EE 3:1); [a]zDz =

+18.9 (c = 1.0 CHCl3, a-Anomer) Lit.: +20.4, (c = 1.0, CHCl3, a-Anomer);
CasH32048

(464.61)

ESI-MS (m/z) = 487.4 [M+Na]"

Methyl-5-acetamido-3,5-didesoxy-a,B-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosid-onat’' 42
Man suspendiert 3 g (0.095 mol) Neuraminsdure mit 6.5 g Dowex 50WXS8 Ionentauscher in
250 ml Methanol und schiittelt den Ansatz 14 h. Danach wird der lonentauscher abfiltriert und
mit der gleichen Menge Methanol nachgewaschen. Das Losemittel wird i. Vak. entfernt und
der verbleibende Feststoff ohne Reinigung weiter eingesetzt.

Ausb.: 3.31 g (0.01 mol, quant.); amorpher Feststoff; R¢=0.72 (Pentanol/AcOH/H,0 5:2:2);
C12H21NOy

(323.11)

FD-MS (m/z) = 324.6 [M+H]"
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Methyl-(5-acetamido-2,4,7,8,9-penta-O-acetyl-3,5-didesoxy-a,f-D-glycero-D-galacto-2-
nonulopyranosid)-onat71 43

2.2 g (0.007 mol) des Neuraminsduremethylesters 42 werden in 50 ml Pyridin gelost, auf
0°C abgekiihlt und mit 15 ml Acetanhydrid versetzt. Es wird 24 h gertihrt, die Losung mit 50
ml Toluol verdiinnt und die Losemittel anschlieBend entfernt. Man erhilt das Produkt durch
Chromatographie an Kieselgel mit Ethylacetat als Laufmittel.

Ausb.: 233 g (0.043 mol, 64% d. Th.); farbloser amorpher Feststoff; Ry = 0.53
(CH,Cl,/MeOH 15:1);

CH3NO4

(533.17)

ESI-MS (m/z) = 556.24 [M+Na]"

Methyl-(2-ethylthio-5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-2-thio-a,f3-D-
glycero-D-galacto-Z-nonulopyranosid)-onat72 44a

(Me-Acs-NeuNAc-SEt)

0.8 g (1.5 mmol) Methyl-5-acetamido-2,4,7,8,9-penta-O-acetyl-3,5-dideoxy-a,B-D-glycero-D-
galacto-2-nonulopyranonat 43 werden in 30 ml frisch absolutiertem und entgastem
Dichlormethan geldst. Nach Zugabe von 0.15 ml (1.1 Aquiv.) Ethylmercaptan wird der
Reaktionsansatz auf 0°C abgekiihlt und 20 min geriihrt. Man versetzt langsam mit 0.5 ml (2.4
Aquiv) Bortrifluoridetherat und 148t auf Raumtemp. erwirmen. Nach 18 h wird mit 40 ml
Dichlormethan verdiinnt, mit 50 ml einer ges. NaHCOs-Losung gewaschen und die wéssrige
Phase mit Dichlormethan gegengeschiittelt. Die vereinigten organ. Phasen werden {iber
MgSO, getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels i. Vak. wird das verbleibende Ol an
50g Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat (1:10) chromatographiert.

Ausb.: 0.67 g (1.25 mmol, 84% d. Th.; Lit: 62%); farbloser amorpher Feststoff; Ry = 0.38

(CHCI3/MeOH 15:1); [a]” =-48.18 (c = 1.0 CHCl3) Lit.: +31.4;

C22H33NO S Ber.: (C:49.34 H: 6.21 N:2.61 S:5.99

(535.17) Gef.: C:49.71 H: 6.40 N: 2.79 S:6.11

FD-MS (m/z): 536.7 [M+H]"

400 MHz-"H-NMR(CDCl; .COSY, HMQC), 6 [ppm]:

5.37(m, 1H, Jgmo,»=10.88Hz, Jgwo,»=2.33Hz, H-8"); 5.29(dd, 1H, Jmg=1.94Hz, H-7");
5.13(d, 1H, Jnuns~=10.17Hz, NH); 4.83(dt, 1H, J4s5»=10.48Hz, J43,,=6.82Hz,
Jar30=4.82Hz, H-4"); 4.28(dd, 1H, Jou, g=2.31Hz, Jeem=12.40Hz, H-9"'b); 4.11-3.98(m, 2H,
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Jouag=10.92Hz, Joem=12.55Hz, Jsn4=10.48Hz, Js»ny=10.17Hz, H-9"a, H-5"); 3.82-3.78(m,
4H, Jgn=1.94Hz, H-6", OCHj); 2.75(dd, 1H, Jgen=12.14Hz, CH,CH;); 2.69(dd, 1H,
T3 4=4.82Hz, Tzen32=12.54Hz, H3e"); 2.52(1H, Jgem=12.08Hz, CH,CH3); 2.14, 2.11, 2.01,
1.85(4s, 13H, H-3"a, CH3(OAc)); 2.00(s, 3H, CH3(NHAc)); 1.16(t, 3H, Jeus crav=7.55Hz,
CH,CHs);

100.6 MHz-">C-NMR (CDCls, HMQC, DEPT), & [ppm]:

170.93, 170.63, 170.12(CO, Ester, (OAc, NHAc)); 168.44 (C-1"); 83.32(C-2"); 74.13(C-6");
69.65(C-4"); 68.65 (C-8"); 67.33 (C-7"); 62.22(C-9"); 52.89 (OCH3); 49.36(C-5""); 38.04(C-
3™); 23.10(2C, CH,CH3, NHAc); 21.15, 20.84, 20.74(CH3(0Ac)); 14.06(CH,CH3);

Methyl-(2-phenylthio-5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-2-thio-a,f-D-
glycero-D-galacto-2-nonulopyranosid)-onat’> 44b

(Me-Acs-NeuNAc-SPh)

3.74 g (7.0 mmol) Methyl-5-acetamido-2,4,7,8,9-penta-O-acetyl-3,5-dideoxy-2-thio-a,-D-
glycero-D-galacto-2-nonulopyranonat 43 und 4 g gepulvertes Molekularsieb (3A) werden in
75 ml absol. Dichlormethan suspendiert. Nach Zugabe von 0.75 ml (1.05 Aquiv.)
Phenylmercaptan wird bei Raumtemp. 15 min geriihrt. Anschliefend werden langsam 1.8 ml
(2.1 Aquiv.) BFs*OEt, zugetropft. Der Ansatz wird iiber Nacht bei Raumtemp. aufbewahrt
und mit weiteren 1.0 ml (I Aquiv.) BF3;*OEt, versetzt. Nach weiteren 24 h Riihren bei
Raumtemp. kann vollstindiger Umsatz detektiert werden. Man filtriert iber HiFlo-Supercel®
ab, wascht mit Dichlormethan nach und neutralisiert die organische Phase mit 100 ml ges.
NaHCOs-Lsg., wischt mit 100 ml Wasser und trocknet iber MgSO,4. Der Rohansatz wird i.
Vak eingeengt und sédulenchromatographisch mit Cyclohexan/Ethylacetat (1:10) gereinigt.
Ausb.: 2.32 g (4 mmol, 57% d. Th.; Lit.: 80%); farbloser, amorpher Feststoff; Ry= 0.30

(EE); [a]” =-33.48 (c=1.0, CHCly), Lit.: +20.9 (¢ = 1.0, CHCly);

Ca6H33NO12S

(583.6)

ESI-MS: 606.2 [M+Na]"

400 MHz-"H-NMR (CDCl;), & [ppm]: (a-Anomer)

7.38-7.24 (m, 5 H, Harom.); 5.84(d,1H, Jnius+=10.29Hz, NH); 5.44(dd, 1H, J;wg=1.84Hz, H-
7"); 5.35(d, 1H, Jsm3e=4.78Hz, H-4"); 4.93(dd, 1H, Jg»gnp=Jg»7»=1.84Hz, H-8"); 4.60(dd,
1H, Jou8+=10.67Hz, Joem=10.29Hz, H-9"a); 4.45(dd, 1H, J¢» 7»=2.20Hz, J¢=s+=12.50Hz H-
6"); 4.15-4.03(m, 1H, Jow,g»=1.84Hz); 3.95(dd, 1H, Jsm¢=12.50Hz); 3.53(s, 3H, OCHs);
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2.64(dd, 1H, Jsen4n=4.78Hz, J3en3,=13.97Hz, H-3¢"); 2.05, 2.03, 2.00, 1.85(4s,13H, H-3"a,
CH3(0OAc)); 1.91(s, 3H, CH3(NHAc));

100.3 MHz-">C-NMR (CDCls), 8 [ppm]:

171.14, 170.91, 170.23, 170.20, 170.14(5s, CO (OAc, NHAc)); 168.18(C-1"); 136.08(Cmeta-
Aryl); 129.67(Cpara-Aryl); 129.04(Corino-Aryl); 128.83(Cipso-Aryl); 89.02(C-2""); 73.18(C-
67°); 69.06(C-4""); 68.82(C-8""); 62.68(C-97"); 52.52(0CH3); 49.30(C-5""); 37.53(C-3");
23.09(CH3(NHACc)); 21.01, 20.83, 20.71, 20.67(CH3(OAc));

5-Acetamido-2,4,7,8,9-penta-O-acetyl-3,5-dideoxy-a,B-D-glycero-p-galacto-2-
nonulopyranosat 45

(a,B-NeuAcsNAcCOOH)

6.1 g (19.7 mmol) N-Acetyl-D-neuraminsidure 41 werden in 250 ml Pyridin geldst, auf 0°C
abgekiihlt und langsam mit 120 ml Acetanhydrid versetzt. Man ldsst den Ansatz auf
Raumtemp. erwédrmen und riihrt bei dieser Temp. weitere 2 h. Die Losemittel werden i. Vak.
entfernt und der Riickstand dreimal mit 50 ml Toluol codestilliert. Das Produkt wird ohne
weitere Reinigung umgesetzt.

Ausb.: 11.02 g (quant. Lit.: quant); brauner amorpher Feststoff; Ry = 0.18 (CH,Cl,/MeOH
15:1);

C21H29NO 14

(519.45)

ESI-MS (m/z): 542.20 [M+Na]"

Benzyl-5-acetamido-2.,4,7,8,9-penta-O-acetyl-3,5-dideoxy-a,B-D-glycero-D-galacto-2-
nonulopyranosat 144 46

(a,p-NeuAcsNAcCO;,Bn)

11g (21.1 mmol) a,p-NeuAcsNAcCOOH 45 werden in 30ml Ethanol gelost und mit 3.1g
(22.5 mmol) Ciasiumcarbonat, gelost in 10 ml H,O, versetzt. Nachdem die Gasentwicklung
abgeklungen ist, werden die Losemittel i. Vak entfernt und der Riickstand dreimal mit 70 ml
Toluol codestilliert. Man erhélt 13 g des Césium-Salzes und 16st dieses in 120 ml DMF. Zu
dieser Losung werden bei Raumtemp. unter Riihren 5 ml (40 mmol, 2 Aquiv.) Benzylbromid
langsam zugetropft. Man riihrt 1 h und entfernt anschlieBend die Losemittel i. Vak. Der

Riickstand wird in 200 ml Ethylacetat aufgenommen und das ausgefallene Cédsiumbromid

%S, Keil, Dissertation (2000), Universitit Mainz
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abfiltriert. Nach Entfernen des Losemittels wird das gelbe Ol an 300g Kieselgel mit einem
Laufmittelgemisch Petrolether/Ethylacetat (1:2) durch Flash-Chromatographie gereinigt.
Ausbeute: 10.3 g (16.9 mmol, 80% d. Th.; Lit."**: 88%); R¢=0.26 (CH,Cl, / MeOH 15:1);
CygH3sNO14

(609.57)

FD-MS (m/z): 610.4 [M + H]"

300-MHz-"H-NMR(CDCls), 8[ppm]:

7.31-7.26(m, 5SH, Harom ); 5.50-47(m, 1H, H-8"); 5.33(dd, 1H, H-7"); 5.29-5.09(m, 3H, NH,
CH,(OBn)); 5.03(dt, 1H, H-4"); 4.40(dd, 1H, Jeem=12.57Hz, H-9"b); 4.13-4.06(m, 3H,
Jeem=12.55Hz, H-9"a, H-5", H-6"); 2.49(dd, 1H, J3ew4=4.77Hz, J3¢n30=13.23Hz, H-3e™);
2.08, 2.06, 1.83 (3s, 15H, H-3"a, CH3(OAc)); 2.02-2.00(m, 1H, H-3a™); 1.97(s, 3H,
CH3(NHACc));

75.6 MHz-">C-NMR (CDCl;, HMQC, DEPT), & [ppm]:

170.74, 170.45, 170.29, 170.11, 170.06, 169.79, 168.19 (CO Ester, (OAc, NHAc)); 165.51
(C-1"); 134.87(Cipso-Aryl); 128.47, 128.38, 128.17(Carom); 97.59(C-2"); 72.76(C-6");
71.17(C-4"); 68.37 (C-8"); 67.83(CH,-Benzyl); 67.72 (C-7"); 61.94(C-9"M); 49.03(C-5");
35.76(C-3"); 23.02(CH3(NHAC)); 20.76, 20.68, 20.54(CH3(OAc));

Benzyl-[5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-2-chloro-3,5-dideoxy-a-D-glycero-nD-galacto-
2-nonulopyranosyl]-onat "> 47

(AcsNeuNAcCO,BnCl)

1.86 g (3 mmol) 46 werden in 30 ml auf 0°C abgekiihlten Acetylchlorid geldst und mit 3
Tropfen Wasser versetzt. Die Reaktionsmischung wird 4 d bei Raumtemp. geriihrt, das
tiberschiissige Acetylchlorid i. Vak. entfernt und der Riickstand dreimal mit Toluol
codestilliert. Der so erhaltene braune Feststoff wird durch Flash-Chromatographie an 150 g
Kieselgel mit Ethylacetat gereinigt.

Ausbeute: 1.3 g (2.22 mmol, 73% d. Th.; Lit.”": 91%); brauner, amorpher Feststoff; R¢= 0.36

(EE);
C26H32C1N012 Ber.: C53.29 H 5.50 N 2.39
(585.16) Gef.: C53.16 H 5.93 N 2.02

ESI-MS (m/z): 608.05 [M+Na]"
300-MHz-'H-NMR(CDCls), 8[ppm]:
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7.37-7.31(m, 5H, Harom); 5.50-5.31(m, 4H, H-8", H-7"", CH,(OBn), NH(Ac)); 5.22-5.12(m,
2H, H-4", CH,(OBn)); 5.03(dt, 2H, Jo, g=2.21Hz, H-6", H-9"'b); 4.23-4.02(m, 2H, H-5", H-
9™a), 2.75(dd, 1H, J3en4=4.78Hz, J3en32=13.60Hz, H-3e"), 2.25(dd, 1H, J3,m3.=13.95Hz,
Jsen 4n=2.58Hz, H-3"a); 2.08, 2.06, 2.01(3s,12H, CH3(OAc)); 1.87(s, 3H, CH3(NHAC));

150.9 MHz-">C-NMR (CDCl;, DEPT), & [ppm]:

170.93, 170.54, 170.30, 169.91 169.60(CO(OAc, NHAc)); 164.73 (C-1"); 134.58(Cipso-Aryl);
128.59, 128.20 (Curom.); 96.67(C-2"); 73.92(C-6"); 69.69(C-4"); 68.71(C-8"); 68.32(CH,-
Benzyl); 66.87(C-7"); 61.91(C-9"); 48.76(C-5"); 40.57(C-3"); 23.09(CH3(NHACc)); 20.85,
20.77, 20.71(CH3(OAc));

O-Ethyl-S-(benzyl-[5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-dideoxy-a-D-glycero-D-
galacto-2-nonulopyranosyl]-onat-dithiocarbonat ”’ 48

(AcsNeuNAcCO,BnXan)

Man [6st 1.2 g (2.05 mmol) AcsNeuNAcCO,BnCl 47 in 40 ml frisch absol. Aceton und kiihlt
auf 0°C. Es werden im Argongegenstrom 0.92 g (5.7 mmol) O-Ethyl-S-Kaliumxanthogenat in
kleinen Portionen zu der Losung geben und unter Lichtausschluss 8 h bei 0°C und weitere 30
h bei Raumtemp. geriihrt. Zur Aufarbeitung wird mit 50 ml Methylenchlorid verdiinnt und je
einmal mit 50 ml Wasser, ges. NaHCO;-Lsg. und ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Die organ.
Phase wird lber MgSO, getrocknet, filtriert und das Ldsemittel i. Vak. entfernt. Die
Sdulenchromatographische Reinigung erfolgt an Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat (1:5).
Ausbeute: 0.82 g (1.23 mmol, 60% d. Th., Lit.: 64%); farbloser, amorpher Feststoff; R¢ = 0.26

(CH,CL/MeOH 15:1); [a]” = +15.49 (¢ = 1.0, CHCl3), Lit.”": +29.40 (¢ = 1.0, CHCl),

Lit."**: +34.1 (c = 1.0, CHCl;);

Ca9H37NO,3S, Ber.: C51.85 H 5.55 N 2.09

(671.73) Gef.: C52.06 H 6.02 N2.10

ESI-MS (m/z): 694.19 [M+Na]"

300 MHz-"H-NMR(CDCl5), & [ppm]:

7.31-7.30(m, 5H Harom.); 5.45(bd, 1H, Jngps»=10.29Hz, NH); 5.32-5.17(m, 4H, H-8", H-7",
CHy(Bn)), 4.83(dt, 1H, J45»=10.29Hz, J4»3,=6.99Hz, Jsn3e=4.78Hz, H-4"), 4.28(dd, 1H,
Joupgn=2.31Hz, Jeem=12.40Hz, H-9"b), 4.11-3.98(m, 2H, Jon,=10.92Hz, Jyem=12.55Hz,
Jsn4=10.48Hz, Js»xz=10.17Hz, H-9"a, H-5"), 3.82-3.78(m, 4H, J¢ 7»=1.94Hz, H-6"", OCH3),
2.75(dd, 1H, Jeem=12.14Hz, CH,CH3), 2.69(dd, 1H, Jsen4=4.82Hz, Jzen3.=12.54Hz, H3e"),
2.52(1H, Jgem=12.08Hz, CH,CHs3), 2.14, 2.11, 2.01, 2.00(4s,13H, H-3"a, CH3(OAc)), 1.85(s,
3H, NHAc), 1.16(t, 3H, Jcus.chan=7.55Hz, CH,CHs);
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150.9 MHz-">C-NMR (CDCl;, HMQC, DEPT), & [ppm]:

206.99(CS); 170.71, 170.62, 179.44, 170.29, 170.11, 170.05 (CO,Bn, CO(OAc, NHAc)),
167.80(C-1"); 134.88(Cipso-Aryl); 128.73, 128.61, 128.56, 128.49, 128.19, 127.92(Curom.);
86.51(C-2"); 75.23(C-6"); 70.67(C-4"); 68.76 (C-8"); 67.77 (C-7"); 62.03(C-9"); 49.12(C-
5™);  37.08(C-3"); 23.06(CH3(NHAc)); 21.00, 20.79, 20.73, 20.70(CH;(OAc));
12.97(CH,CHs);

5.3 Synthesen zu Kapitel 3.2

2-Acetamido-3-0O-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-O-benzyl--D-galactopyranosyl)-4,6-O-
(benzyliden)-2-deoxy-B-D-glucopyranosylazid 17

Variante a iiber Galactosyltrichloracetimidat ** 35:

Es werden 3 g (5.6 mmol, 1.5 Aquiv.) Galactosyltrichloracetimidat 35 mit 1.3 g (3.7 mmol)
des Akzeptors 18 in 150 ml absol. Dichlormethan suspendiert und 1 h iiber ausgeheiztem
Molekularsieb (3A) geriihrt. AnschlieBend kiihlt man den Ansatz auf —78°C ab und gibt
langsam 1 ml (0.56 mol, 0.15 Aquiv.) TMSOTY, geldst in 3 ml Dichlormethan, tropfenweise
hinzu. Der Ansatz wird anschlieBend bei —32°C gelagert und der Reaktionsfortschritt
diinnschichtchromatographisch verfolgt. Nach 6 d wird die Losung mit festem NaHCOs3
neutralisiert. Uber eine Glasfritte wird das Molekularsieb abgetrennt und das Losemittel i.
Vak. entfernt. Man nimmt den Riickstand in 150 ml Ethylacetat auf und wischt mit dem
gleichen Volumen ges. NaHCOs-Lsg, 30%iger Nal-Lsg. und Wasser. Es wird liber MgSOy4
getrocknet, das Losemittel i. Vak entfernt und der Riickstand an 100 g Kieselgel mit
Petrolether/Ethylacetat (3:1) gereinigt. Die analytischen Daten entsprechen der Variante b
erhaltenen Substanz.

Variante b iiber Galactosylbromid °°36:

Man suspendiert eine Mischung aus 8.5 g (25.5 mmol) Glucosamin-Azid 18, 21.5 g
Quecksilbercyanid und 15 g ausgeh. Molekularsieb (3A) in 300 ml absol. Dichlormethan und
tropft aus 48.9 g (111.5 mmol) 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-O-benzyl-a,B-D-galactopyranose 33
frisch hergestelltes Galactosylbromid 36 in 350 ml absol. 1,2-Dichlorethan zu. Der Ansatz
wird 7 d bei Raumtemp. geriihrt, iiber HiFlo-Supercel® abfiltriert und mit reichlich
Dichlormethan nachgewaschen. Die vereinigten organ. Phasen werden dreimal mit 100 ml

Nal (30%ig in Wasser) und zweimal mit 100 ml H,O gewaschen. Trocknen mit MgSO4 und



Experimenteller Teil 96

Entfernen des Losungsmittels i. Vak. liefern das Rohprodukt, aus dem man das Disaccharid
durch Chromatographie an Kieselgel in Cyclohexan/Ethylacetat (1:1) erhélt.
Ausbeute: 17.53 g (24.6 mmol, 97% d. Th.); farbloser amorpher Feststoff; R¢= 0.67 (EE);

[2]” =-8.69 (c=1.0, CHCl3; Lit.**: -16.2, ¢ = 1.0, CHCl; );

C34H40N40]3 Ber.: C57.30 H 5.66 N 7.86
C34H40N4013 * 2H20 Ber.: C54.61 H 5.80 N 7.49
(712.33) Gef.: C54.07 H 5.69 N 7.33

ESI-MS (m/z) = 735.61 [M+Na]"

300 MHz-"H-NMR (CDCls) & [ppm]:

7.42-7.16 (m, 10H, Hyom.); 5.78(d, 1H, Jnu2=6.99Hz); 5.40(s, 1H, CH-Aryl); 5.31-5.26(m,
2H, 1,,=9.19Hz, H-1, H-4); 5.09(dd, 1H, J»,3=10.30Hz, J»;=8.09Hz, H-2'); 4.89(dd, 1H,
J3,=10.29Hz, H-3"); 4.70(d, 1H, J;,=7.72Hz, H-1'); 4.53-4.20 (m, 4H, H-6a/b, CH,OBn);
3.71-3.50(m, 4H, Js56,=6.25Hz, J5¢,=6.61Hz, H-3, H-4, H-5, H-5'); 3.40-3.29(m, 2H,
Jou5=6.25Hz, Jou5=6.61Hz, H-6'a/b); 3.19(dd, 1H, J,,;=7.71Hz, H-2); 2.05(s, 3H,
CH3(NHAc)); 1.97, 1.95, 1.92(3s, 9H, CH3(OAc));

75.6 MHz-"*C-NMR (CDCls, DEPT), & [ppm]:

170.89, 170.14, 170.04, 169.59(CO(OAc, NHAc)); 137.40, 137.05 (Cipso-Aryl); 129.30,
128.55, 128.47, 128.32, 127.99(Carom.); 126.14(Cipso-Aryl); 99.84(C-1"); 87.32(C-1); 80.29(C-
4); 76.07(C-5); 71.11(C-3"); 69.67(C-3); 68.38(C-6); 68.14(C-2'); 67.60(C-6'); 67.42(C-4");
57.63(C-2); 23.55(CH3(NHAc)); 20.78, 20.63, 20.57(CH3(OAc));

2-Acetamido-3-0O-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-O-benzyl-3-D-galactopyranosyl)-6-O-benzyl-2-
desoxy-B3-D-glucopyranosylazid 4 49

Eine Mischung von 4.79 g (6.7 mmol) des Diaccharids 16, 5.01g (79.5 mmol, 12 Aquiv.)
NaCNBH; und 5 g ausgeheiztem Molekularsieb (4A) werden in 300 ml absol. THF
suspendiert und 2 h geriihrt. Der Ansatz wird auf 0°C abgekiihlt und unter DC-Kontrolle
werden langsam 9 ml einer gesittigten Losung von HCI in Ether in Portionen von 2 ml
zugetropft. Nach 4 h werden zum quantitativen Umsatz nochmals 1.5 ml Ether sowie eine
Spatelspitze NaCNBH; hinzugegeben und 1 h bei 0°C geriihrt. Der Ansatz wird mit festem
Natriumhydrogencarbonat neutralisiert, mit 100 ml Dichlormethan verdiinnt und das
Molekularsieb abfiltriert. Das Filtrat wird dreimal mit 100 ml ges. NaHCOs-Losung, zweimal
mit 100 ml Ethanolamin (5% in Wasser) und zweimal mit 100 ml ges. NaCl-Lsg. gewaschen.

Die organ. Phase wird iiber MgSO, getrocknet und i. Vak. eingeengt. Der Riickstand wird in
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Essigester gelost, die Losung mit 20 g Kieselgel z. A. versetzt und anschlieBend das
Losungsmittel entfernt. Man trocknet den Riickstand i. Vak. und bringt ihn auf eine mit 200 g
Flash-Kieselgel gefiillte Sédule auf. Die Flash-Chromatographie erfolgt mit
Cyclohexan/Ethylacetat (1:3).

Ausb.: 3.65 g (5.11 mmol, 76% d. Th.; Lit.: 57%); farbloser, amorpher Feststoff; Ry = 0.54

(EE); [@]” =-11.40 (c = 1.0, CHCLy) Lit. = -11.89 (¢ = 1.0 CHCly);

C34H4N4O13 Ber.: C:57.11 H: 5.93 N: 7.84
C34H42N4013 * 3H20 Ber.: C:53.12 H: 6.29 N: 7.29
(714.35) Gef.: C:53.47 H: 5.87 N:7.21

ESI-MS (m/z): 737.3 [M+Na]"

300 MHz-'"H-NMR (CDCls), & [ppm]:

7.32-7.26 (m, 10H, Huom); 5.80(d, 1H, Jxuo=7.72Hz); 5.34 (d, 1H, J43=2.95Hz, H-4),
5.16(dd, 1H, J,,3=10.29Hz, J»;=8.09Hz, H-2'); 4.96(m, 2H, J3,=10.29Hz, J3 4=2,94Hz, H-
3', J1,=9.93Hz, H-1); 4.62-4.54 (m, 1H, H-1"); 4.56(s, 1H, OH); 4.49(d, 2H, Jgen=11.76Hz,
CH,OBn); 4.38(d, 2H, Jgem=12.13Hz, CH»(OBn)); 4.10(m, 2H, H-6a/b); 3.91(dd, 1H,
Jeem=12.13Hz, H-5"); 3.80(d, 1H, H-4); 3.66(dd, 1H, Juen=11.03Hz, Js4=4,78Hz, H-5);
3.48(m, 3H, J;,=9,56Hz, H-3, H-6'a/b); 3.21(dd, 1H, J,,=8,09Hz, J,3=9,56Hz, H-2); 2.05,
2.04, 1.97, 1.94(4s, 12H, CH3(OAc), CH3(NAc));

75.6 MHz-">C-NMR (CDCl; DEPT), & [ppm]:

170.59, 170.12, 169.96, 169.30 (CO(OAc, NHAc)); 138.21, 137.02 (Cipso-Aryl); 128.49,
128.32, 128.02, 127.96, 127.56, 127.53 (C-Aryl); 101.03 (C-1'); 87.17 (C-1); 83.03 (C-4);
77.58(C-5); 76.58(C-5"); 72.41(C-3"); 69.30 (C-3); 73.69, 73.57 (CHy(OBn)), 70.93 (C-3");
69.27, 67.34 (C-6, C-6"); 67.34 (C-4"); 56.31 (C-2); 23.59 (CH3(NHACc)); 20.82, 20.58, 20.50
(CH3(OA0));
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5.4 Synthesen zu Kapitel 3.3

2-Acetamido-3-0]2,3,4-tri-O-acetyl-6-O-benzyl-B-D-galactopyranosyl]-4-O-[2,3,4-tri-O-
benzyl-B-D-arabinopyranosyl]-6-O-benzyl-2-deoxy-B-D-glucopyranosylazid *** 50
(Arabino-Le®-N3)

Man 16st 0.7 g (1.0 mmol) Disaccharid 49 und 1.47 g (3.1 mmol) Ethylthioarabinosid 16 in je
50 ml absol. Dichlormethan und riihrt die vereinigten organ. Phasen 30 min iiber
ausgeheiztem MS (3 A). Nach Zugabe von 1.3 g (4 mmol) Tetrabutylammoniumbromid und
0.9 g (4 mmol) Kupfer-(II)-bromid wird der Ansatz 6 d unter Lichtausschluss bei Raumtemp.
geriihrt. Man filtriert anschlieBend {iber eine diinne Schicht Kieselgel und spiilt mit 200 ml
Dichlormethan nach. Die organ. Phase wird anschlieBend mit ges. NaHCOs-Lsg. gewaschen,
bis die Blaufarbung verschwindet. Es wird zweimal mit ges. NaCl-Lsg. nachgewaschen und
dann das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wird auf Kieselgel aufgezogen und
sdulenchromatographisch an 25 g Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat (2:1) gereinigt.
Ausbeute: 935 mg (0.84 mmol, 84% d. Th.); farbloser, amorpher Feststoff; Ry = 0.72 (EE);

[ =-90.91 (c=1.0, CH,CL,);

CeoHesN4O17 Ber.: C:64.50 H: 6.12 N: 5.01

(1117.19) Gef.: C:63.65 H: 5.98 N: 5.05

ESI-MS (m/z): 1140.2 [M+Na]"

400 MHz-"H-NMR (CDCls, COSY), & [ppm]:

7.37-7.18(m, 25H, Harom.); 6.68(d, 1H, Jnu2=9.39Hz, NH); 5.41(d, 1H, J43=2.78Hz, H-4");
5.20(d, 1H, J,»»=3.53Hz, H-1"); 5.14(dd, 1H, J» ;=7.81Hz, J» 3=10.57Hz, H-2"); 4.99-4.95(m,
2H, H3, H-1), 4.71-4.31(m, 11H, H-1', CH2(OBn)); 4.09(m, 1H, H-5); 4.04-3.97(m, 3H, H-2",
H-6a, H-3); 3.92(m, 2H, H-2, H-4"); 3.82(t, 1H, J,ic=6.26Hz, J,ic=6.69Hz, H-5'); 3.69-3.63(m,
5H, H-5"a/b, H6b, H-4, H-3"); 3.48(dd, 1H, J,i=6.26Hz, J,.n=17.65Hz, H-6'a); 3.41(dd, 1H,
J4ic=6.66, H-6'Db); 2.08(s, 3H, CH3(NHAC)); 1.95, 1.92, 1.53(3s, 9H, CH3(OAc));

nicht eindeutig zugeordnet werden konnten H-5, H-3', H-4"

150.9 MHz -"*C-NMR (CDCl;, HMQC), & [ppm]:

169.99, 169.92, 169.78, 169.62(CO (OAc, NHAc)); 138.27, 138.15, 138.07, 137.65,
137.41(Cipso-Aryl); 128.45, 128.43, 128.40, 128.30, 128.11, 127.90, 127.84, 127.69, 127.61,
127.57, 127.39, 127.30(Carom.); 99.23 (C-1'); 94.12(C-1"); 87.84(C-1); 77.22(C-3"); 76.05(C-
2"); 73.92, 73.37, 73.31, 72.38, 71.46(CH»(OBn)); 73.84(C-4"); 73.14(C-4); 72.93(C-5);
72.17(C-5"; 70.88(C-3"); 69.82(C-3); 69.06(C-6); 68.38(C-2"); 67.40(C-6"); 67.46(C-4");
60.58(C-5"); 50.68(C-2); 22.63(CH3 (NHAC)); 21.02, 20.75, 20.53(CH3(OAc));
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nicht eindeutig zugeordnet werden konnten C-3, C-4', C-4", C-6"

2-Acetamido-3-O[6-O-benzyl-3-D-galactopyranosyl]-4-O-[2,3,4-tri-O-benzyl-3-D-
arabinopyranosyl]-6-O-benzyl-2-deoxy-B-D-glucopyranosylazid 15
(Arabino-Le*(OH)3-N3)

7.41 g (6.64 mmol) des Lewis-A-Derivates 50 werden in 150 ml absol. Methanol gelost und
mit wenig Na-Stiicken (ca. 1.5 g) versetzt, so dal ein leichter H,-FluB3 entsteht. Nach 20 h
Rithren bei Raumtemp. wird der Ansatz mit 7.3 g Ionenaustauscher Amberlyst®15 (stark
sauer in MeOH) neutralisiert. Nach 15 min wird der Ansatz abdekantiert. Der Ionentauscher
wird dreimal mit je 30 ml MeOH fiir 10 min gewaschen und abfiltriert um anhaftendes
Produkt auszulosen. Die organ. Losungen werden vereinigt und die Losemittel i. Vak.
entfernt. Das Produkt wird durch sdulenchromatographische Reinigung an 150 g Kieselgel
mit Dichlormethan/Methanol (20:1) erhalten.

Ausbeute: 5.83 g (5.88 mmol, 88% d. Th.); R¢ = 0.21 (CH,Cl,/MeOH 15:1); R; = 35.8 min
(LunaC18, Gradient A); [ =-60.92 (c=1.0, CH,CL);

Cs4HgoN4O14 Ber.: C:65.44 H: 6.31 N: 5.65

(990.43) Gef.: C:65.40 H: 6.30 N: 5.49

ESI-MS (m/z) = 1013.2 [M+Na]"; 985.2 [M-N,+Na]"

600 MHz-"H-NMR (DMSO-ds, COSY, ROESY, NOESY), & [ppm]:

8.06(d, Jnuu2=9.09Hz, NH); 7.36-7.18(m, 25H, Harom); 4.99(d, 1H, J;»»=3.62Hz, H-1");
4.87(d, 1H, J3.opn-3=5.33Hz, 3'-OH); 4.70-4.67(m, 2H, H-5"a, CH,(OBn)); 4.62-4.52(m, 5H,
CH,(OBn), H-1); 4.46-4.35(m, 6H, CH,(OBn), H-1"); 3.99(bs, 1H, H-4"); 3.94(dd, 1H,
J3n»=10.36Hz, H-3"); 3.87-3.78(m, 4H, J,»3=10.20Hz, H-6'a, H-3, H-2", H-2); 3.68-3.59(m,
4H, H-6a, H-4', H-6'b, H-4); 3.55-3.50(m, 4H, H-5, H-6b, H-5', H-5"e); 3.35-3.34(m, 2H, H-
2',2'-OH); 3.29-3.27(m, 1H, H-3"); 1.83(s, 3H, CH3(NHACc));

150.9 MHz -"*C-NMR (DMSO-ds, HMQC), & [ppm]:

171.31 (CO(NHACc)), 138.31, 138.22, 138.05, 173.26(Cipso-Aryl), 128.41, 128.38, 128.18,
127.98, 127.89, 127.76, 127.69, 127.62, 127.53(Carom.), 103.05(C-1"); 97.42(C-1"), 87.88(C-
1); 77.55(C-3"); 76.72(C-5); 75.76(C-3); 75.72(C-2"); 74.69(C-4"); 73.46, 72.88, 72.16,
70.82, 70.48(CH»(OBn)); 73.20(C-3"); 73.06(C-5"); 72.42(C-4); 70.36(C-2'); 68.93(C-6);
68.01(C-4"); 67.41(C-6"); 60.67(C-5"); 54.74(C-2); 23.23(CH;3 (NHACc));
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5.5 Synthesen zu Kapitel 3.4

2-Acetamido-3-O-(6-O-benzyl-3-O-[methyl-5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-
dideoxy-D-glycero-O-a-D-galactopyranosyl-2-nonulopyranosylat]-p-D-
galactopyranosyl)-4-O-(2,3,4-tri-O-benzyl-B-D-arabinopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-
B-D-glucopyranosylazid85 U} |

(Ara-Sialyl-Le*(OH),-N3)

226 mg (0.23 mmol) des Lewis*-Bausteins 15 und 325 mg (0.56 mmol, 2.4 Aquiv.) des N-
Acetylneuraminsaure-phenylthioglycosids 44b werden in 15 ml Propionitril gelost und 1 h
mit 1g ausgeheiztem Molekularsieb bei Raumtemp. gertihrt. Man kiihlt den Ansatz auf -78°C
und spritzt 300 mg (1.36 mmol, 5.7 Aquiv.) N-Iodsuccinimid in 7.5 ml Propionitril hinzu. Es
werden vorsichtig 0.5 ml einer 0.4 N TfOH-Losung in Propionitril zugegeben und es wird
weitere 5 min geriihrt. Der Ansatz wird tiber Nacht bei -32°C ohne zu rithren gelagert. Da
nach 24 h keine Umsetzung festzustellen ist, werden zusdtzlich 335 mg Sialinsduredonor 44b
und weitere 0.5 ml TfOH-Losung in Propionitril zugespritzt. Nach 36 h konnen neben dem
Produkt auch Nebenprodukte nachgewiesen werden. Der Reaktionsansatz wird mit festem
NaHCOj; neutralisiert, mit Essigester verdiinnt und filtriert. Das Filtrat wird mit 50 ml einer
ges. NaHCO;-Lsg. und 50 ml einer 10%igen Na,S,03-Lsg. gewaschen, iiber MgSO4
getrocknet und i. Vak. eingeengt. Die Reinigung erfolgt an 30 g Kieselgel mit
Toluol/Methanol (10:1) und einer weiteren Chromatographie an 30 g Kieselgel mit
Dichlormethan/Methanol (40:1).

Ausb.: 77 mg (0.053 mmol, 23% d. Th.); farbloses Lyophilisat; R = 0.32 (CH,Cl,/MeOH

15:1); [a]” = 83.23 (c = 1.0 (CH3),CO);

C74HgoO26N5

(1463.5796)

HR-ESI-MS (m/z): Ber.: 1486.5688 [M+Na]"~  Gef.: 1486.5653 [M+Na]"

400 MHz-"H-NMR(CDCl; . COSY, HMQC), & [ppm]:

7.33-7.24(m, 25H, Harom); 6.93(d, 1H, Jnuo=7.43Hz, NH); 5.45(d, 1H, Ju1m=7.36Hz, H-1);
5.35-5.21(m, 3H, H-7", H-8", NH); 5.05(d, 1H, J;.»=3.31Hz, H-1"); 4.96(dq, 1H,
Jyn5v=10.17Hz, Ty 30=4.78Hz, H-4"); 4.79-4.39(m, 12H, H3, H-1', CH,(OBn)), 4.26(dd, 1H,
Jop0a=12.13Hz, Jom, g»=2.51Hz, H-9b"); 4.08-3.61(m, 20H, Jov,oy=12.13Hz, Jsn7+=1.93Hz,
J.1=3.51Hz, J5» 4=10.18Hz, H-9"a, H-5", H-6", H-2", H-6'a/b, H-5"a/b, H-6a/b, H-4, H-3",
H-4, OCH;, H-5', H-2', 3.69-3.52(m, 7H, H-5"b, H6'b, H-5', H-6b,); 3.25(dd, 1H,
Jonu=6.94Hz, J,,=8.09Hz, H-2), 2.61(dd, 1H, J3w.3=13.23Hz, Jn.4=4.78Hz, H-3"e);
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2.19(t, 1H, J3m, 3me=12.51Hz, H-3"a); 2.10, 2.08, 2.02, 1.98(4s, 12H, OAc); 1.86, 1.68(2s, 6H,
NHAc);

100.6 MHz -"*C-NMR (CDCls, HMQC), & [ppm]:

171.01, 170.93, 170.63, 170.18, 170.06, 169.86 (CO, Ester, OAc, NHAc); 168.14(C-1");
138.36, 138.20, 138.04, 137.42(Cipso-Aryl); 100.18(C-1"); 98.64(C-1"); 87.18(C-1); 85.51(C-
2"M); 77.66(C-3"); 76.24(C-2"); 76.14(C-3); 76.04(C-5); 74.74(C-4"), 74.12, 73.40, 73.10,
72.37, 72.22(CH2(OBn)); 73.67(C-5"); 72.74(C-6"); 72.64(C-3"); 71.87(C-4); 70.71(C-2’),
69.44(C-6); 68.86(C-4"); 68.82 (C-2'); 68.25(C-4"); 68.23(C-6"); 68.05(C-8"); 67.30(C-7");
62.56(C-9");  61.05(C-5"); 54.88(C-2); 53.10(OCH3); 49.24(C-5"); 36.53(C-3");
23.71(CH3(NHAC)); 21.53, 21.99, 21.42(CH3(OAc));

Die analoge Reaktion mit dem Neuraminsduredonor 44a fiihrt in identischer Ausbeute zu

einem Produkt mit den gleichen analytischen Daten.

2-Acetamido-3-0-(6-O-benzyl-3-O-|Benzyl-5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-
dideoxy-D-glycero-O-a-D-galactopyranosyl-2-nonulopyranosylat]-p-D-
galactopyranosyl)-4-O-(2,3,4-tri-O-benzyl-f-D-arabinopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-
B-D-glucopyranosylazid ** 54

(Ara-Sialyl-Le*(OH),-N3)

165 mg Akzeptor 15 (0.17 mmol) und 280 mg (0.42 mmol, 2.5 Aquiv.)
AcysNeuNAcCO,BnXan 48 werden in 6 ml absol. Dichlormethan und 10 ml absol. CH3;CN
gelost. Die Edukte werden in einen 50 ml-Einhalskolben mit 500 mg ausgeheiztem MS (3A)
iiberfiithrt und 60 min bei Raumtemp. geriihrt. AnschlieBend werden unter Lichtausschluss
108 mg Silbertriflat (0.42 mmol) zugegeben und bei —65°C 0.26 ml Methylsulfenylbromid —
Losung (1.6 M in Dichlorethan) langsam zugetropft. Die Reaktionslosung wird 3 h bei —60°C
geriihrt. Es werden weitere 0.1 ml Methylsulfenylbromid-Losung zugegeben. Die Mischung
wird weitere 60 h bei —32°C ohne zu rithren aufbewahrt. Zur Aufarbeitung wird mit 0.08 ml
(0.5mmol) DIPEA neutralisiert, auf Raumtemp. erwidrmt und mit 20 ml Methylenchlorid
verdiinnt. Der Reaktionsansatz wird iiber Hiflo-Supercel® abfiltriert und mit 50 ml
Methylenchlorid sowie 15 ml Acetonitril nachgewaschen. Die Losemittel werden i. Vak.
entfernt und der Riickstand durch Chromatographie an 50 g Kieselgel mit einem
Laufmittelgemisch Petrolether/Ethylacetat (1:9) gereinigt.

Ausb.: 88 mg (0.056 mmol, 34% d. Th.); farbloses Lyophilisat; Ry = 0.32 (CH,Cl,/MeOH

15:1); [@]” =-82.74 (¢ = 1.0 (CH3),CO);
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CgoH93026N5

(1539.61)

ESI-MS (m/z):= 1562.60 [M+Na]"

400 MHz-"H-NMR(CDCl;  COSY, HMQC), & [ppm]:

7.31-7.24(m, 25H, Huom); 6.94(d, 1H, Jnuo=7.36Hz, NH); 5.46(d, 1H, Ju.1=7.72Hz, H-1);
5.35-5.24(m, 3H, H-7", H-8", NH); 5.13, 4.78(2d, 2H, CH»(OBn)) 5.05(d, 1H, J;»»=3.13Hz,
H-1"); 4.96(m, 1H, H-4"); 4.79-4.39(m, 12H, H3, H-1', CHy(OBn)), 4.26(dd, 1H,
Joupoa=12.10Hz, Jou, g=2.58Hz, H-9b"); 4.08-3.61(m, 24H, H-9"a, H-5", H-6", H-2", H-
6'a/b, H-5"a/b, H-6a/b, H-4, H-3", H-4', H-5', H-2', H-5"b, H6'b, H-5', H-6b,); 3.23(dd, 1H,
Jon=7.73Hz, 1,,=8.08Hz, H-2), 2.59(dd, 1H, J3w.37=13.20Hz, J3u.4=4.78Hz, H-3"¢);
2.19(t, 1H, J3n, 3ne=12.87Hz, H-3"a); 2.10, 2.08, 2.02, 1.98(4s, 12H, OAc); 1.86, 1.68(2s, 6H,
NHACc);

100.6 MHz -"*C-NMR (CDCls, HMQC), & [ppm]:

171.01, 170.93, 170.63, 170.18, 170.06, 169.86 (CO, Ester, OAc, NHAc); 168.14(C-1");
138.36, 138.20, 138.04, 137.42(Cipso-Aryl); 129.38, 129.18, 129.06, 128.94, 128.87, 128.57,
128.49, 128.44, 12825, 127.98, 127.67(Carom.); 100.35(C-1'); 98.43(C-1"); 87.17(C-1);
85.48(C-2"); 77.63(C-3"); 76.29(C-2"); 76.11(C-3); 76.02(C-5); 74.83(C-4"), 74.01, 73.43,
73.23, 72.30, 72.27(CH2(OBn)); 73.78(C-5"); 72.76(C-6"); 72.74(C-3"); 71.82(C-4); 70.73(C-
2%), 69.78(C-6); 68.80(C-4"); 68.81 (C-2'); 68.29(C-4"); 68.17(C-6'); 67.79(C-8"); 67.15(C-
7™); 62.58(C-9"); 61.00(C-5"); 54.92(C-2); 49.20(C-5"); 36.43(C-3"); 23.72(CH3(NHACc));
21.50, 22.01, 21.52(CH3(OAc));
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5.6 Synthesen zu Kapitel 3.5

2-Acetamido-3-O-[6-O-benzyl-3-O-sulfatyl-B-D-galactopyranosyl]-4-O-[2,3,4-tri-O-
benzyl-B-D-arabinopyranosyl]-6-O-benzyl-2-deoxy-B-p-glucopyranosylazid’* >> 60
(Ara-Sulfo-Le*(OH),-N3)

Es werden 156 mg (0.158 mmol) Arabino-Le*(OH;)-N3 15 und 43 mg (0.173 mmol, 1.1
Aquiv.) Dibutylzinnoxid unter einer Argon-Atmosphire in 10 ml frisch absol. Methanol
suspendiert und zum Sieden erhitzt. Nach 20 min wird die Losung klar, und es wird noch
weitere 3.5 h bei dieser Temp. geriihrt. Man entfernt nach dieser Zeit das Losemittel 1. Vak.,
destilliert vom farblosen Riickstand zweimal 15 ml Toluol ab und trocknet i. Hochvakuum.
Der glasartig erstarrte Feststoff wird unter einer Argon-Atmosphire in 15 ml absol. und
aminfreiem DMF gelost und unter Rithren bei Raumtemp. mit 24 mg (0.173 mmol,
1.1Aquiv.) SO3/NMes-Komplex versetzt. Nach 15 min Riihren ist der Komplex vollstindig
gelost. Man riihrt 14 h bei Raumtemp. nach. Das Losemittel wird i. Hochvak. entfernt, der
Riickstand zweimal mit 20 ml Toluol codestilliert und das farblose Ol an 30 g Kieselgel mit
einem Laufmittelgemisch Chloroform/Methnol (15:1) chromatographisch gereinigt.

Ausbeute: 0.144 mg (0.14 mmol, 85% d. Th.); R¢=0.17 (CHCIl; /MeOH 10:1); Ry = 12.5 min

(JupiterC18, Gradient A); R, = 38.3 min (JupiterC18, Gradient B); [a]” = -83.5 (c=1.0,

CH;CN);

Cs4HeN4O17S Ber.: C:60.55 H: 5.83 N:5.23 S:2.99
Cs4HgoN4O17S * 2H,0 Ber.: C:58.58 H: 6.01 N: 5.06 S:2.90
(1070.38) Gef.: C:58.46 H: 5.38 N: 4.94 S:3.24

ESI-MS : 1115.35 [M-H+2Na]"

400 MHz-"H-NMR (DMSO-ds, COSY), & [ppm]:

8.01(d, Jnum=9.08Hz, NH); 7.47-7.14(m, 25H, Huom); 4.97(d, 1H, J2=3.48Hz, H-1");
4.78(d, 1H, Jy.onno=2.48Hz, 2'-OH); 4.70-4.59(m, 4H, 4'-OH, CH,(OBn), H-5"a); 4.56-
4.33(m, 10H, CH,(OBn), H-1', H-1); 3.97-3.73(m, 8H, H-4", H-4', H-3', H-3", H-2", H-6'a,
H-3, H-2); 3.67-3.58(m, 3H, H-6a, H-4, H-6'b); 3.54-3.47(m, 5H, H-5', H-5"¢, H-5, H-6b, H-
2"; 1.81(s, 3H, CH3(NHAc));

100.6 MHz -">*C-NMR (DMSO-ds, HMQC), & [ppm]:

169.59(CO(NHAC)); 139.03, 138.95, 138.71, 138.54, 138.27(Cipso-Aryl); 128.38, 128.32,
128.23, 128.17, 127.77, 127.50, 127.44, 127.38, 127.30, 127.18, 127.08(Carom.); 102.92(C-1");
97.43(C-1"); 88.01(C-1); 79.12(C-3"); 77.50(C-3"); 76.82(C-5); 75.82(C-3); 75.44(C-2");
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74.51(C-4"); 73.45, 72.33, 72.22, 70.74, 70.34(CH,(OBn)); 72.78(C-5"); 72.43(C-4); 69.05(C-
2'); 68.63(C-6); 67.44(C-6'); 66.26(C-4"); 60.23(C-5"); 54.68(C-2); 22.95(CHs (NHAC));

2-Acetamido-3-O-[6-O-benzyl-2,4-di-O-acetyl-3-O-sulfatyl-3-D-galactopyranosyl]-4-O-
[2,3,4-tri-O-benzyl-B-D-arabinopyranosyl]-6-O-benzyl-2-deoxy--D-glucopyranosylazid
61

(Ara-Sulfo-Le"(OAc),-N3)

Zu einer auf 0°C abgekiihlten Losung von 0.47 g (0.44 mmol) Ara-Sulfo-Le*(OH),-N3 60 in
30 ml Pyridin wird unter Riihren 1 ml Acetanhydrid zugespritzt, der Ansatz auf Raumtemp.
erwiarmt und 18 h nachgeriihrt. Das Losemittel wird i. Vak. entfernt, vom Riickstand dreimal
je 20 ml Toluol abdestilliert und der gelbliche Feststoff i. Hochvak. getrocknet. Nach
chromatographischer Reinigung an 40 g Kieselgel mit Chloroform/Methanol (10:1) erhilt
man ein Gemisch aus monoacetyliertem und diacetyliertem Produkt in einem Verhéltnis von
1:5 (HPLC). Eine Trennung durch préparative HPLC ist nicht moglich. Die Summenformel,
die Elementaranalyse und die NMR-Interpretation beziehen sich auf das diacetylierte Produkt.

Ausbeute: 0.436 g (0.38 mmol, 86% d. Th.); farbloses Ol; Ry = 0.47 (CHCl;/MeOH 5:1);
[a]ZDz =-80.21 (¢ = 1.0, CH3CN; Mono- und diacetyliertes Produktgemisch i. Verh. 1:5);

C58H66N4019S Ber.: C:60.30 H: 5.76 N: 4.85 S:2.78
C58H66N40198 * 3H20 Ber.: C:57.61 H: 6.00 N: 4.63 S:2.65
(1154.40) Gef.: C:57.83 H: 5.68 N: 4.67 S:2.85

MALDI-MS : 1112.88 [M]" R;=37.1 min (JupiterCI18, Gradient B)

MALDI-MS : 1154.90 [M]" R, = 38.7 min (JupiterC18, Gradient B)

400 MHz-"H-NMR (DMSO-ds, COSY), & [ppm]:

8.08(d, Jnun2=9.20Hz, NH); 7.47-7.06(m, 25H, Haom); 5.39(d, 1H, J43=3.52Hz, H-4");
5.00(d, 1H, J;»»=2.28Hz, H-1"); 4.85(d, 1H, J;»=8.31Hz, H-1"); 4.78(d, 1H, J,;=8.31Hz,
J2»3=9.50Hz, H-2'); 4.71-4.35(m, 12H, H-5"a, CH,(OBn), H-1); 4.19(dd, 1H, J3,=9.80Hz,
J34=3.56Hz, H-3"); 3.91-3.72(m, 8H, H-2", H-3", H-6'a, H-5', H-4", H-2, H-3); 3.62-3.49(m,
4H, H-5"b, H-6b', H-4, H-5); 3.34(bs, 2H, H-6a/b); 1.94, 1.79(s, 6H, CH3(OAc)); 1.90(s, 3H,
CH;3(NHACc));

100.6 MHz -"*C-NMR (DMSO-ds, HMQC), § [ppm]:

169.52, 169.38, 168.77(CO (OAc, NHAc)); 138.81, 138.69, 138.47, 138.16(Cipso-Aryl);
128.25, 128.16, 127.75, 127.42, 127.34, 127.27, 127.21, 126.98(Cuom.); 100.11(C-1");
97.53(C-1"); 87.87(C-1); 77.81(C-3"); 76.58(C-5); 76.04(C-3); 75.66(C-2"); 74.51(C-4");
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73.70(C-3"); 73.57, 72.29, 72.14, 71.02, 70.40(CH,(OBn)); 72.44(C-4); 71.82(C-5"); 69.23(C-
2, C-4"; 68.11(C-6); 67.27(C-6"); 59.60(C-5"); 54.15(C-2); 22.85(CH3(NHAc)); 20.64,
20.17(CH3(OAc));

5.6 Synthesen zu Kapitel 3.7

Allgemeine Vorschrift zur Synthese von anomeren Glycosylaminen ausgehend von
Glycosylaziden. '’

In eine Losung aus 0.15 mmol des Glycosylazids in 20 ml eines 2-Propanol/Wasser-
Gemisches (17:3) werden katalytische Mengen (zwei Spatelspitzen) Raney-Nickel
eingebracht. Das Raney-Nickel der Fa. Acros wird kurz vor der Reaktion griindlich mit
Wasser neutral gewaschen. Mit Hilfe einer Edelstahlkaniile wird durch die geriihrte Losung
Wasserstoff geleitet. In regelmiBigen Abstinden wird der Verlauf diinnschicht-
chromatographisch verfolgt, bis kein Edukt mehr nachzuweisen ist. Der Katalysator wird tliber
eine mit Hiflo-Supercel® beschichtete Glasfritte abfiltriert. Man wischt fiinfmal mit jeweils
15 ml 2-Propanol und anschlieBend fiinfmal mit jeweils 15 ml Methanol. Von den vereinigten
Filtraten werden die Losungsmittel i. Vak. entfernt, und man erhélt das anomere Amin als

glasartig erstarrten Feststoff.

2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-p-D-glucopyranosylamin'* 67
(B-Ac3-GlcNHAc-NH;)

Ausgehend von 75 mg (0.2 mmol) Ac3;GIcNAc-N3 in 25 ml 2-Propanol/Wasser Gemisch
(21:4) wird entsprechend der allgemeinen Vorschrift verfahren. Nach 1.5 h kann vollstdndiger
Umsatz nachgewiesen werden. Ohne weitere Charakterisierung schlieBen sich die
nachfolgenden Umsetzungen an.

Ausbeute: 61 mg (0.17 mmol, 87% d. Th., Lit.: quant.); R¢= 0.23 (CH,Cl,/MeOH 15:1);
C14H2,08N;3

(346.34)

%5 M. Résch, Dissertation, (2000), Universitit Mainz
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2-Acetamido-3-O-[6-O-benzyl-f-p-galactopyranosyl]-4-O-[2,3,4-tri-O-benzyl-f-D-
arabinopyranosyl]-6-O-benzyl-(2-desoxy-p-D-glucopyranosylamin 68

Ausgehend von 0.28 g (0.29 mmol) Arabino-Le*(OH);-N3 15 in 75 ml 2-Propanol/Wasser
Gemisch (6.5:1) wird entsprechend der allgemeinen Vorschrift verfahren. Nach 5 h kann
vollstindiger Umsatz nachgewiesen werden. Ohne weitere Charakterisierung werden die
nachfolgenden Umsetzungen angeschlossen.

Ausb.: 0.28g (quant.); R¢= 0.02 (CHCI3/MeOH 5:1);

Cs4H6aN2O 14

(964.43)

2-Acetamido-3-O-[6-O-benzyl-3-O-sulfoxy-B-D-galactopyranosyl]-4-O-[2,3,4-tri-O-
benzyl-B-D-arabinopyranosyl]-6-O-benzyl-2-deoxy-B-D-glucopyranosylamin 69
Ausgehend von 196 mg (0.18 mmol) Ara-Sulfo-Le*(OH),-N3 60 in 47 ml 2-Propanol/Wasser
Gemisch (9:1) wird entsprechend der allgemeinen Vorschrift verfahren. Nach 3.5 h kann
vollstindiger Umsatz detektiert werden. Die Reaktion wird daraufhin abgebrochen. Ohne
weitere Charakterisierung werden die folgenden Umsetzungen angeschlossen.

Ausb.: 184 mg (0.17 mmol, 96% d. Th.); farbloser amorpher Feststoff; Ry = 0.09
(CHCI3/MeOH 5:1);

Cs4HeaN2O17S

(1044.40)

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-asparaginséiure—oz-allylester-[i-tert.-butylester121 71
(Fmoc-Asp(OrBu)-OAll)

2.53 g (6.14 mmol) Fmoc-Asp(OrBu)-OH 70 und 1.02 g (0.5 Aquiv.) Césiumcarbonat
werden in 120 ml absol. Methanol geldst und 10 min geschiittelt. Das Losungsmittel wird
anschliefend i. Vak. entfernt und der Riickstand i. Hochvak. getrocknet. Durch Zugabe von
90 ml DMF wird das gebildete Césiumsalz gelost und bei 0°C langsam mit 1.1 ml
Allylbromid, gelost in 10 ml DMF, versetzt. Man entfernt die Kiithlung und schiittelt die
Reaktion 2 h bei Raumtemperatur. AnschlieBend entfernt man das Losungsmittel i. Hochvak.,
nimmt den Riickstand in 400 ml Dichlormethan auf und wéscht zweimal mit je 50 ml Wasser.

Die wissrige Phase wird einmal mit 100 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organ.
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Phasen werden mit MgSO,4 getrocknet und i. Vak. eingeengt. Das Rohprodukt wird i.
Hochvak. getrocknet und ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Ausbeute: 2.77 g (quant., Lit.: quant); farbloser, amorpher Feststoff; Re=0.71 (CH/EE 2:1);
Ca6H2oNOg

(451.52)

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-asparaginsiiure-m-allylester146 72

(Fmoc-Asp-OAll)

2.77 g Fmoc-Asp(OtBu)-OAll 71 werden in 30 ml TFA/H,O (95:5) gelost und bei
Raumtemp. geriihrt. Nach 1.5 h wird der gelblich triibe Ansatz mit 50 ml Toluol verdiinnt und
anschlieend die Losungsmittel i. Vak. entfernt. Der Riickstand wird zweimal mit Toluol
codestilliert und i. Hochvak. getrocknet. Die Reinigung erfolgt durch Chromatographie an
150 g Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat/Essigsdure (CH:EE 2:3 + 1% AcOH ).

Ausbeute: 2.2 g (5.56 mmol, 91% d. Th., Lit.: 83%); gelblicher, amorpher Feststoff; R¢ = 0.72

(CH:EE 1:2 +2% AcOH); [a]” =15.91 (c = 1.0, CHCLy), Lit.: 14.9 (c = 1.0, CH;Cl)

(Cy2H2106N) Ber.: C:66.83 H: 5.35 N: 3.54

(395.41) Gef.. C:66.49 H:5.17 N:3.34

FD-MS(m/z) = 395.8 [M+H]"

300 MHz-"H-NMR (CDCls), & [ppm]:

10.60 (bs, 1H, OH): 7.74(d, 2H, Jusms=Jusne = 7.72Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.58(d, 2H, HI,
Jui m=Jus 17=6.98Hz, H1-,H8-Fmoc); 7.40(t, 2H, Jusmnos =Juenss=7.36Hz, H3,H6-Fmoc);
7.29(t, 2H, Juon13 = Juznes=7.36Hz, H2,H7-Fmoc); 5.92-5.83(m, 1H, All-H2, ®-NH Asn);
5.31(d, Juans=17.22Hz, All-H3a); 5.23(d, J.is=10.66Hz, All-H3b); 4.66-4.51(m, 2H, All-H1);
4.46-4.32(m, 3H, Ju.,cu=0.99Hz, Ju.m=19,12Hz, Ji, cu=7.35Hz, Jocupcu2=17.65Hz, CHoqp-
Fmoc, a-CH Asn); 4.22(t, 1H, Jcnnav=6.99Hz, H9-Fmoc); 3.02(dd, 2H, Jpch2,acu=17.65Hz,
J=4.04Hz, B-CH; Asn);

150.9 MHz-">C-NMR (CDCls), 8 [ppm]:

175.98, 170.29 (C=0); 156.10 (C=0O Urethan); 143.75; 143.63 (C-4a, C-4b); 141.29 (C-8a, C-
9a); 131.27(All-C2); 129.02; 128.22; 127.75; 127.09; 125.28; 125.10 (C-3, C-6, C-2, C-7, C-
1, C-8 Fmoc); 119.99 (C-4-, C-5 Fmoc); 119.05 (All-C3); 67.41 (All-C1); 66.54 (CH,-Fmoc);
50.28(a-CH-Asp); 47.06 (C-9Fmoc); 36.41 (B-CH-Asp);

16 K. Thieme, Dissertation (2003), Universitit Mainz,
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N®-Fluorenylmethoxycarbonyl-N“-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-f-D-
glucopyranosyl)-L-asparagin-a-allylester 145 75

(Fmoc-Asn(-f-AcsGlcNAc)-OAll)

90 mg (0.23 mmol) FmocAspOAIl 72 werden zusammen mit 31 mg (0.23 mmol) HOAT in
2.5 ml trockenem, aminfreiem DMF gel6st. Es werden anschlieBend in rascher Folge 0.06 ml
(46 mg, 2 Aquiv.) DIPEA sowie 87 mg (0.23 mmol) HATU, geldst in 2 ml absol. DMF,
zugesetzt. Man riihrt 10 min bei Raumtemp. und versetzt dann mit einer Losung aus 61 mg
(0.18 mmol) frisch hergestelltem S-Ac;GlcNAc-NH; 67 in 2 ml DMF. Die Losung wird 22 h
bei Raumtemp. unter einer Argon-Atmosphare geriihrt, mit 0.1 ml Hiinigs Base sowie je einer
Spatelspitze HATU und HOAT versetzt und weitere 15 h geriihrt. Das Losemittel wird 1. Vak.
entfernt, der Riickstand in ca. 50 ml Methylenchlorid aufgenommen und zweimal mit je 25 ml
einer ges. NaHCOs-Lsg. und einmal mit 25 ml einer ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Die
wissrigen Losungen werden mit 50 ml Methylenchlorid ausgeschiittelt, die organ. Phasen
vereint, mit MgSOy getrocknet und i. Vak. vom Losemittel befreit. Das Rohprodukt wird in
40 ml Methanol in der Siedehitze geldst. Im Vak. wird nun soweit eingeengt, daf} erste
Kristalle ausfallen. Man lésst {iber Nacht bei Raumtemp. stehen und filtriert die ausgefallenen
Kristalle ab. Diese werden mit trockenem Methanol gewaschen und i. Hochvak. getrocknet.

Ausb.: 112 mg (0.20 mmol, 88% d. Th., Lit.: 61%); farbloser Feststoff; Schmp.: 232° u. Zers.,
Lit: 234° u. Zers; [a]” = 228 (c=1.0, DMF), Lit: 2.3 (c = 1.0, DMF); Rg=0.70

(CHQC]Q/MGOH 15: 1);

(C36H41N3013) Ber.: C59.75 H5.71 N 5.81
(C36H41N3013 * 3H,0) Ber.: C55.59 H 6.09 N 5.40
(723.73) Gef.: C55.76 H6.26 N 5.49

ESI-MS (m/z) = 746.34 [M+Na]"; 762.30 [M+K]"

400 MHz- '"H-NMR (DMSO-d¢), 8[ppm]:

8.66(d, 1H, J=9.39Hz, o-NH Asn); 7.91-7.86(m, 3H, Jusms-msue=7.44Hz, H4-, H5-Fmoc,
NH); 7.73-7.67(d, 2H, H1,H8-Fmoc); 7.40(t, 2H, Ju3smou-nens7=7.43Hz, H3,H6-Fmoc);
7.31(t, 2H, Jmms-mrnes=7.44Hz, H2,H7-Fmoc); 5.90-5.80(m, 1H, All-H2); 5.27(d,
Jians=17.22Hz, All-H3a); 5.18-5.06, 4.81(m, 1H, 3H, H-1, H-3, H-4, All-H3b); 4.54-4.44(m,
3H, a-CH Asn, All-H1a, All-H1b); 4.33-4.11(m, 4H, H-2,H-5, Fmoc-CH,); 3.94-3.97(m, 3H,
H-6a, H-6b, H9-Fmoc); 2.72-2.52(m, 2H, B-CH-Asn); 1.97(s, 3H, CH3Ac); 1.95(s, 3H,
CH;3Ac); 1.89(s, 3H, CH3Ac); 1.70(s, 3H, CH3Ac);

150.9 MHz- *C-NMR (DMSO-ds, BB, DEPT), [ppm]:
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171.19, 170.12, 169.61, 169.42, 167.08 (C=0); 155.92 (CO-Urethan); 143.85(Cla-, C8a-
Fmoc); 140.83 (C4a-, C5a-Fmoc); 132.43(All-C2); 127.74(C3-,C6-Fmoc); 127.19(C2-,C7-
Fmoc); 125.30, 128.76(C1-, C8-Fmoc); 120.22(C4-, C5-Fmoc); 117.55(All-C3); 78.15(C-1);
73.46(C-5); 72.39(C-4); 68.48(C-3); 67.52(CH,-Fmoc); 65.86(All-C1); 61.95(C-6); 52.21(C-
2); 50.28(a-CH-Asn); 46.69(C9-Fmoc); 36.92(B-CHy-Asn); 22.69(CH3(NHAc)); 20.62,
20.50, 20.47(CH3(OAc));

N’-Fluorenylmethoxycarbonyl-N“-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-p-D-
glucopyranosyl)-L-asparagin '** 76

(Fmoc-Asn-(B-Ac3;GlcNAc)-OH)

Man 16st 0.096 g (0.13 mmol) Fmoc-Asn(S-Ac3;GlcNAc)-OAll 75 in einer Mischung aus 4 ml
DMF und 3 ml DMSO. Unter einer Argon-Atmosphére wird nach Zugabe einer Spatelspitze
Tetrakis(triphenylphosphin)-palladium(0) und 0.7 ml N-Methylanilin (0.6 mmol) 18 h unter
Lichtausschluss geschiittelt. AnschlieBend werden die Losemittel i. Hochvak. entfernt, und
der Riickstand wird dreimal mit je 1.5 ml DMF codestilliert. Das resultierende Ol wird in 15
ml einer Dichlormethan/Methanol-Mischung (10:1) aufgenommen und mit 5 ml einer 0.5 M
HCI-Lsg. ausgeschiittelt. Die organ. Schicht wird abgetrennt, mit MgSO4 getrocknet und die
Losemittel i. Vak. entfernt. Der gelbliche Feststoff wird in 20 ml Methanol geldst und auf 1 g
Kieselgel aufgezogen. Die Reinigung erfogt durch Flash-Chromatographie an 20 g Kieselgel

mit einem Losungsmittelgemisch Dichlormethan/Methanol (20:1) + 1% Essigséure.

Ausb.: 44 mg (0.06 mmol, 49% d. Th., Lit.: 50%); farbloses Lyophilisat; [a]j)z = 8.51 (¢ =

1.0, DMF), Lit.: 9.91 (¢ = 1.0, DMF); R¢=0.17 (CH,CI,/MeOH 12:1);

(C33H37013N3) Ber.. C57.98 H 5.45 N 6.15

(683.67) Eine korrekte Elementaranalyse konnte nicht erhalten werden
ESI-MS (m/z) = 684.60 [M+H]"

300 MHz- 'H-NMR (DMSO-dy), 8[ppm]:

8.61(d, 1H, J=8.07Hz, ®w-NH-Asn); 7.93-7.85(m, 3H, Juaus = Jusue=7.36Hz, H4-, H5-Fmoc,
NH); 7.73-7.67(d, 2H, Ju1.m=Jus 17=6.98Hz, H1-,H8-Fmoc); 7.40(t, 2H,
Ju3 m2s=ne,ns7=7.36Hz, H3-,H6-Fmoc); 7.31(t, 2H, H2-,H7-Fmoc); 5.20-5.06, 4.80(m, t, 2H,
1H, H-1, H-3, H-4); 4.27-4.14(m, 5H, H-2, H-5, Fmoc-CH2, a-CH-Asn); 3.94-3.78(m, 3H, H-
6a, H-6b, H9-Fmoc); 2.52-2.48(m, 2H, B-CH;-Asn); 1.97, 1.94, 1.71(3s, 9H, CH3(OAc)); 1
1.88(s, 3H, CH3(NHAC));

150.9 MHz- *C-NMR (DMSO-ds,DEPT), 8[ppm]:
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170.14, 169.75, 169.61, 169.42 (C=0); 155.89 (CO-Urethan); 143.91(Cla-, C8a-Fmoc);
140.80 (C4a-, C5a-Fmoc); 129.00(C3-,C6-Fmoc); 128.31(C2-,C7-Fmoc); 128.76(C1-, C8-
Fmoc); 120.21(C4-, C5-Fmoc); 78.17(C-1); 73.43(C-5); 72.38(C-4); 68.51(C-3); 65.78(CHa,-
Fmoc); 61.93(C-6); 52.24(C-2); 50.47(a-CH-Asn); 46.71(C9-Fmoc); 37.29(B-CH;-Asn);
22.69(CH3(NHAC)); 21.13, 20.62, 20.47(CH3(OAc));

N’-Fluorenylmethoxycarbonyl-N“-(2-acetamido-3-O-[6-O-benzyl-B-D-galactopyranosyl]-
4-0-[2,3,4-tri-O-benzyl-p-D-arabinopyranosyl]-6-O-benzyl-(2-desoxy-p-D-
glucopyranosyl)-L-asparagin-a-allylester 77

(Fmoc-Asn-[Ara-Le*(OH);]-OAll)

147 mg (0.37 mmol, 1.3 Aquiv.) FmocAspOAIll 72 werden zusammen mit 51 mg (0.37 mmol,
1.3 Aquiv.) HOAT in 5 ml trockenem, aminfreiem DMF geldst. In rascher Folge werden
anschlieBend 0.08 ml (0.74 mmol, 2.6 Aquiv.) DIPEA sowie 140 mg (0.37 mmol, 1.3 Aquiv.)
HATU zugesetzt. Die Reaktionsmischung wird 10 min bei Raumtemp. geriihrt und dann mit
einer Losung von frisch hergestelltem Glycosylamin 68 (0.27 g in 5 ml DMF) versetzt. Man
riihrt die Mischung weitere 18 h bei Raumtemp. und entfernt nach dieser Zeit das Losemittel
i. Hochvakuum. Der Riickstand wird in 100 ml Dichlormethan aufgenommen und je einmal
mit 50 ml ges. NaHCOs-Lsg. bzw. NaCl-Lsg. ausgeschiittelt. Die organ. Phase wird iiber
MgSO4 getrocknet und durch Flash-Chromatographie an 30 g Kieselgel mit
Dichlormethan/Methanol (15:1) gereinigt. Der Feststoff wird aus Benzol gefriergetrocknet.
Ausb.: 313 mg (0.30 mmol, 82% d.Th.); farbloses Lyophilisat; Rf = 0.32 (CHCI;/MeOH

15:1); R, = 46.3 min (JupiterC18, Gradient B); [a]” =-69.84 (c=1.0, CH;CN);

C76Hs3019N3 Ber.: C67.99 H 6.23 N 3.13
(1341.56) Gef.: C 66.84 H 5.58 N3.16

ESI-MS (m/z) = 1364.97 [M+Na]"

400 MHz- '"H-NMR (DMSO-ds COSY), 8[ppm]:

8.49(d, 1H, Jxum=9.32Hz, “NH-Asn); 7.96(d, 1H, Jnuwm=8.92Hz, NH(NHAC));7.88(d, 2H,
Jiams = Jusue=7.88Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.69(d, 3H, Jui n2=Jusn7=7.88Hz, H1-,H8-Fmoc);
7.40(t, 2H, Jus noa=nens7=7.88Hz, H3-,H6-Fmoc); 7.36-7.14(m, 27H, H2-,H7-Fmoc, Harom.);
5.89-5.79(m, 1H, *Juns=17.23Hz, *J=10.55Hz, Jampam.= Hz, All-H2);5.26(dq, 1H,
3Jwans=17.34Hz, All-H3a); 5.14(dq, 1H, *J.i=10.44Hz, All-H3b); 4.98(d, 1H, J,»»=3.48Hz, H-
1"); 4.91(t, 1H, J, xu=9.36Hz, H-1); 4.70-4.40(m, 15H, Jyen=11.52Hz, J5 4v3=3.00Hz, H-5"a,
CH,(OBn), a-CH-Asn); 4.31-4.17(m, 5H, CH,(OBn), Fmoc-CH,, H9-Fmoc); 4.00-3.97(m,
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2H, J3u4n5,=3.00Hz, H-3", H-4"); 3.86-3.78(m, 4H, J»;=3.32Hz, H-3, H-6'a, H-2", H-2);
3.69-3.48(m, 8H, H-6', H-4', H-4, H6b, H-6'b, H-5"¢, H-5"); 3.36-3.29(m, 3H, J»3=9.32Hz, H-
2', 2'-OH, H-5); 3.23(dd, 1H, J3,=9.40Hz, H-3"); 2.65(dd, 1H, p-CH,-Asn); 2.45(m, 1H, p-
CH,-Asn); 1.73(s, 3H, CH3(NHAC));

100.6 MHz- >*C-NMR, (DMSO-ds, HMQC): [ppm]:

171.08(CO Ester); 171.00, 169.23(CO(NHAc,Amid)); 155.79(CO Urethan); 143.74(Cla-,
C8a-Fmoc); 140.69(C4a-, C5a-Fmoc); 138.99, 138.87, 138.71, 138.66, 138.14(Cipso-Aryl);
132.30(A11-C2); 128.21, 128.12; 127.46; 127.22, 128.02, 127.16, 127.05, 126.98(Carom.);
127.63(C3-, C6-Fmoc); 127.33(C2-, C7-Fmoc); 125.22(C1-, C8-Fmoc); 120.11(C4-, C5-
Fmoc); 117.41(All-C3); 102.85(C-1'); 97.30(C-1"); 78.31(C-1); 77.49(C-3"); 76.58(C-3);
76.54(C-5); 75.78(C-2"); 74.67(C-4"); 73.31(CHy(OBn), C-3'), 72.11, 70.77(CH,(OBn));
70.38(CH,(OBn), C-2'); 73.03(C-3"); 72.49(C-4); 68.97(C-6); 68.08(C-4"); 67.62(C-6');
65.75(CH,-Fmoc); 64.89(All-C1); 60.23(C-5"); 54.45(C-2); 50.21(a-CH-Asn); 46.54(C9-
Fmoc); 36.82(B-CH;-Asn); 22.79(CH3(NHAC));

N’-Fluorenylmethoxycarbonyl-N“-(2-acetamido-3-O-[6-O-benzyl-B-D-galactopyranosyl]-
4-0-[2,3,4-tri-O-benzyl-p-D-arabinopyranosyl]-6-O-benzyl-(2-desoxy-p-D-
glucopyranosyl)-L-asparaginsiure 78

(Fmoc-Asn-[Ara-Le*(OH);]-OH)

Man 16st 390 mg (0.29 mmol) 77 in 30 ml absol. und O,-freiem THF und trigt in diese
Losung eine Spatelspitze Tetrakis-(Triphenylphosphin)-palladium(0) sowie 0.06 ml N-
Methylanilin ein. Die Losung wird 24 h bei Raumtemp. unter Argon geschiittelt. Da nach
dieser Zeit diinnschichtchromatographisch noch Edukt nachzuweisen ist, wird weiteres
Pd(PPhs3)s (20 mg) sowie 0.2 ml N-Methylanilin zugegeben und weitere 24 h geschiittelt.
Vollstindiger Umsatz kann trotz erneuter Zugabe von Palladium-Katalysator und Scavenger
nicht beobachtet werden; das Losemittel wird deshalb i. Vak. entfernt, der Riickstand in 100
ml Ethylacetat aufgenommen und mit je 50 ml 0.1N HCI und Wasser gewaschen. Die organ.
Phase wird iiber MgSO, getrocknet und i. Vak. vom Losemittel befreit. Aus dem o6ligen
Riickstand wird das Rohprodukt mit 6 ml MeOH herausgeldst und iiber eine C18-Kartusche
filtriert. Nach dem Spiilen der Filterkartusche mit 10 ml MeOH werden die organischen
Phasen vereinigt, das Losemittel i. Vak. entfernt und das Produkt durch préparative HPLC

(Eurosphere C8) gereingt. Es konnten 12% des Eduktes zuriickgewonnen werden.
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Ausb.: 279 mg (0.21 mmol, 74% d. Th.); farbloses Lyophilisat; Ry = 0.32 (CHCI3;/MeOH
15:1); R = 12.7 min (LunaC18, Gradient D); [a]” = - 58.32 (c = 1.0, CH;CN);

C73H79019N;

(1301.5308)

HR-ESI-MS (m/z): Ber.: 1302.5386 [M+H]" Gef.: 1302.5345 [M+H]"

400 MHz-"H-NMR, (DMSO-dg, COSY): 8[ppm]:

12.61(bs, 1H, COH); 8.41(d, 1H, Jxuu1=9.24Hz, “NH-Asn); 7.96(d, 1H, Jxun=8.92Hz, NH-
Gle); 7.87(d, 2H, J=7.52Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.70(d, 2H, J=7.48Hz, H1-, H8-Fmoc); 7.48(d,
1H, Jnpocn=8.36Hz, NH-Urethan); 7.40(m, 3H, H3-, H6-Fmoc); 7.33-7.21(m, 25H, Harom.);
4.98(d, 1H, J;»»=3.44Hz, H-1"); 4.92(t, 1H, Jm1 nu=9.32Hz, Ju1 12=9.36Hz, H-1); 4.86(d, 1H,
J3onm3=5.16Hz, 3'-OH); 4.68(m, 2H, H-5"a, CH»(OBn)); 4.62-4.19(m, 14H, CH,(OBn), H-
1', a-CH-Asn, CH,-Fmoc, H9-Fmoc); 4.02-3.97(m, 2H, H-3", H-4"); 3.86-3.77(m, 4H, H-6'a,
H-3, H-2", H-2); 3.69-3.49(m, 7H, H-6a, H-4', H-4, H-6b), H-6'b, H-5', H-5"¢); 3.34(m, 3H,
H-2', 2'-OH, H-5); 3.25-3.20(m, 1H, Jy.33.06=5.0Hz, H-3"); 2.62(dd, 1H, B-CH,-Asn); 2.45-
2.41(m, 1H, B-CH,-Asn); 1.74(s, 3H, CH3(NHAc));

100.6 MHz- *C-NMR, (DMSO-ds, BB, HMQC): 8[ppm]:

173.10 (CO-Sdure); 170.27, 169.61(CO(Amid, NHAc)); 155.89(CO-Urethan); 143.91,
143.87(Cla-, C8a-Fmoc); 140.76(C4a-, C5a-Fmoc); 139.08, 138.97, 138.79, 138.75,
138.28(Cipso-Aryl); 12843, 128.32; 128.23; 127.74, 127.57, 127.44, 127.27(Carom.);
127.30(C3-,C6-Fmoc); 127.15(C2-,C7-Fmoc); 125.36(C1-, C8-Fmoc); 120.18(C4-, C5-
Fmoc); 102.94(C-1"); 97.41(C-1"); 78.41(C-1); 77.59(C-3"); 76.69(C-3); 76.63(C-5); 75.81(C-
2"); 74.81(C-4"); 73.45, 72.23, 70.92, 70.53(CH,0Bn); 73.45(C-3"); 73.14(C-5"); 72.62(C-4);
70.46(C-2"); 69.12(C-6); 69.07(C-6); 68.18(C-4"); 67.69(C-6"); 65.79(CH,-Fmoc); 60.33(C-
5"); 54.64(C-2); 50.23(a-CH-Asn); 46.79(C9-Fmoc); 37.07(B-CH;-Asn); 22.89(CH3(NHAC));

N®-Fluorenylmethoxycarbonyl-N“-(2-acetamido-3-O-[6-O-benzyl-3-O-sulfatyl-f-D-
galactopyranosyl]-4-O-[2,3,4-tri-O-benzyl-B-D-arabinopyranosyl]-6-O-benzyl-(2-desoxy-
p-D-glucopyranosyl)-L-asparagin-a-allylester 79
(Fmoc-Asn-[Ara-Sulfo-Le*(OH),]-OAll)

90 mg (0.23mmol, 1.3 Aquiv.) FmocAspOAll 72 werden zusammen mit 31 mg (0.194 mmol,
1.3 Aquiv.) HOAt in 10 ml trockenem, aminfreiem DMF gelost. Es werden anschlieBend in
rascher Folge 0.08 ml (2.6 Aquiv.) DIPEA sowie 90 mg (0.194 mmol, 1.3 Aquiv.) HATU

zugesetzt. Man 1at 10 min bei Raumtemp. stehen und versetzt dann mit einer Losung aus
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frisch hergestelltem Glycosylamin 69 in 5 ml absol. und aminfreiem DMF. Man riihrt unter
einer Argon-Atmosphére 17 h bei Raumtemp. nach und entfernt anschlieend die Losemittel
1. Hochvak. Der Riickstand wird in 100 ml Methylenchlorid aufgenommen und zweimal mit
50 ml einer ges. NaHCOs-Lsg. und einmal mit 50 ml einer ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Die
wiassrigen Phasen werden mit 50 ml Methylenchlorid ausgeschiittelt, die vereinigten organ.
Phasen iiber MgSO, getrocknet und 1. Vak. vom Ldsemittel befreit. Nach Gefriertrocknung
aus 5 ml Benzol erhilt man ein farbloses Lyophilisat.

Ausb: 172 mg (0.12 mmol, 66% d. Th.); farbloses Lyophilisat; R¢ = 0.49 (CHCl; / MeOH
5:1); Ry= 45.5 min (JupiterC18, Gradient B); [a]” =-46.13 , (c = 1.0 CH;CN)

C76Hg3N302,S

(1421.51)

ESI-MS: 1466.41 [M-H+2Na]"

600 MHz- 'H-NMR (DMSO-ds, COSY), 8[ppm]:

8.42(d, 1H, Jnumi=9.31Hz, “NH-Asn); 7.91(d, 1H, Jxun2=9.75Hz, NH(NHAC)); 7.88(d, 2H,
Jnams—nsue=7.76Hz, H4-, HS5-Fmoc); 7.69(d, 3H, Juim=Jusu7=7.76Hz, H1-H8-Fmoc);
7.40(t, 2H, Jus mo/a=ne us7=7.54Hz, H3- H6-Fmoc); 7.36-7.14(m, 27H, H2-,H7-Fmoc, Harom.);
5.84(m, 1H, All-H2); 5.26(dd, 1H, *Juan=17.16Hz, All-H3a); 5.14(dd, 1H, *J.=10.54Hz, All-
H3b); 4.98(d, 1H, J;»»=3.40Hz, H-1"); 4.91(t, 1H, J;nxu=9.29Hz, H-1); 4.68-4.42(m, 14H,
CH,(OBn), H-5"a, H-1', AllHla/b, a-CH-Asn); 4.31-4.18(m, 4H, Fmoc-CH,;, H9-Fmoc);
3.97-3.84(m, 6H, H-3", H-4", H-4', H-3, H-3',H-6"a); 3.79(dd, 1H, J,»3=9.56Hz, J,";~=3.35Hz,
H-2"); 3.75(d, 1H, J,,=9.62Hz, H-2); 3.65(dd, 1H, Je,—=14.25Hz, H-6"); 3.58(t, 1H,
J43=9.25Hz, H-4); 3.55-3.47(m, 7H, H-4, H-6b, H-6'b, H-5', H-5"e, H-2); 3.30(d, 1H,
J54=9.62Hz, H-5); 2.64(dd, 1H, B-CHy-Asn); 2.46(m, 1H, B-CH,-Asn); 1.73(s, 3H,
CH3(NHAC));

150.9 MHz- *C-NMR, (DMSO-ds, HMQC): §[ppm]:

171.11(CO(Ester)); 169.60, 169.11(CO (NHAc), (Amid)); 155.82(CO-Urethan); 143.75(Cla-,
C8a-Fmoc); 140.71(C4a-, C5a-Fmoc); 138.98, 138.91, 138.65, 138.62, 138.18(Cipso-Aryl);
132.83(All-C2); 128.23, 128.14; 128.11; 127.66, 127.57, 127.05, 127.44, 127.08,
127.04(Carom.); 127.33(C3-, C6-Fmoc); 127.23(C2-, C7-Fmoc); 125.25(C1l-, C8-Fmoc);
120.12(C4-, C5-Fmoc); 117.43(All-C3); 102.76(C-1"); 97.29(C-1"); 79.24(C-3"); 78.25(C-1);
77.45(C-3"); 76.68(C-5); 75.96(C-3); 75.79(C-2"); 74.49(C-4"); 73.33, 72.18, 72.11, 70.68,
70.29(CH2(OBn)); 72.72(C-5"); 72.51(C-4); 68.95(C-2"); 68.64(C-6); 67.58(C-6"); 66.31(C-
4"); 65.77(CHz-Fmoc); 64.90(All-C1); 60.12(C-5"); 54.56(C-2); 50.19(a-CH-Asn); 46.55(C9-
Fmoc); 36.82(B-CH,-Asn); 22.76(CH3(NHAC));
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N®-Fluorenylmethoxycarbonyl-N“-(2-acetamido-3-O-[6-O-benzyl-3-O-sulfatyl-f-D-
galactopyranosyl]-4-O-[2,3,4-tri-O-benzyl-$-D-arabinopyranosyl]-6-O-benzyl-(2-desoxy-
B-D-glucopyranosyl)-L-asparaginsiure 80

(Fmoc-Asn-[Ara-Sulfo-Le*(OH),]-OH)

Es werden 165 mg (0.116 mmol) 79 in 8 ml absol. und O,-freiem THF gelost und in zwei
gleich grofle Ansdtze geteilt. Man versetzt beide Ansédtze mit je zwei Tropfen N-Methylanilin
und trigt in diese Losung je eine Spatelspitze Pd(PPH3)4 ein. Der Verlauf der Reaktion wird
diinnschichtchromatographisch verfolgt. Nach 6 h kann vollstaindiger Umsatz nachgewiesen
werden. Die Losung wird zur Reinigung auf eine C18-funktionalisierte Kieselgelglasplatte
aufgebracht. Die Chromatographie wird mit Chloroform/Methanol (2:1) durchgefiihrt. Nach
Abtrennen des Kieselgels vom Glas wird das Produkt durch Extraktion mit
Chloroform/Methanol (2:1) erhalten.

Ausb.: 142 mg (0.103 mmol, 92% d. Th.); R= 0.78 (RP-C;3, CH3;CN/H,0 2:1); Ry = 41.7min

(JupiterC18 Gradient B); [ =-51.93, (c = 1.0 DMSO);

C73H70N302,8

(1381.4876)

HR-ESI-MS Ber: 1382.4949 [M+H]" Gef: 1382.4910 [M+H]"

400 MHz- '"H-NMR (DMSO-ds COSY), 8[ppm]:

8.57(bs, 1H, ©“NH-Asn); 7.91(d, 1H, Jwum=8.96Hz, NH(NHAc)); 7.88(d, 2H,
Juam-nsne=7.48Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.69(d, 3H, Juim=Jusu;=7.76Hz, H1-H8-Fmoc);
7.40(t, 2H, Ju3 no/a=nens7=171.44Hz, H3-,H6-Fmoc); 7.36-7.14(m, 27H, H2-,H7-Fmoc, Harom.);
4.98(d, 1H, J;»»=3.28Hz, H-1"); 4.89(t, 1H, J, ,=9.0Hz, J; x\t=9.12Hz, H-1); 4.69-4.60(m, 5H,
CH,(OBn), H-5"a, o-CH-Asn); 4.54-4.42(m, 8H, H-1', CH(OBn)); 4.33-4.20(m, 4H,
CH,(OBn), Fmoc-CH,, H9-Fmoc); 4.01-3.72(m, 8H, H-3", H-4", H-4', H-3, H-3',H-6'a, H-2",
H-2); 3.68-3.47(m, 7H, H-6a, H-4, H-6b, H-6'b, H-5', H-5"e, H-2"); 3.28(m, 1H, H-5);
2.56(dd, 1H, Jeem=15.68Hz, B-CH-Asn); 2.42(dd, 1H, Jeem=1544Hz, B-CH,-Asn); 1.73(s,
3H, CH3(NHACc));

150.9 MHz- *C-NMR, (DMSO-ds, HMQC): 8[ppm]:

171.11(CO(Ester)); 169.60, 169.11(CO (NHAc), (Amid)); 155.82(CO-Urethan); 143.75(Cla-,
C8a-Fmoc); 140.71(C4a-, C5a-Fmoc); 138.98, 138.91, 138.65, 138.62, 138.18(Cipso-Aryl);
132.83(All-C2); 128.23, 128.14, 128.11, 127.66, 127.57, 127.05, 127.44, 127.08,
127.04(Carom.); 127.59(C3-, C6-Fmoc); 127.21(C2-, C7-Fmoc); 125.31(C1-, C8-Fmoc);
120.10(C4-, C5-Fmoc); 102.54(C-1'); 97.09(C-1"); 79.14(C-3"); 78.34(C-1); 77.47(C-3");
76.32(C-5); 75.97(C-3); 75.58(C-2"); 74.37(C-4"); 73.18, 72.03, 70.78, 70.26,
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70.15(CH2(OBn)); 72.62(C-5"); 72.21(C-4); 68.86(C-2"); 68.44(C-6); 67.40(C-6"); 66.35(C-
4"); 65.38(CHz-Fmoc); 59.88(C-5"); 54.56(C-2); 50.19(a-CH-Asn); 46.87(C9-Fmoc);
36.82(B-CHz-Asn); 22.81(CH3(NHAC));

5.8 Synthesen zu Kapitel 3.8

N-,N'-(Di-benzyloxycarbonyl)-guanidin'** 86

Zu einer Losung von Guanidinhydrochlorid (3.82 g, 0.04 mol) und Natriumhydroxid (8 g, 0.2
mol) in 40 ml Wasser werden 80 ml Dichlormethan gegeben. Die auf 0°C gekiihlte Losung
wird innerhalb von 45 min unter starkem Rihren mit 17.1 ml (0.12 mol)
Benzyloxycarbonylchlorid versetzt. Nach beendeter Zugabe wird die Reaktionsmischung
weitere 20 h bei 0°C geriihrt. Der Ansatz wird nach dieser Zeit mit 100 ml Dichlormethan
verdiinnt, die Phasen getrennt und die wéssrige Phase mit 100 ml Dichlormethan extrahiert.
Die organ. Phasen werden vereinigt, mit 100 ml Wasser gewaschen und mit MgSO,
getrocknet. Nach Filtration und Entfernen des Losemittels i. Vak. wird das Produkt durch
Umkristallisation aus 200 ml Methanol erhalten.

Ausb.: 10.45g (0.032 mol, 80% d. Th.; Lit.: 83%); farblose Kristalle; Schmp.: 146°C (Lit.:
149-150°C); Rr=0.29 (PE/EE 3:1);

(C17H17N304) Ber.: C:62.38 H:5.23 N:12.84

(327.33) Gef.: C:62.36 H: 5.28 N: 12.71

FD-MS (m/z) = 327.6 [M]"

300 MHz- 'H-NMR (DMSO-dg), 8[ppm]:

10.86(bs, 1H, NH-Imin), 8.67(bs, 2H, NH-Urethan), 7.36-7.34(m, 10H, Hgaom,), 5.10(s, 4H,
CH,(OBn));

N-,N'-(Di-benzyloxycarbonyl)-N''-triﬂuormethansufonyl—guanidin134 87

Unter einer Argon-Atmosphire werden 1.7 g (0.042 mol, 2 Aquiv.) Natriumhydrid (60% in
Mineral6l) zu einer auf 0°C abgekiihlten Losung von 6.8 g (0.021 mol) N-,N'-Di-
(benzyloxycarbonyl)-guanidin 86 in 100 ml absol. Chlorbenzol gegeben und eine Stunde
geriihrt. Die Temperatur der Mischung wird auf -45°C abgesenkt und innerhalb von 10 min
3.4 ml (0.021 mol, 1 Aquiv.) Trifluormethansulfonsiureanhydrid zugespritzt. Man 148t auf

Raumtemp. erwidrmen und riihrt die Losung weitere 18 h, entfernt das Losemittel i. Vak. und
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16st den Riickstand in 100 ml Ethylacetat. Die organ. Phase wird zweimal mit 50 ml 2M
Natriumbisulfat-Lsg., 100 ml Wasser und 100 ml ges. NaCl-Lsg. gewaschen und
anschlieBend mit MgSO, getrocknet. Nachdem das Losemittel 1. Vak. entfernt wurde, erhélt
man das Produkt durch zweifache Flash-Chromatographie an Kieselgel mit
Petrolether/Ethylacetat (6:1) bzw. Dichlormethan/Diethylether (95:5) als farbloses Ol.

Ausb.: 7.48 g (0.016 mol, 78% d. Th.; Lit: 69%); farbloses Ol; R¢= 0. 83 (CH,Cly/Et,0 95:5);
(Ci8H16F3N306S) Ber.: C:47.06 H: 3.51 N:9.15

(459.39) Eine korrekte Elementaranalyse konnte nicht erhalten werden
FD-MS (m/z) = 459.7 [M]"

300 MHz- '"H-NMR (DMSO-dg), 8[ppm]:

7.40-7.36(m, 10H, Harom.), 5.20(s, 4H, CH»(OBn));

150.9 MHz-"C-NMR (DMSO-d¢), 8[ppm]:

152.29, 151.51(CO-Urethan);  135.11(Cipso-Aryl);  128.61, 128.58, 128.40(Carom.);
68.00(CH2(OBn));

N“Fmoc-L-Ornithin 89

Es werden 3.0 g (6.58 mmol) N*-Fmoc-(N'-Boc)-L-Ornithin 88 in einer Mischung aus 75 ml
TFA, 6 ml H,O und 1 ml TIPS gel6st und fiir 45 min bei Raumtemp. geriihrt (vollstdndiger
Umsatz laut DC-Kontrolle). Die Losung wird mit 40 ml Toluol versetzt, und die Losemittel
werden i. Vak. entfernt, anschlieBend wird zweimal mit je 25 ml Toluol codestilliert. Man
erhilt einen glasartig erstarrten Feststoff, der sich aus Diethylether aufschdumen lésst.

Ausb.: 2.33 g (quant.); farbloser Feststoff; Schmpkt.: 56°C; Ry = 0.72 (2-Prop/H,O/AcOH
5:2:2); [a]” =+3.91, (c = 1.0 DMSO)

(Cy0H22N,04) Ber.: C:67.78 H: 6.26 N: 7.90

(354.39) eine korrekte Elementaranalyse konnte nicht erhalten werden
FD-MS (m/z) = 355.6 [M+H]"; 336.5 [M]" (Lactam);

300 MHz- 'H-NMR (DMSO-ds), 8[ppm]:

7.88(d, 2H, Jua ms=Jusne=7.35Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.70(d, 2H, Ju1 mo=Jusn7=7.35Hz, H1-,H8-
Fmoc); 7.60(d 1H, Jnune=7.74Hz, NH); 7.40(t, 2H, Ju3 n24=Juens7=7.35Hz, H3-,H6-Fmoc);
7.31(t, 2H, Jmomis=Iu7.nes=7.35Hz, H2-,H7-Fmoc); 4.29-4.18(m, 3H, Fmoc-CH,, H9-Fmoc);
3.92(m, 1H, a-CH-Orn); 2.77(m, 2H, 6-CH,-Orn); 1.77, 1.61(m, 4H, B-CHa-, y-CH;- Orn);
150.9 MHz-">C-NMR (DMSO-d¢,DEPT), & [ppm]:
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173.72 (COOH); 156.22(CO-Urethan); 143.93(Cla-, C8a-Fmoc); 140.83(C4a-, C5a-Fmoc);
127.75(C3-, C6-Fmoc); 127.20(C2-, C7-Fmoc); 125.36(C1-, C8-Fmoc); 120.23(C4-, C5-
Fmoc); 65.75(CH,-Fmoc); 53.65(a-CH-Arg); 46.76(C9-Fmoc); 40.44(5-CH,-Orn); 27.99(B-
CH,-Orn); 24.04(y-CH;,-Orn);

N®-Fmoc-(N-,N'-di-benzyloxycarbonyl)-L-arginin 84
Variante a nach Zervas"'

Man 16st 160 mg (0.29 mmol) N*-Boc-(N-,N'-di-benzyloxycarbonyl)-L-arginin in 10 ml TFA
und 0.5 ml H,O und setzt 0.06 ml (1 Aquiv.) Triisopropylsilan hinzu. Es wird bis zum
vollstdndigen Umsatz (DC-Kontrolle) 2 h bei Raumtemp. geriihrt, mit 10 ml Toluol verdiinnt
und das Losemittel i. Vak. entfernt. AnschlieBend wird dreimal mit je 5 ml Toluol
codestilliert. Verbindung 82 wird in einer Mischung von 10 ml 10%ige Na;COs-Lsg. und 5
ml Dioxan bei 0°C geldst und in diese Lésung 83 mg (1.1 Aquiv.) Chlorameisensiure-[1-(9-
fluorenyl)-ethylester], gelost in 0.6 ml Dioxan, zugetropft. Nach 3 h Riihren bei Raumtemp.
kann vollstindiger Umsatz detektiert werden. Wahrend die Losung in 150 ml dest. H,O
gegossen wird, fallt ein farbloser Niederschlag aus, der anschlieend mit 50 ml kaltem Ether
gewaschen wird.

Ausb.: 83 mg (0.12 mmol, 43% d. Th);

Variante b nach Goodmann"**

Man suspendiert 2.31 g (6.56 mmol) N*-Fmoc-L-Ornithin 92 in 40 ml absol. Dichlormethan,
spritzt 1.3 ml (6.91 mmol, 1.05 Aquiv.) N-Methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamid hinzu und
erhitzt unter RiickfluB3, bis sich eine klare Losung bildet. Nach Abkiihlen auf Raumtemp.
werden unter einer Argon-Atmosphire 3.35 g (6.9 mmol, 1.05 Aquiv.) (N-N'-Di-
benzyloxycarbonyl)-N"-trifluormethan-sulfonyl-guanidin 90, gelést in 20 ml absol.
Dichlormethan, sowie 1 ml (1.1 Aquiv.) NEt; zugegeben. Man riihrt 2 d bei Raumtemp.,
verdiinnt den Ansatz mit 250 ml Dichlormethan und wischt die organ. Phase mit je 200 ml
2M NaHSOs-Lsg. und Wasser. Man trennt die wiassrige Phase ab, trocknet mit MgSO,4 und
engt die organische Phase i. Vak. auf 50 ml ein. Nach Uberschichten mit 200 ml Petrolether
fallt das Produkt bei 4°C als farbloser Feststoff aus.

Ausb.: 3.67 g (5.52 mmol, 84% d. Th; Lit:"**: 85%); farbloser Feststoff, Ry = 0.34

(CH,Clp/MeOH 15:1); Ry = 13.2 min (LunaC18, Gradient D); Schmp.: 107-109°C (Lit.: k.

A); [a]? =+16.92 (c=1.0, CHCly), Lit.: k. A.;
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(C37H36N403) Ber.: C:62.38 H:5.23 N: 12.84
(C37H36N40g * 2H,0) Ber.: C:63.42 H: 5.75 N: 8.00
(664.71) Gef.: C:63.65 H: 5.81 N: 8.03

ESI-MS (m/z) = 665.19 [M+H]"

400 MHz-"H-NMR (DMSO-ds, COSY, HMQC), & [ppm]:

12.59(bs, 1H, OH); 11.61(bs, 1H, NH); 8.43(t, 1H, Jnnscn=5.80Hz, NH-Guanidino); 7.82(d,
2H, Juams=Jusne=7.72Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.69(t, 2H, J=7.72Hz, H1-, H8-Fmoc); 7.39-
7.27(m, 15H, Hyom, H1-, H8-, H2-, H7-Fmoc, NH-Urethan); 5.19(s, 2H, CH,-Bzl); 5.01, s,
2H, CH;,-Bzl); 4.28-4.17(m, 3H, H9-Fmoc, Fmoc-CH,); 3.98-3.93(m, 1H, a-CH-Arg); 3.34-
3.32(dd, 2H, Jscu xi=5.80Hz, 6-CH,-Arg);1.72-1.57(m, 4H, B-CH;-  y-CH,-Arg);

150.9 MHz-">*C-NMR (DMSO-ds, HMQC, DEPT), & [ppm]:

173.87 (CO-Sdure); 163.14 (CN-Imin); 156.25 (CO-Urethan(Fmoc)); 155.24 (CO-Imin);
152.77(CO-Urethan(Guanidino)); 143.94, 143.90 (Cla-, C8a-Fmoc); 140.83(C4a-, C5a-
Fmoc); 136.99, 135.26(Cipso-Aryl); 128.65, 128.59, 128.11, 127.90(Carom.); 127.72.(C3-, C6-
Fmoc); 127.16(C2-, C7-Fmoc); 125.37(C1-, C8-Fmoc); 120.19(C4-, C5-Fmoc); 67.70, (CH;-
Bzl); 66.49(CH,-Bzl); 65.69(CH,-Fmoc); 53.75(a-CH-Arg); 46.79(C9-Fmoc); 40.23(5-CH,-
Arg); 28.19(B-CH;-Arg); 25.55(y-CH,-Arg);

N“Fmoc-L-arginin 91

Es werden 61 mg (0.09mmol) N*-Fmoc-(N-,N'-Di-benzyloxycarbonyl)-L-arginin 87 in 10 ml
absol. Methanol geldst und mit einer Spatelspitze Palladium auf Kohle (5 mg, Fa. Fluka)
versetzt. Man rithrt die Losung unter einem stetigen H,-Strom (5 1/ h) bis vollstdndiger
Umsatz angezeigt wird (DC-Kontrolle). Man filtriert die Losung iiber Hyflo-Supercel® ab und
wischt mit 20 ml absol. Methanol nach. Die vereingten Ldsemittel werden i. Vak. entfernt
und das Produkt i. Hochvak. getrocknet.

Ausb.: 35mg (0.086 mmol, 96% d. Th.); farbloser amorpher Feststoff; Ry = 0.43 (MeOH);

[@]” =+7.31 (c = 1.0, MeOH);

(C21H24N404) Ber.: C:63.62 H: 6.10 N: 14.13
(396.44) Eine korrekte Elementaranalyse konnte nicht erhalten werden

ESI-MS (m/z) = 395.09 [M]
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400 MHz-"H-NMR (DMSO-ds, COSY, HMQC), & [ppm]:

8.43(bs, 1H, NH-Amin); 7.82(d, 2H, J=7.39Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.69(d, 2H, J=7.72Hz, H1-
,H8-Fmoc); 7.70(t, 2H, NH,-Amin) 7.51-7.36(m, 2H, H3-, H6-Fmoc); 7.34-7.28(m, 2H, H2-,
H7-Fmoc); 4.26-4.15(m, 3H, H9-Fmoc, Fmoc-CH,); 3.82-3.76(m, 1H, a-CH-Arg); 3.11-
3.02(bs, 2H, 6-CH,-Arg);1.78-1.42(m, 4H, B-CH,-/ y-CH,-Arg);

100.6 MHz *C-NMR (DMSO-ds, HMQC, DEPT), & [ppm]:

175.32 (CO-Séure); 157.29 (CN-Imin); 155.58 (CO-Urethan(Fmoc)); 143.96, 143.81 (Cla-,
C8a-Fmoc); 140.65 (C4a-, C5a-Fmoc); 127.57(C3-, C6-Fmoc); 127.26(C2-, C7-Fmoc);
125.25(C1-, C8-Fmoc); 120.00(C4-, C5-Fmoc); 65.45(CH,-Fmoc); 54.92(a-CH-Arg);
46.69(C9-Fmoc); 40.38(56-CH,-Arg); 29.29(B-CH;-Arg); 25.24 (y-CH,-Arg);

[2-(Ethoxyethyloxyphenyl)-2-trimethylsilyllethanol '*7 22

1. Lithiierung:

Zu einer Losung aus 33.1 g (24.5 ml, 135 mmol) 1-(4-Bromophenoxy)-1-ethoxyethan 23 in
150 ml absol. Diethylether werden bei einer Temp. von —50°C unter Argon 84.5 ml (135
mmol) einer n-Butyllithium-Lsg. (1.6 M-Lsg. in Hexan (Fa. Aldrich)) innerhalb von 45 min
zugegeben. Man riithrt 20 min bei — 40°C, die Lsg. wird triilb und verfarbt sich goldgelb.
AnschlieBend 146t man innerhalb von 45 min auf 5°C - 10°C erwédrmen und riihrt bei dieser
Temperatur 90 min.

2. Cupratbildung und -addition:

In einem ausgeheizten 500 ml Dreihalskolben werden 12.3 g (65.5 mmol) Cu(I)I in ca 50 ml
absol. Diethylether suspendiert. Mit Hilfe einer Edelstahldoppelkaniile wird die lithiierte
Losung in einen ausgeheizten, mit Argon gefluteten 250 ml Tropftrichter iiberfiihrt und
anschlielend bei 0°C innerhalb von 80 min zur obigen Suspension zugetropft. Die Losung
verfarbt sich daraufhin tiefrot, nach weiteren 20 min weist der Ansatz eine dunkelviolette
Farbung auf. Man kiihlt auf — 50°C ab und tropft mittels einer Spritze 2.7 g (3.2 ml, 23.2
mmol) 2-Trimethylsilyloxiran 94 langsam zu. Man riihrt 4 h bei — 50°C, tauscht die
Aceton/Trockeneis Kiihlung gegen eine Eis-Kochsalz-Mischung (Verhéltnis 3:1, -19°C) aus
und riihrt tiber Nacht. Am néchsten Morgen hat der Ansatz eine Temperatur von 8°C. Man
versetzt die Losung mit 250 ml einer ges. NH4Cl-Lsg. und riihrt 10 min bei 0°C. Die
Mischung wird in einen Scheidetrichter {iberfiihrt. Es werden 300 ml Ethylacetat und weitere
200 ml einer ges. NH4Cl-Lsg. zugegeben und kriftig geschiittelt. Die org. Phase wird zweimal

mit je 250 ml einer ges. NH4CI-Lsg. und die gesammelten wissrigen Phasen mit 300 ml
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Ethylacetat gewaschen. Die vereinigten organ. Phasen werden tiber MgSO, getrocknet und i.
Vak. vom Losemittel befreit. Der Riickstand wird durch zweimalige Flash-Chromatographie
an 650 g Kieselgel mit einem Laufmittelgemisch Petrolether/Ethylacetat (10:1) +0.1%
Dimethylethylamin gereinigt. Das Produkt wird zweimal mit je 15 ml Benzol codestilliert, um
letzte Reste der zugesetzten Base zu entfernen.

Ausb.: 2.14g (43.2 mmol, 32% d. Th. Lit.: 85%); gelbliches Ol; Ry = 0.44 (PE/EE 3:1);
[@]? = 0/(c=1.0, (CH:);CO), Lit.: 0 (c = 1.0, (CH3),CO);

(C15sH2603Si) Ber.: C63.78 H 9.28

(282.45) Gef.: C 63.43 H 9.47

FD-MS (m/z) = 282.6 [M];

300 MHz- 'H-NMR (Aceton-ds), 8[ppm]:

7.05(d, 2H, J=8.82Hz, Haom); 6.88(d, 2H, J=8.25Hz, Huwom.); 5.34(q, 1H, J=5.15Hz, O-CH-
0); 4.06-3.91(m, 2H, CH,OH); 3.75-3.67(m, 1H, OH); 3.53-3.42(m, 2H, Jgn=6.99Hz,
CH;CH,0); 2.33(dd, 1H, J=5.15Hz, TMSCH); 1.38(d, 3H, J=5.15Hz, CHCH3); 1.12(t, 3H,
Jeem=6.99Hz, CH3CH,); -0.04(s, 9H, Si(CHs)s3);

150.9 MHz- *C-NMR (Aceton-de), O[ppm]:

155.35(C-(0-Aripo)); 136.43(C-(CH-Aripso)); 129.39(Carom.); 117.96(Corom); 100.28(0O-CH-
0); 63.52(CH,0H); 61.73(CH;CH,0); 40.92(TMSCH); 20.61(CH;CH); 15.40(CH;CH,); -
2.28(Si(CH3)3);

[2-(p-Hydroxyphenyl)-2-trimethylsilyllethanol'”” 95

2.05 g (7.2 mmol) [2-(Ethoxyethyloxyphenyl)-2-trimethylsilyl]ethanol 22 werden in 35 ml
absol. Methanol gelost und unter Argon-Atmosphére geriihrt. Eine Losung von 55 mg
Pyridinium-p-toluolsulfonat (0.22 mmol, 0.03 Aquiv.) in 3 ml Methanol wird zugegeben.
Nach 30 min Riihren bei Raumtemp. ist die Umsetzung vollstindig (DC-Kontrolle), und das
Losemittel wird i. Vak. entfernt. Der Riickstand wird durch Flash-Chromatographie an 130 g
Kieselgel mit PE/EE 4:1 gereinigt.

Ausb.: 1.37g (6.5 mmol, 90% d. Th., Lit.: 90%); farbloser, kristalliner Feststoff, Schmp.:
139°C (Lit.: 138-141°C); R¢= 0.49 (PE/EE 1:1);

(C11H130,Si) Ber.: C 62.81 H 8.63

(210.34) Eine korrekte Elementaranalyse konnte nicht erhalten werden
FD-MS (m/z) = 210.5 [M]"

300 MHz- 'H-NMR (Aceton-ds) 8[ppm]:
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7.98(bs, 1H, OH-Phenol); 6.94(d, 2H, Harom.); 6.72(d, 2H, Harom.); 4.05-3.89(m, 2H, CH,OH);
3.46(t, 1H, J=5.15Hz, OH); 2.28(dd, 1H, J=5.14Hz, TMS-CH); -0.04(s, 9H, Si(CH:)s);

75.3- BC-NMR (Aceton-ds, DEPT), 3[ppm]:

155.41(C-(0-Aripso)); 133.49(C-(CH-Arips0)); 129.47(Carom.); 116.47(Carom.); 63.69(CH,0H);
40.77(TMSCH); -2.22(Si(CHs)3);

4-[2-Hydroxy-1-(trimethylsilyl)-ethyl]-phenoxyessigsiiure-allylester107 21

Es werden 1.27 g (6.0 mmol) [2-(p-Hydroxyphenyl)-2-trimethylsilyl]ethanol 95 in 40 ml
Aceton (p.a.) unter einer Argon-Atmosphire vorgelegt und geriihrt. Es werden nacheinander
1.08 g (7.8 mmol, 1.3 Aquiv.) K,COj3, 130 mg (0.08 mmol) KI und 0.85 ml (975 mg, 1.2
Aquiv.) Chloressigsiureallylester zugegeben. Nach 18 h werden weitere 0.3 g K,CO3, 40 mg
KI sowie 0.25 ml Ester zugegeben und 24 h geriihrt. Nach dieser Zeit kann vollstdndiger
Umsatz nachgewiesen werden (DC-Kontrolle). Die braune Losung wird iiber Hyflo-Supercel®
abfiltriert und mit 150 ml Aceton nachgewaschen. Das Losemittel wird i. Vak. entfernt und
der olige Riickstand in Petrolether/Ethylacetat (5:1) flash-chromatographisch an 130 g
Kieselgel gereinigt. Man erhilt ein klares, gelbliches Ol, welches nach Trocknen i. Hochvak.
und Lagern bei 4°C erhirtet.

Ausb.: 1.41 g (4.6 mmol, 76% d. Th., Lit.: 78%); gelbes Ol; R¢=0.24 (PE/EE 3:1);
(C16H2404S1) Ber.: C62.30 H 7.84

(308.44) Eine korrekte Elementaranalyse konnte nicht erhalten werden.
FD-MS (m/z) = 308.6 [M]"

300 MHz- 'H-NMR (CDCls): 8[ppm]:

6.99(d, 2H, J=8.46Hz, H,om.); 6.83(d, 2H, J=8.82Hz, Hyrom.); 5.96-5.83(m, 1H, j211=5.52Hz,
All-H2); 5.30(dq, 1H, *Jian=16.91Hz, All-H3a); 5.23(dd, 1H, *J=10.3Hz, All-H3b); 4.67(dt,
2H, Juim=5.52Hz, All-Hla,b); 4.60(s, 2H, O-CH,-CO); 4.09-3.98(t, dd, Jgem=11.39Hz,
Jyic=4.78Hz, CH-CH,OH); 2.36(dd, 1H, J,i.=4.78Hz, TMSCH); -0.07(s, 9H, Si(CHs)3);
75.3MHz- *C-NMR (CDCls, BB), 8[ppm]:

168.77(CO(Ester)); 155.70(C-(O-Aripso)); 133.56(C-(CH-Arjpso)); 131.42(All-C2);
128.79(Carom.);  118.99(AlI-C3);  114.98(Carom);  65.75(All-Cl);  65.55(0OCH,0OH);
63.16(TMSCH-CH,); 40.77(TMSCH); -2.69(Si(CH3)5);
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4-|2-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-isoleucyloxy)-1-(trimethylsilyl)-ethyl]-phenoxy-
essigséiure-allylesterl07 96a

Zu 1.05 g (2.97 mmol) Fmoc-Ile-OH in 20 ml absol. Dichlormethan werden 0.83 g (2.71
mmol) 4-[2-Hydroxy-1-(trimethylsilyl)-ethyl]-phenoxyessigsdure-allylester 21 gegeben. Man
riihrt unter einer Argon-Atmosphire und kiihlt auf 0°C ab. Es werden in rascher Folge 20.0
mg DMAP (0.16 mmol) sowie 0.67 g DCC (3.26 mmol) zugesetzt. Man 1a63t 4.5 h bei 0°C
unter Argon riihren und filtriert die Mischung iiber Hyflo-Supercel®. Der Filterriickstand wird
mit ca. 70 ml Dichlormethan nachgewaschen. Das Filtrat wird zweimal mit je 100 ml einer
5%igen NaHCO;-Lsg., einmal mit 100 ml H,O und mit 100 ml einer ges. NaCl-Lsg.
gewaschen. Die vereinigten wéssrigen Waschlosungen werden mit 25 ml Dichlormethan
ausgeschiittelt und die vereinigten organ. Phasen iiber MgSO,4 getrocknet. Das Losemittel
wird 1. Vak. entfernt. Der erhaltene Riickstand (farbloser fester Schaum) wird
chromatographisch an 130 g Kieselgel mit Petrolether/Ethylacetat (9:1) gereinigt.

Ausb.: 1.35g (1.98 mmol, 71% d. Th., Lit.: 91% ); farbloses Ol; R¢ = 0.21 (PE/EE 6:1);

[@]? = -1.49 (c = 1.0, CHCL3), Lit.: -6.0 (¢ = 1.0, CHCly);

(C37H45sNO5S1) Ber.: C:69.02 H: 7.04

(643.84) Gef.: C:69.18 H:7.33

FD-MS (m/z) = 644.3[M+H]"

300 MHz- 'H-NMR (CDCls), 8[ppm]:

7.74(d, 2H, Juans=msue=7.35Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.56(d, 2H, Jui m-nsn7=7.35Hz, H1,HS-
Fmoc); 7.37(t, 2H, Jus n2a=nens7=7.35Hz, H3,H6-Fmoc); 7.28(t, 2H, Juo mi/3=m7.16/8=7.35Hz,
H2,H7-Fmoc); 6.94-6.91(m, 2H, Harom.); 6.78(d, 2H, Harom.); 5.96-5.82(m, 1H, *Jyuns=17,28Hz,
All-H2); 5.33-5.17(m, 3H, *Jyans=17.28Hz, *J=10.66Hz, All-H3a, All-H3b, NH); 4.69(d, 2H,
All-Hla, All-H1b); 4.56(s, 2H, O-CH,-C=0); 4.52(m, o-CH Ile); 4.35(q, 2H,
Jta6,c5=6.99Hz, Fmoc-CHy); 4.21-4.06(m, Jcn nan=6.99Hz, TMSCH-CH,, H9-Fmoc); 2.52-
2.48(m, 1H, TMS-CH); 1.69-1.63(m, 1H, p-CH-Ile); 0.89-0.65(m, 8H, y-CHa, y-CH3, 3-CHj3
Ile); -0.05(s, 9H, Si(CHs),);

75.3 *C-NMR (CDCls, DEPT), 8[ppm]:

173.35(CO(Ile)); 168.68(CO(AlL)); 155.97(CO(Urethan)); 155.61(C-(O-Aripso)); 143.96(Cla-
, C8a-Fmoc); 141.28(C4a-, C5a-Fmoc); 133.40133.56(C-(CH-Arjpso)); 131.44(All-C2);
128.35(Carom.); 127.66(C3-, C6-Fmoc); 127.01(C2-, C7-Fmoc); 125.07(C1-, C8-Fmoc);
119.93(C4-, C5-Fmoc); 118.98(All-C3); 114.69(Carom.); 66.93, 66.27, 65.72, 65.55(All-C1,
OC-CH,-0, CH,-Fmoc, TMSCH-CH,-0O); 58.36(a-CH-Ile); 47.18(C9-Fmoc);
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37.82(TMSCH); 36.53(B-CH-Ile); 24.68(y-CHy-lle); 15.22(y-CHs-Ile); 11.55(3-CHj-Ile); -
2.72(Si(CH3)3);

Da Diastereomere vorliegen, kommt es zu Signalverdopplungen.

4-[2-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-glycyloxy)-1-(trimethylsilyl)-ethyl]-phenoxy-
essigsiiure-allylester107 96b

Zu 310 mg (1.0 mmol) Fmoc-Gly-OH in 25 ml absol. Dichlormethan werden 330 mg (1.1
mmol, 1.1 Aquiv.) 4-[2-Hydroxy-1-(trimethylsilyl)-ethyl]-phenoxyessigsiure-allylester 21
gegeben. Man riihrt unter einer Argon-Atmosphire und kiihlt auf 0°C ab. Es werden in
rascher Folge 5 mg DMAP (0.04 mmol) sowie 150 mg DIC (1.2 mmol) zugesetzt. Man 1a63t
70 min bei 0°C unter Argon rithren; nach dieser Zeit ist kein Edukt mehr nachzuweisen. Man
filtriert die Mischung tiber Hiflo-Supercel® ab. Der Filterriickstand wird mit ca. 70 ml
Dichlormethan nachgewaschen. Das Filtrat wird zweimal mit je 80 ml einer 5%igen
NaHCOs-Lsg. und einmal mit 100 ml einer ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Die vereinigten
wassrigen Waschlosungen werden mit 25 ml Dichlormethan ausgeschiittelt und die
vereinigten organ. Phasen iiber MgSO, getrocknet. Das Ldsemittel wird i. Vak. entfernt,
wobei ein betrdchtlicher Teil des entstandenen Harnstoffderivates ausfillt. Der erhaltene
Riickstand wird in 10 ml Dichlormethan geldst und auf Kieselgel aufgezogen. Zur Reinigung
wird eine Sdulenchromatographie an 50 g Kieselgel mit einem Laufmittelgemisch
Petrolether/Ethylacetat (4:1) durchgefiihrt..

Ausb.: 401 mg (0.64 mmol, 64% d. Th. Lit.: 90%); farbloses Ol; Ry = 0.81 (PE/EE 1:1);

[@]” =0 (c=1.0, CHCLy), Lit.: 0 (c = 1.0, CHCly);

(C33H37NO5S1) Ber.: C:67.44 H: 2.38

(587.73) Eine korrekte Elementaranalyse konnte nicht erhalten werden.
ESI-MS (m/z) = 610.56 [M+Na]"; 626.57 [M+K]"

300 MHz- 'H-NMR (CDCls), 8[ppm]:

7.74(d, 2H, Jusrs-msue=7.35Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.57(d, 2H, Jyiso-nsi=7.35Hz, H1,H8-
Fmoc); 7.38(t, 2H, Jus n2/4=ne6.157=6.99.Hz, H3,H6-Fmoc); 7.28(t, 2H, Juo 11/3=1m7.16/8=6.99Hz,
H2-, H7-Fmoc); 6.94-6.91(m, 2H, Hyom); 6.78(d, 2H, Haom); 5.96-5.82(m, 1H,
Jwans=17.28Hz, All-H2); 5.33-5.17(m, 3H, *Jyan=17.28Hz, *Jis=10.66Hz, All-H3a, All-H3b,
NH); 4.67(d, 2H, All-Hla, All-H1b); 4.64-4.48(m, 4H, O-CH,-CO, TMSCH-CH,); 4.35(d,
2H, Jhap.cn=6.99Hz, Fmoc-CH,); 4.19(t, 1H, Jcuuan=7.35Hz, H9-Fmoc); 3.83(t, 2H, CH,
Gly); 2.47(dd, 1H, J;=11.40Hz, J,=4.41Hz, TMSCH); -0.12(s, 9H, Si(CH3)5);
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150.9 MHz- *C-NMR (CDCls, BB, DEPT), [ppm]:

170.23(CO Gly); 168.74(CO All); 156.13 (CO Urethan); 155.62(C-(O-Aripso));  143.81(Cla-
, C8a-Fmoc); 141.26 (C4a-, C5a-Fmoc); 133.35(C-(CH-Arip)); 131.42(All-C2); 128.35,
128.31(Cyrom.);  127.68(C3-,C6-Fmoc); 127.03(C2-,C7-Fmoc); 125.07(C1-, C8-Fmoc);
119.95(C4-, C5-Fmoc); 118.96(All-C3); 114.69(Cyrom.); 67.14, 66.71, 65.73, 65.48(All-C1,
O=C-CH,-O, CHz-Fmoc, @ TMS-CH-CH,-O);  47.07(C9-Fmoc);  42.71(CHyGly);
37.82(TMSCH); -2.64(Si(CHs)3);

4-|2-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-isoleucyloxy)-1-(trimethylsilyl)-ethyl]-
phenoxyessigséiure107 97a

Es werden 131 g (2 mmol) 4-[2-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-isoleucyloxy)-1-
(trimethylsilyl)-ethyl]-phenoxyessigsdure-allylester 96a in 20 ml THF (p.a.) geldst und 20
min bei Raumtemp. geriihrt. Unter Argon werden zuerst 118 mg (0.1 mmol, 5 mol%)
Pd(PPH3)4 und anschlieBend 465 mg (2.6 mml, 1.3 Aquiv.) p-Toluolsulfinsiure-Natriumsalz
als Monohydrat, geldst in 10 ml Methanol (p.a.), zugegeben. Die Losung verfarbt sich zuerst
orange, im Laufe der Reaktion gelblich klar. Nach 90 min ist die Reaktion beendet (DC-
Kontrolle) und die Losemittel werden i. Vak. entfernt. Der Riickstand wird an 200 g Flash-
Kieselgel chromatographisch mit Dichlormethan/Methanol/Essigsédure (40:1:0.5) gereinigt.
Ausb.: 1.24 g (quant.); gelblicher, amorpher Feststoff; Ry = 0.41 (CHCIl3/MeOH 15:1 + 0.5%

AcOH); [a]” =-4.88 (c=1.0, CHCl3), Lit.: -6.09 (¢ = 0.5, CHCl3);

(C34H41NO5Si) Ber.: C:67.63 H: 6.84 N:2.32

(603.78) Es konnte keine korrekte Elementaranalyse erhalten werden.

ESI-MS (m/z) = 602.21 [M]

300 MHz- 'H-NMR (CDCls), 3[ppm]:

9.22(bs, 1H, CO.H); 7.74(d, 2H, Juams=Jusue=7.35Hz, H4-, H5-Fmoc), 7.56(d, 2H,
Jomi mo=Jus y7=7.36Hz, H1-H8-Fmoc); 7.37(t, 2H, Jusmu=Juens=7.72Hz, H3-,H6-Fmoc);
7.28(t, 2H, Jmms=Jurnes=7.72Hz, H2-H7-Fmoc); 6.95-6.92(m, 2H, Haom); 6.78(d, 2H,
Harom.); 5.27(q, 1H, NH); 4.56(s, 2H, O-CH,-C=0); 4.54-4.50(m, 1H, o-CH lIle); 4.36-4.32(m,
2H, Juapcn=6.99Hz, Fmoc-CH,); 4.21-4.176(m, 3H, Jcna,cu=7.72Hz, TMSCH-CH,, H9-
Fmoc); 2.52-2.48(m, 1H, Jcpcm=7.72Hz, TMSCH); 1.69-1.60(m, 1H, B-CH-Ile); 0.99-
0.65(m, 8H, y-CH,, y-CHj3-lle, 6-CHj3-lle); -0.02(s, 9H, Si(CHj3)3);

150.9 MHz- *C-NMR (CDCls, BB, DEPT), [ppm]:
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172.65,173.35(COOH, CO(Ester)); 156.07(CO(Urethan)); 155.22(C-(O-Arjpso)); 143.93,
143.73(Cla-,C8a-Fmoc); 141.28(C4a-,C5a-Fmoc); 133.68(C-(CH-Arjpso)); 128.46,
128.20(Carom.); 127.68(C3-, C6-Fmoc); 127.03(C2-, C7-Fmoc); 125.07(C1-, C8-Fmoc);
119.95(C4-, C5-Fmoc); 114.68(Carom.); 06.98, 66.29, 65.07(0OC-CH,-O, CH,-Fmoc, TMS-
CH-CH,-0); 58.30(a-CH-Ile); 47.16(C9-Fmoc); 37.79(TMSCH); 36.59(B-CH-Ile); 24.61(y-
CH,-lIle); 15.22(y-CH3-Ile); 11.50(6-CH3 Ile); -2.75(Si(CHs)s3);

Da Diastereomere vorliegen, kommt es zu Signalverdopplungen.

4-[2-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-glycyloxy)-1-(trimethylsilyl)-ethyl]-
phenoxyessigséiurem7 97b

Es werden 530 mg (0.9 mmol) 4-[2-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-glycyloxy)-1-
(trimethylsilyl)-ethyl]-phenoxyessigsdure-allylester 96b in 10 ml THF (p.a.) geldst und 20
min bei Raumtemp. geriihrt. Unter Argon werden zuerst eine Spatelspitze Pd(PPH3)s und
anschlieBend 160 mg (1.3 Aquiv.) p-Toluolsulfinsiure-Natriumsalz als Monohydrat, gelost in
10 ml Methanol (p.a.), zugegeben. Die Losung verfarbt sich zuerst orange, im Laufe der
Reaktion gelblich klar. Nach 90 min ist die Reaktion beendet (DC-Kontrolle) und die
Losemittel werden i. Vak. entfernt. Der Riickstand wird an 200 g Flash-Kieselgel
chromatographisch mit Dichlormethan/Methanol/Essigsdure (40:1:0.5) gereinigt. Der
gelbliche Feststoff wird zweimal mit je 25 ml Toluol codestilliert.

Ausb.: 466 mg (0.85 mmol, 94% d. Th.); gelblicher, amorpher Feststoff, R¢ = 0.17
(CH,CL/MeOH 15:1 +0.5% AcOH); [ =0 (¢ = 1.0, CHCly), Lit.: 0 (¢ = 1.0, CHCly);

(C30H33N0O5Si) Ber.: C: 65.79 H: 6.07 N: 2.56

(547.67) Eine korrekte Elementaranalyse konnte nicht erhalten werden.

FD-MS (m/z) = 547.9 [M+H]"

300 MHz- 'H-NMR (CDCls), 3[ppm]:

7.72(d, 2H, Juams=Jusue=7.35Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.55(d, 2H, Ju1 mx=Jusn7=7.35Hz, H1-,HS8-
Fmoc); 7.37(t, 2H, Ju3 m=Jue ns7=7.35Hz, H3-,H6-Fmoc); 7.28(t, 2H,
I ms=Jurnes=7.35Hz, H2-,H7-Fmoc); 6.95-6.92(m, 2H, J=8.10Hz, Haom); 6.78(d, 2H,
J=8.10Hz, Harom); 5.38(t, 1H, NH); 4.62-4.44(m, 4H, O-CH,-C=0, TMSCH-CH,); 4.31(d,
2H, Juap,cn=6.98Hz, Fmoc-CH,); 4.16(t, 1H, Jcupan=7.35Hz, H9-Fmoc); 3.83-3.74(m, 2H,
a-CH, Gly);-2.45(dd, 1H, J;=11.04Hz, J,=4.42Hz, TMSCH); -0.04(s, 9H, Si(CH3)3);

150.9 MHz- *C-NMR (CDCls, DEPT), §[ppm]:



Experimenteller Teil 126

172.65, 173.35(COOH, CO(Ester)); 156.07 (CO(Urethan)); 155.22(C-(O-Arjpso)); 143.93,
143.73(Cla-, C8a-Fmoc); 141.28(C4a-, CS5a-Fmoc); 133.68(C-(CH-Arip0)); 128.46,
128.20(Cyarom.); 127.68(C3-, C6-Fmoc); 127.03(C2-, C7-Fmoc); 125.07(C1-, C8-Fmoc);
119.95(C4-, C5-Fmoc); 114.68(Carom.); 06.98, 66.29, 65.07(0OC-CH,-O, CH,-Fmoc, TMS-
CH-CH>-0); 58.30(a-CH-Ile); 47.16(C9-Fmoc); 37.79(TMSCH); 36.59(B-CH-Ile); 24.61(y-
CH,- Ile); 15.22(y-CHjs-1le); 11.50(6-CHs-Ile); -2.75(Si(CHs)3);

Beladung von Nova Syn TG Amino Resin HL mit 4-[2-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-
isoleucyloxy)-1-(trimethylsilyl)-ethyl]-phenoxyessigsiure 20a

2.7 g Nova Syn Tentagel HL" Resin'*’ werden in einem Festphasenreaktor in 20 ml absol.
Dichlormethan vorgelegt und 1 h gequollen. AnschlieBend werden 561 mg (0.93 mmol) 4-[2-
(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-isoleucyloxy)-1-(trimethylsilyl)-ethyl]-phenoxyessigsdure
97a in 40 ml absol. Dichlormethan und 5 ml DMF gel6st und 127 mg HOAT, 297 mg TBTU
sowie 0.21 ml N-Methylmorpholin zugegeben. Nach 20 min wird diese Lsg. zum
vorgequollenen Tentagelharz iiber eine Kaniile zugespritzt und 14 h im Festphasenreaktor
geschiittelt. Die iiberstechende Lsg. wird nach dieser Zeit abfiltriert und das Polymer je
flinfmal mit 10ml DMF und 10ml absol. Dichlormethan gewaschen und i. Hochvak.
getrocknet.

Ausbeute : 3.07g

Die photometrische Bestimmung'*® der Beladungsdichte ergibt ¢ = 0.3 mmol/g (das entspricht

einer Kupplungsausbeute von 87%).

Beladung von Nova Syn TG amino resin HL mit 4-[2-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-
glycyloxy)-1-(trimethylsilyl)-ethyl]-phenoxyessigsiure  20b

2.55 g NovaSyn Tentagel HL® Harz'"’ werden in einem Festphasenreaktor (250 ml Kolben
mit Fritte und Schliffhahn am Boden) in 20 ml absol. Dichlormethan vorgelegt und 30 min
gequollen. 460 mg (0.84 mmol, 1.35 Aquiv.) 4-[2-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-
glycyloxy)-1-(trimethylsilyl)-ethyl]-phenoxyessigsdure 97b werden in einer Mischung aus 40
ml absol. Dichlormethan und 5 ml DMF gelost. Zu dieser Losung werden nacheinander 130
mg (0.85 mmol) HOBt, 272 mg (0.85 mmol) TBTU sowie 0.2 ml N-Methylmorpholin

gegeben. Nach 20 min wird diese Lsg. iiber eine Edelstahlkaniile zum vorgequollenen

47 Novabiochem; Beladung: 0.44 mmol/g
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Tentagelharz zugespritzt und 14 h im Festphasenreaktor geschiittelt. Die iiberstehende Lsg.
wird nach dieser Zeit abfiltriert und das Polymer je fiinfmal mit 10ml DMF und 10ml absol.
Dichlormethan gewaschen und i. Hochvak. getrocknet.

Ausbeute: 2.82¢g

Die photometrische Bestimmung'®® der Beladungsdichte ergibt ¢ = 0.27 mmol/g (das

entspricht einer Kupplungsausbeute von 90%).

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-isoleucin 101

(Fmoc-Ile-OH)

0.103 g des mit Fmoc-Isoleucin beladenen Polymers 20a wird in einem Festphasenreaktor
dreimal mit 15 ml Dichlormethan gewaschen und anschlieBend in 10 ml Dichlormethan
suspendiert. Es werden 20 mg (2 Aquiv.) TBAF+*3H,0 zugegeben und 25 min geschiittelt.
Man filtriert und wischt das Harz dreimal mit je 20 ml Dichlormethan nach. Die gesamte
Prozedur wird mit 7 mg (0.7 Aquiv.) TBAF+3H,0 wiederholt. Die gesammelten organischen
Filtrate werden zweimal mit 35 ml Wasser gewaschen, mit MgSO, getrocknet und das
Losemittel i. Vak. entfernt.

Ausb.: 9 mg (0.025 mmol, 85% d. Th.); farbl. Ol; Ry = 0.31 (PE/EE 1:2) R=12.4 min
(LUNAC18, Gradient D); [a]jj = -2.76 (c = 0.9, DMSO), Lit."* : -2.99 (¢ = 1.0, DMSO)

C21H23NO4

(353.16)

ESI-MS (m/z) = 353.19 [M+H]"

300-MHz-"H-NMR (CDCls), 8[ppm]:

7.72(d, 2H, Juams=Jusne=7.35Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.60(d, 2H, Ju1 mo=Jus n7=7.35Hz, H1-,H8-
Fmoc); 7.36(t, 2H, Jus m24=Juens7=7.35Hz, H3-H6-Fmoc); 7.28(t, 2H, Jum=Ju7.n6=7.35Hz,
H2-,H7-Fmoc); 5.85(d, 1H, Jnnacn=8.82Hz, NH); 4.39-4.17(m, 4H, a-CH-Ile, Fmoc-CH,
H9-Fmoc); 1.65-1.57(m, 1H, B-CH-Ile); 0.99-0.65(m, 8H, y-CHa, y-CHj3, 8-CH3 Ile);

'* Fmoc-Ile-OH (Novabiochem)
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N-Fluorenylmethoxycarbonyl-N“-(2-acetamido-3-O-[6-O-benzyl-B-D-galactopyranosyl]-
4-0-[2,3,4-tri-O-benzyl-p-D-arabinopyranosyl]-6-O-benzyl-(2-desoxy-p-D-
glucopyranosyl)-L-asparaginyl-L-leucyl-(3-O-benzyl)-L-threonyl-(5-O-benzyl)-L-
glutamyl-L-leucyl-(5-O-benzyl)-L-glutamyl-(3-O-benzyl)-L-seryl-(5-O-benzyl)-L-
glutamyl-(4-O-benzyl)-L-aspariginyl-L-isoleucin 103
(Fmoc-Asn(Ara-Le")-Leu-Thr(OBn)-Glu(OBn)-Leu-Glu(OBn)-Ser(OBn)-Glu(OBn)-
Asp(OBn)-Ile-OH)

Das Glycopeptid wurde in einem Peptidsynthesizer (Applied Biosystems, ABI 433A)
synthetisiert. Dafiir wird ein mit Fmoc-Ile-PTMSEL vorbeladenes Tentagelharz 20a
(Beladung ~0.3 mmol/g) verwendet. Die Fmoc-Abspaltungen werden in vier bis fiinf 4-
Minuten Zyklen mit einer 30%igen Losung von Piperidin in NMP durchgefiihrt. Die
anschlieenden sequentiellen Kupplungen der Fmoc-Aminosdurebausteine erfolgen unter
starkem Schiitteln (Vortex) mit einer Losung von je 10 Aquiv. Fmoc-Aminosiurebaustein,
HBTU, HOBt und 20 Aquiv. DIPEA in 4 ml DMF / NMP (1:1). Die Kupplungszeit pro
Aminosdure betrdgt 20 min. Nach jedem Kupplungsschritt wird das Harz zur Acetylierung
evtl. verbliebener Aminogruppen mit 0.5 M Ac,0, 0.125 M DIPEA und 0.015 M HOBt in
NMP behandelt. AnschlieBend wird die Fmoc-Gruppe abgespalten. Es folgt die Kupplung des
nichsten Aminosdurebausteins. Im AnschluB an jeden Reaktionsschritt wird die
Reaktionslosung durch Filtration entfernt, das Harz griindlich mit NMP und Dichlormethan
gewaschen. Zur Abspaltung des geschiitzten Glycoundecapeptids vom polymeren Triger wird
das Harz in einen Festphasenreaktor nach Merrifield (100 ml-Kolben mit Fritte und
Schliffhahn am Boden) iiberfiihrt und i. Hochvak. getrocknet. Man wischt das Polymer mit
Dichlormethan, versetzt es anschlieBend mit einer Losung aus 38 mg (0.12 mmol, 2.4 Aquiv.)
TBAF+*3H,0 in 20 ml Dichlormethan und schiittelt 25 min bei Raumtemp. Die Losung wird
abgesaugt und das Harz dreimal mit 10 ml Dichlormethan nachgewaschen. Dieser
Abspaltvorgang wird noch einmal mit einer Losung aus ca. 0.9 Aquiv. TBAF+3H,0 in 10 ml
Dichlormethan wiederholt. Um Ammoniumsalze und evtl. vorhandenes Fluorid zu beseitigen,
wird zweimal mit je 10 ml Wasser gewaschen, die organ. Phasen werden iiber MgSO,
getrocknet und i. Vak. vom Losemittel befreit. Die Reinigung erfolgt durch préparative
Diinnschichtchromatographie mit einem Laufmittelgemisch Chloroform/Methanol (15:1).
Ausb.: 37 mg (0.013 mmol, 43% d. Th); farbl. amorpher Feststoff; R¢ = 0.43 (CHCI;/MeOH

15:1); [a]” = -74.89 (c=1.0, DMSO)

C154H186N12033
(2871.29) MALDI-TOF (m/z) = 2895.30 [M+Na]"
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400-MHz-"H-NMR (DMSO-ds, HMQC, COSY)

8.37-8.25(m, 2H, NH-Urethan, °“NH);8.13-7.95(m, H, NH(AS)); 7.86(d, 2H,
Jiam=Jus ue=7.36Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.68(m, 2H, HI, H8-Fmoc); 7.40-7.15(m, 59H,
Harom., H3-, H6-, H2-, H7-Fmoc); 5.03-5.00(m, 2H, H-1", H-1); 4.71-4.66(m, 3H,
CH»(OBn), a-CH-Asn, H-5"e); 4.65-4.25(m, 16H, CH,(OBn), CH,-Fmoc, a-CH-(Glu, Ser,
Thr, Asn, Leu)); 4.20-4.12(m, 3H, H9-Fmoc, a-CH-Ile, CH,-Fmoc); 4.09-3.73(m, 7H, H-3",
H-4", H-6'a, H-3, B-CH-Thr, H-2", H-2); 3.61-3.39(m, 9H, H-4, H-5', H-4', H6a/b, H-6'b, H-
5"a, B-CHy-Ser); 2.81-2.75(m, 1H, B-CH;-Asn); 2.59-2.52 (m, 1H, B-CH,-Asn); 2.39-2.31(m,
8H, y-CH,-Glu, B-CH,-Asp); 1.96-1.74(m, 10H, B-CH,-Glu, B-CH-Ile, CH3(NHACc)); 1.01-
0.71(m, 27H, y-CH3-Thr, 8-CH3-Leu, y-CHs-Ile, 5-CHs-1le);

100.6-MHz13C-NMR (DMSO-d6, HMQC)

173.08 (CO Siure), 172.19(bs, CO Amide); 170.70, 169.97, 169.78, 169.12; 156.36 (CO
Urethan); 143.75(Cla-, C8a-Fmoc); 140.64(C4a-, C5a-Fmoc); 138.99, 138.87, 138.61,
138.46, 138.09, 137.99(Cipso-Aryl); 128.34, 128.10, 128.01, 127.87, 127.83, 127.60, 127.52,
127.46, 127.40, 127.30, 127.21, 127.13, 127.06, 126.98(C3-, C6-, C2-, C7-Fmoc, Cuom);
125.10(C1-, C8-Fmoc); 120.06(C4-, C5-Fmoc); 101.84(C-1"); 97.33(C-1"); 79.01 (C-1);
73.29(C-3");76.47(C-3, C-5); 75.82(C-2"); 74.85(B-CH,-THr); 74.61(C-4"); 73.32(C-
3");73.32, 72.13, 70.44, 70.73(CH2(OBn)); 72.84(C-5"); 72.35(C-4); 70.50(C-2"); 68.80(C-6);
68.08(C-4"); 67.59(C-6"); 67.82(CH,-Fmoc), 60.57(C-5"); 57.82(B-CH,-Ser); 56.28(o-CH-
Ile); 54.60(C-2); 52.87(a-CH-Glu); 51.66(a-CH-Asn) 51.22(a-CH-Thr); 50.94(a-CH-Leu);
49.23(a-CH-Asp); 46.59(C9-Fmoc); 40.63(B-CH,-Leu); 37.99(B-CH»-Asp); 36.20(B-CH-Ile);
35.25(B-CHz-Asn); 30.12(6-CH»-Glu); 27.78(B-CH,-Glu);  24.81(y-CHy-lle); 23.04(y-CH-
Leu); 23.01, 21.35(3-CH3-Leu); 16.33(y-CH;3-Thr); 15.92(y-CHs-Ile); 11.11(3-CHs-1le);

N%Fluorenylmethoxycarbonyl-L-isoleucin- L-valin-a-allylester 108
(Fmoc-Val-Ile-OAll)

Man 16st 1.11 g (3.15 mmol) Fmoc-Ile-OH und 0.62 g (4.1 mmol, 1.3 Aquiv.) HOBt in 10 ml
trockenem und aminfreiem DMF und fiigt in rascher Folge 1.1 ml (6.3 mmol, 2.6 Aquiv.)
Hiinigs-Base sowie 1.55 g (4.1 mmol, 1.3 Aquiv.) HBTU hinzu. Man lisst diese Mischung 15
min reagieren und tropft unter Argon eine Losung von 1.03 g (3.15 mmol) L-Valin-a-O-
allylester-hydro-p-toluolsulfonat in 8 ml trockenem und aminfreiem DMF hinzu. Die Losung
wird 4 h bei Raumtemp. geriihrt. Nachdem kein weiterer Umsatz festgestellt werden kann

(DC-Kontrolle), wird das Losemittel i. Hochvak. entfernt, der Riickstand in 100 ml
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Dichlormethan aufgenommen und mit je 100ml ges. NaHCOs-Lsg. und Wasser gewaschen.
Die organ. Phase wird mit MgSO, getrocknet, i. Vak. auf 50 ml eingeengt und mit 10 ml
absol. MeOH sowie 2 g Kieselgel z. A. versetzt. Das verbleibende Losemittel wird i. Vak.
entfernt, der Feststoff i. Hochvak. getrocknet und anschlieend durch Flash-Chromatographie
an 200 g Kieselgel mit einem Laufmittelgemisch Petrolether/Ethylacetat (3:1) gereinigt.

Ausb.: 1.24 g (2.52 mmol, 80% d. Th.); farbloser, amorpher Feststoff; R¢= 0.50 (PE/EE 3:1);

[« = -13.45 (c=1, CHCly);

C29H36N,0s5 Ber.. C70.71 H7.73 N 5.69

(492.60) Gef.: C70.40 H7.41 N5.72

FD-MS (m/z): 493.2 [M+H]"

400 MHz- '"H-NMR (CDCl;, COSY), 8[ppm]:

7.72(d, 2H, Juams=msue=7.71Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.56(t, 2H, J=7.72 Hz, H1,H8-Fmoc);
7.35(t, 2H, Jusmos=nenss = 7.35Hz, H3, H6-Fmoc); 7.25(t, 2H, Juomis=m7nes=7.35Hz,
H2,H7-Fmoc); 6.83(d, 1H, J=8.82Hz, NH); 5.89-5.78(m, 1H, *Jyans=17,28Hz Allyl-H2);
5.74(d, 1H, J=9.18Hz, NH); 5.24(dd 2H, *Jiums=17.28Hz, *J4=10.29Hz, All-H3a/b); 4.63-
4.50(m, 3H, All-H1a, All-H1b, a-CH-Val); 4.44-4.27(2m, 2H, Fmoc-CH,); 4.22-4.15(m, 2H,
H9-Fmoc, a-CH-Ile); 2.15(s, 1H, B-CH-Val); 1.83(m, 1H, B-CH-Ile); 1.55(m, 1H, y-CH,-Ile);
1.16(m, 1H, y-CH,-Ile); 0.90, 0.88, 0.86, 0.84(4s, 12H, y-CHs-Val, y-CHs-Ile, 6-CHj Ile);
150.9 MHz- *C-NMR (CDCls, HMQCBB, DEPT), [ppm]:

171.66(CO-All), 171.27(CO-Ile, CO-Val); 156.36 (CO-Urethan); 143.87(Cla-, C8a-Fmoc);
141.25 (C4a-, C5a-Fmoc); 131.56(All-C2); 127.65(C3-, C6-Fmoc); 127.03(C2-, C7-Fmoc);
125.10(C1-, C8-Fmoc); 119.90(C4-, C5-Fmoc); 118.92(All-C3); 67.08(CH,-Fmoc),
65.75(All-C1); 59.55(a-CH-Ile); 57.18(a-CH-Val); 47.12(C9-Fmoc); 37.59(B-CH-Ile);
31.09(B-CH-Val); 24.68(y-CH,-Ile); 18.96, 17.79(y-CH3-Ile); 15.35(y-CHj Ile); 11.34(5-CHj3-
Ile);

N%Fluorenylmethoxycarbonyl-L-isoleucin- L-valin 109

(Fmoc-Val-Ile-OH)

Es werden 1.05 g (2.12 mmol) Fmoc-Val-Ile-OAll 108 in 40 ml absol. THF geldst und zu
dieser Losung 0.57 g (1.5 Aquiv.) p-Toluolsulfinsiure-Natriumsalz als Monohydrat, geldst in
10 ml MeOH (p.a.), zugetropft. Unter Argon-Gegenstrom wird eine Spatelspitze Pd[P(Ph);]4
(50 mg) zu der Mischung gegeben und unter Lichtausschluss 3 d bei Raumtemp. geriihrt. Das

Losemittel wird i. Vak. entfernt und der Riickstand in einer Mischung aus 30 ml
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Dichlormethan und 10 ml Methanol aufgenommen und mit 1 g Kieselgel z. A. versetzt. Man
entfernt das Dichlormethan/Methanol-Gemisch und trocknet das beladene Kieselgel 1.
Hochvak. Durch eine zweifache chromatographische Reinigung an 300 g Kieselgel mit
Dichlormethan/Methanol/Essigsdure (15:1:0.1) sowie Cyclohexan/Ethylacetat/Essigsdure
(2:1:0.1) kann das Produkt als farbloser Feststoff erhalten werden.

Ausb.: 790 mg (1.8 mmol, 82% d. Th.); farbloser, amorpher Feststoff, Ry = 11.2 min

(LunaC18 GradientC); Ry = 0.57 (EE + 0.1% AcOH); [a]” = -11.43 (c=1.0, CHCly);

C29H36N,0s5 Ber.: C69.01 H7.13 N 5.69

(452.54) Gef.: C68.91 H 6.92 N 6.06

FD-MS (m/z): 453.1 [M+H]"

300 MHz- 'H-NMR (CDCl;), 8[ppm]:

7.66(d, 2H, Ju4m=msue=7.71Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.52(d, 2H, J=7.48Hz, H1-, H8-Fmoc);
7.30(t, 2H, Jus mo4=ne.ns7 = 7.35Hz, H3-, H6-Fmoc); 7.21(t, 2H, Ju2mi3=m7168=7.35Hz, H2-,
H7-Fmoc); 6.63(d, 1H, J=8.45Hz, NH); 5.80(d, 1H, J=8.45Hz, NH); 4.42(q, 1H, J=8.46Hz,
a-CH-Val); 4.28(m, 2H, , H9-Fmoc, a-CH-Ile); 4.14, 4.03(2m, 2H, Fmoc-CH,); 2.26-2.10(m,
1H, B-CH-Val); 1.78(m, 1H, B-CH-Ile); 1.45(m, 1H, y-CH,-Ile); 1.11-1.04(m, 1H, y-CH,-Ile);
0.87, 0.85, 0.83, 0.82(4s, 12H, y-CH3-Val, y-CHs-lIle, 6-CH3 Ile);

150.9 MHz- *C-NMR (CDCls, DEPT), §[ppm]:

173.33(CO-Séure), 171.35(CO-Amid); 156.24 (CO-Urethan); 143.93, 143.76(Cla-, C8a-
Fmoc); 141.17 (C4a-, C5a-Fmoc); 127.62(C3-, C6-Fmoc); 127.02(C2-, C7-Fmoc); 125.22,
125.12(C1-, C8-Fmoc); 119.84(C4-, C5-Fmoc); 66.848(CH;,-Fmoc), 59.74(a-CH-Ile);
57.08(a-CH-Val); 47.12(C9-Fmoc); 37.43(B-CH-Ile); 31.00(B-CH-Val); 24.70(y-CHy-1le);
18.96, 17.69(y-CHjs-lle); 15.43(y-CHj; Ile); 11.26(5-CHs-Ile);

*N-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-valinyl-(5-O-benzyl)-L-glutamyl-(S-acetamidomethyl)-
L-cysteinyl-(N',N''-di-benzyloxycarbonyl)-L-arginyl-(4-O-benzyl)-L-asparaginyl-L-
isoleucinyl-L-valinyl-glycin 112

Wihrend der Festphasensynthese werden vor den Kupplungen jeweils die terminalen Fmoc-
Aminoschutzgruppen vom polymergebundenem Peptid abgespalten.

Fmoc — Abspaltung: Die Abspaltung der N*-Fmoc-Gruppe geschieht durch mehrstiindiges

Schiitteln in 50 ml eines Morpholin-DMF-Gemisches (1:1). Das Polymer wird zur Trockene

abgesaugt und dreimal mit je 10 ml DMF nachgewaschen. AnschlieBend wischt man das
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Harz dreimal abwechselnd mit je15 ml Methanol und Dichlormethan. In einem letzten Schritt
wird das Harz dreimal mit 15 ml Ether gewaschen und i. Hochvak. getrocknet.

Capping: Man schiittelt das Polymer 45 min in einer Mischung aus Pyridin/Acetanhydrid
(3:1) (12 ml), saugt zur Trockene ab und wéscht anschlieend dreimal mit je 10 ml DMF
nach.

In der Synthese werden 1.04 g Tentagel-S-PHB-Gly-Fmoc'*’ eingesetzt. Das entspricht einem
0.3 mM Ansatz.

Syntheseprotokoll:

Kupplung mit Fmoc-Ile-Val-OH:

Das in den Festphasenreaktor eingewogene Harz 112 wird in 10 ml absol. Dichlormethan
vorgeqollen. Es werden 571 mg (1.26 mmol, 4.2 Aquiv.) Fmoc-Ile-Val-OH 111, 192 mg
(1.26 mmol, 4.2 Aquiv.) HOBt, 0.43 ml (2.52 mmol, 8.4 Aquiv.) DIPEA und 477 mg (1.26
mmol, 4.2 Aquiv.) HBTU in 15 ml absol. und aminfreiem DMF zum Polymer gegeben und
14 h im Kreisschiittler geschiittelt. Es wird zur Trockene abgesaugt und dreimal mit je 10 ml
DMF gewaschen. Um eine hohe Beladungsdichte zu erreichen, wird dieser Kupplungsschritt
mit 2 Aquiv. Fmoc-Ile-Val-OH und dem reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU / HOAt
wiederholt. Nach der Kupplung wird dreimal mit 10 ml DMF und anschlieBend dreimal mit
10 ml Dichlormethan und Methanol gewaschen. Danach wischt man das Harz dreimal mit 10
ml Ether und trocknet es 1. Hochvak.

Capping: wie oben beschrieben.

Fmoc-Abspaltung: wie oben beschrieben.

Kupplung mit Fmoc-Asp(OBn)-OH: Das polymergebundene Peptid wird in 10 ml absol.

Dichlormethan vorgequollen. Es werden 670 mg (1.51 mmol, 5 Aquiv.) Fmoc-Asp(Obn)-OH,
230 mg (1.51 mmol, 5 Aquiv.) HOBt, 0.25 ml (1.51 mmol, 5Aquiv.) DIPEA und 495 mg
(1.51mmol, 5 Aquiv.) HBTU in 15 ml absol. und aminfreiem DMF zum Polymer gegeben
und 18 h im Kreisschiittler geschiittelt. Es wird zur Trockene abgesaugt und dreimal mit je 10
ml DMF gewaschen.

Capping: wie oben beschrieben.

Fmoc-Abspaltung: wie oben beschrieben.

Kupplung mit Fmoc-Arg-(di-benzyloxycarbonyl)-OH: Das polymergebundene Peptid wird in

10 ml absol. Dichlormethan vorgequollen. Es werden 800 mg (1.2 mmol, 4 Aquiv.) Fmoc-
Arg(di-z)-OH 84, 184 mg (1.2 mmol, 4 Aquiv.) HOBt, 0.41 ml (2.8 mmol, 8 Aquiv.) DIPEA
und 380 mg (1.2 mmol, 4 Aquiv.) HBTU in 15 ml absol. und aminfreiem DMF zum Polymer

149 Rapp-Polymere; Beladung: 0.29 mmol/g; 100-200 mesh
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gegeben und 16 h im Kreisschiittler geschiittelt. Es wird zur Trockene abgesaugt und dreimal
mit je 10 ml DMF gewaschen.

Capping: wie oben beschrieben.

Nach dem Capping wurden 150 mg beladenes Harz entnommen und eine Testabspaltung
durchgefiihrt. Das Harz wird in einem Festphasenreaktor nach Merrifield mit 4 ml einer
Mischung aus Dichlormethan/TFA (1:1) versetzt und 2 h im Kreisschiittler geschiittelt. Man
saugt ab, widscht mit dreimal 10 ml TFA nach und versetzt die Losung mit kaltem
entionisierten Wasser. Das Produkt fillt sofort in Form einer Suspension aus und wird durch
Zentrifugieren von der liberstehenden Losung abgetrennt.

Ausb.: 29 mg (0.026 mmol, 87% d. Th), farbloser, amorpher Feststoff;

Cs1H70N3O14

(1138.50)

ESI-MS (m/z): 1139.50 [M+H]"

Das

Fmoc-Abspaltung: wie oben beschrieben.
150151,

Kupplung mit Fmoc-Cys(Acm)-OH Das polymergebundene Peptid wird in 10 ml absol.

Dichlormethan vorgequollen. Es werden 625 mg (1.5 mmol, 5 Aquiv.) Fmoc-Cys(Acm)-OH,
230 mg (1.5 mmol, 5 Aquiv.) HOBt, 0.5 ml (3 mmol, 10 Aquiv.) DIPEA und 570 mg (1.5
mmol, 5 Aquiv.) HBTU in 15 ml absol. und aminfreiem DMF zum Polymer gegeben und 16
h im Kreisschiittler geschiittelt. Es wird zur Trockene abgesaugt und dreimal mit je 10 ml
DMF gewaschen.

Capping: wie oben beschrieben.

Fmoc-Abspaltung: wie oben beschrieben.

Kupplung mit Fmoc-Glu(OBn)-OH: Das polymergebundene Peptid wird in 10 ml absol.

Dichlormethan vorgequollen. Es werden 691 mg (1.5 mmol, 5 Aquiv.) Fmoc-Glu(OBn)-OH,
230 mg (1.5 mmol, 5 Aquiv.) HOBt, 0.5 ml (3 mmol, 10 Aquiv.) DIPEA und 483 mg (1.5
mmol, 5 Aquiv.) TBTU in 15 ml absol. und aminfreiem DMF zum Polymer gegeben und 17 h
im Kreisschiittler geschiittelt. Es wird zur Trockene abgesaugt und dreimal mit je 10 ml DMF
gewaschen.

Capping: wie oben beschrieben.

Fmoc-Abspaltung: wie oben beschrieben.

Eine Ubersicht iiber S-Acetamidomethyl geschiitzte Aminosiuren und Oxidation zur Disulfidverbindung gibt:

150 B, Kamber, A. Hartmann, K. Eisler, B. Riniker, H. Rink, P. Sieber, W. Rittel, Helv. Chim. Acta, 4 (1980),
899-915

'3 D. F. Veber, J. D. Milkowski, R. G. Denkewalter, R. Hirschmann, Tetrah. Lett., 1988, 3057
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Kupplung mit Fmoc-Val-OH: Das polymergebundene Peptid wird in 10 ml absol.

Dichlormethan vorgequollen. Es werden 510 mg (1.5 mmol, 5 Aquiv.) Fmoc-Val-OH, 230
mg (1.5 mmol, 5 Aquiv.) HOBt, 0.5 ml (3 mmol, 10 Aquiv.) DIPEA und 570 mg (1.5 mmol,
5 Aquiv.) HBTU in 15 ml absol. und aminfreiem DMF zum Polymer gegeben und 18 h im
Kreisschiittler geschiittelt. Es wird zur Trockene abgesaugt und dreimal mit je 10 ml DMF
gewaschen. Anschlieend wird das Harz abwechselnd mit je dreimal 10 ml Methanol und
Dichlormethan und abschlieBend mit dreimal 10 ml Ether gewaschen und i. Hochvak.
getrocknet.

Capping: wie oben beschrieben

Abspaltung vom Harz: Das Harz wird in einem Festphasenreaktor nach Merrifield mit 10 ml

einer Mischung aus Dichlormethan/TFA (1:1) versetzt und 2 h im Kreisschiittler geschiittelt.
Man saugt ab, wischt mit dreimal 10 ml TFA nach und versetzt die Losung mit kaltem
entionisiertem Wasser. Das Produkt fillt instantan in Form einer Suspension aus und wird
durch Zentrifugieren von der iiberstehenden Losung abgetrennt. Der Niederschlag wird mit
kaltem Wasser gewaschen und dieses nach Zentrifugieren abgetrennt. Man wiederholt diese
Prozedur bis das Filtrat neutral reagiert und trocknet das Lyophilisat durch Gefriertrocknung.

Ausb.: 200 mg (0.12 mmol, 48% d. Th.); farbloses Lyophilisat; Ry = 0.44 (CHCIl3/MeOH 5:1)

[«] = -38.74 (c=0.5, DMSO);

CsaH102N12020S Ber.. C61.83 H 6.30 N 10.30

(1630.71) Eine korrekte Elementaranalyse konnte nicht erhalten werden.
ESI-MS (m/z): 1631.73 [M+H]"; 1653.71 [M+Na]"

400 MHz-"H-NMR (DMSO-ds, COSY), 5 [ppm]:

8.58-8.50(m, 3H °NH, PNH-Arg); 8.43-8.34(m, 1H, aNH-Asp); 8.28-8.18(m, 3H, aNH-Glu,
oaNH-Gly, aNH); 7.82(d, 2H, J=7.44Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.81-7.75(m, 2H, NH); 7.71(t, 2H,
J=7.44Hz, H1-,H8-Fmoc); 7.39-7.28(m, 24H, H3-, H6-, H2-, H7-Fmoc, Hyom); 5.18, 5.05,
5.03, 5.01(4s, 8H, CH,-Bzl); 4.67(dd, 1H J=6.30Hz, J=7.38Hz, a-CH-Asp); 4.50(dd, 1H,
J=7.39Hz, a-CH-Glu); 4.40-4.12(m, 9H, H9-Fmoc, Fmoc-CH,, a-CH-Arg, a-CH-Val, a-CH-
Ile, 0-CH,-Cys); 3.88(t, 1H, J=7.51Hz, o-CH-Cys); 3.74(dq, 2H, J=5.87Hz, J=17.63Hz,
J=12.08Hz, CH,-Gly); 3.30(bs, 2H, 6-CH»-Arg); 2.93-2.76, 2.71-2.53(2m, 4H, B-CH-Glu, B-
CH,-Asp); 2.40(t, 2H, J=7.83Hz, J=7.18Hz, B-CH,-Cys); 2.05-1.88(m, 4H, 3-CH-Val, 3-CH,-
Arg); 1.85(s, 3H, NHAc(Cys)); 1.74-1.32(m, 6H, B-CH-Ile, y-CH,-Glu, y-CH;-Arg, y-CH-
Ile); 0.98-0.74(m, 19H, 6-CHj3-lle, y-CHs-Ile, y-CHs-Val, y-CH,-1le);

100.6 MHz-">C-NMR (DMSO-ds, HMQC, DEPT), & [ppm]:
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176.90 (CO-Séure); 171.30, 171.16, 170.33, 170.07 (CO); 143.42(Cla-, C8a-Fmoc); 140.88
(C4a-, C5a-Fmoc); 128.52, 128.33, 128.07, 127.88, 127.73(Carom.); 127.61(C3-, C6-Fmoc);
127.04(C2-, C7-Fmoc); 125.31(C1-, C8-Fmoc); 120.07(C4-, C5-Fmoc); 67.76, 66.62, 65.77,
65.96(CH,-Bn, Fmoc); 60.37(a-CH-Cys); 57.52(a-CH-Val); 57.33(a-CH-Ile) 52.96(a-CH-
Glu); 52.41(a-CH-Arg); 49.37(a~-CH-Asp); 46.72(C9-Fmoc); 40.75(CH,-Gly); 40.72(5-CH,-
Arg); 39.99(5-CH,-Cys), 37.09(B-CH-Ile); 35.82(B-CH,-Asp); 32.32(B-CH,-Glu); 30.24(p-
CH-Val); 30.14(B-CH»-Cys); 29.78(y-CH,-Glu); 27.60(B-CHj-Arg); 24.96 (y-CHx-Arg);
23.91(y-CHa-lle); 22.60(COCH3(Cys)); 19.24, 18.25(y-CH;3-Val); 15.35(y-CHs-Ile); 11.13(0-
CHs-Ile);
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Versuche zur Synthese von:

“N-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-valinyl-(5-O-benzyl)-L-glutamyl-(S-acetamidomethyl)-
L-cysteinyl-(N',N"'-di-benzyloxycarbonyl)-L-arginyl-(4-O-benzyl)-L-asparaginyl-L-
isoleucinyl-L-valinyl-1-glycyl-N“-(2-acetamido-3-O-[6-O-benzyl-3-sulfatyl-$-D-
galactopyranosyl]-4-O-[2,3,4-tri-O-benzyl-$-D-arabinopyranosyl]-6-O-benzyl-(2-desoxy-
B-D-glucopyranosyl)-L-asparaginyl-L-leucyl-(3-O-benzyl)-L-threonyl-(5-O-benzyl)-L-
glutamyl-L-leucyl-(5-O-benzyl)-L-glutamyl-(3-O-benzyl)-L-seryl-(5-O-benzyl)-L-
glutamyl-(4-O-benzyl)-L-aspariginyl-L-isoleucyl-PTMSEL-TG 115
(Fmoc-Val-Glu(OBn)-Cys(Acm)-Arg(di-Z)-Asp(OBn)-Ile-Val-Asn(Ara-Le")-Leu-Thr(OBn)-
Glu(OBn)-Leu-Glu(OBn)-Ser(OBn)-Glu(OBn)-Asp(OBn)-Ile-PTMSEL-TG)

Variante a: Fragmentkondensation

Es wird versucht das Glycooctadecapeptid 115 durch eine Fragmentkondensation des
Octapeptids 112 mit einem in einem Peptidsynthesizer (Applied Biosystems, ABI 433A)
synthetisierten Nonapeptid zu kondensieren. Dafiir wird ein mit Fmoc-lle-PTMSEL
vorbeladenes Tentagelharz 20a (Beladung ~0.3 mmol/g) verwendet. Die Fmoc-Abspaltungen
werden in vier bis fiinf 4-Minuten Zyklen mit einer 30%igen Losung von Piperidin in NMP
durchgefiihrt. Die anschlieBenden sequentiellen Kupplungen der Fmoc-Aminoséurebausteine
erfolgt unter starkem Schiitteln (Vortex) mit einer Ldsung von 10 Aquiv. Fmoc-
Aminosiurebaustein, HBTU, HOBt und 20 Aquiv. DIPEA in 4 ml DMF / NMP (1:1). Die
Kupplungszeit pro Aminosaure betrdgt 20 min. Nach jedem Kupplungsschritt wird das Harz
zur Acetylierung evtl. verbliebener Aminogruppen mit 0.5 M Ac,0, 0.125 M DIPEA und
0.015 M HOBt in NMP behandelt. AnschlieBend wird die Fmoc-Gruppe abgespalten. Es folgt
die Kupplung des nichsten Aminosdurebausteins. Im Anschluf} an jeden Reaktionsschritt wird
die Reaktionslosung durch Filtration entfernt, das Harz griindlich mit NMP und
Dichlormethan gewaschen. Ansatzgrof3e: 0.05 mmol.

Nach Aufbau des Nonapeptids wird die Fmoc-Gruppe im Synthesizer abgespalten und der
Zuckerbaustein 80 (122 mg, 0.09mmol) mit 14 mg HOAT und 33 mg HATU in 2 ml NMP
gelost und in die Kartusche gefiillt. Es werden anschlieend 0.02 ml NMM zugesetzt und
Kupplungszeit auf 3 h ausgedehnt. Nach Fmoc-Abspaltung im Synthesizer werden 120 mg
(0.06 mmol) des Octapeptids 112 in zusammen mit 14 mg HOAt und 33 mg HATU in 2 ml
NMP gelost und mit 0.02 ml NMM versetzt.
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Zur Abspaltung des vollgeschiitzten Glycododecapeptids vom polymeren Triager wird das
Harz in einen Festphasenreaktor nach Merrifield (100 ml Kolben mit Fritte und Schlifthahn
am Boden) iiberfiihrt. Man wéscht das Polymer mit Dichlormethan, versetzt es anschlieend
mit einer Losung aus 30 mg (0.12 mmol, 2.4 Aquiv.) TBAF*3H,0 in 20 ml Dichlormethan
und schiittelt fiir 25 min bei Raumtemp. Das Losemittel wird abgesaugt und das Harz dreimal
mit 10 ml Dichlormethan nachgewaschen. Der Abspaltvorgang wird noch einmal mit einer
Losung von ca. 0.9 Aquiv. TBAF+3H,O in 10 ml Dichlormethan wiederholt. Um
Ammoniumsalze und evtl. vorhandenes Fluorid zu beseitigen, wird zweimal mit je 10 ml
entionisiertem Wasser gewaschen, die organ. Phasen tiber MgSO, getrocknet und i. Vak. vom
Losemittel befreit. Die Reinigung erfolgt durch priaparative Diinnschichtchromatographie mit
einem Laufmittelgemisch Chloroform/Methanol (15:1).

Durch MALDI-MS kann die Masse des glykosylierten Decapeptids 116 nachgewiesen
werden. Eine genaue Analyse durch NMR-Spektroskopie ist nicht moglich, da der
Hauptbestandteil der Probe aus quartiren Ammoniumsalzen besteht.

Farbloser amorpher Feststoff; R¢=0.54 (CHCls/MeOH 5:1);

Ci144H176N12030S

(2734.18)

MALDI-MS negativ (m/z) = 2734.00 [M-2H+Li]

Variante b: Lineare Synthese

Nach dem beschriebenen Syntheseprotokoll wird versucht, Verbindung 115 durch eine lineare
Synthese der Aminosiuren und Glycosylaminosidure darzustellen. Dazu werden 0.5 g (0.15
mM Ansatz) des funktionalisierten Tentagelharzes 20a verwendet. Die Aminosduren werden
in einem UberschuB von 10 Aquivalenten in die Reaktion eingebracht, der
Glycosylaminosiurebaustein 80 in einem UberschuB von 1.65 Aquivalenten. Zur Kupplung
von 80 wird wie unter Variante a beschrieben verfahren. Die Aminosédure Fmoc-Arg(di-Z)-
OH 84 16st sich nur unzureichend in NMP und kann deshalb nicht vom Synthesizer
eingezogen werden. In einem anschlieBenden Cappingschritt wird das Harz am
Aminoterminus verschlossen. Das funktionalisierte Harz wird darauthin aus dem
Kupplungsreaktor in einen Merrifieldschen Festphasenreaktor iiberfiihrt dreimal mit 20 ml
Dichlormethan gewaschen. Die Abspaltung vom polymeren Tréager erfolgt mit 40 mg (0.15
mmol, 1 Aquiv.) Tetrabutylammoniumfluorid-Trihydrat in 20 ml Dichlormethan. Man
schiittelt die Suspension 20 min lang bei Raumtemp, filtriert ab und wéscht zweimal mit 20

ml Dichlormethan nach. Der Abspaltvorgang wird noch einmal mit 20 mg TBAF+3H,0 in 20
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ml Dichlormethan wiederholt. Die vereinigten org. Phasen werden zweimal mit je 50 ml
Wasser gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und die Losemittel i. Vak entfernt. Man erhalt
einen farblosen amorphen Feststoff, welcher die Masse des acetylierten Glycotridecapeptids
AcNH-Ile-Val-Gly-Asn(Ara-Sulfo-Le"(OH),)-Leu-Thr(OBn)-Glu(OBn)-Leu-Glu(OBn)-
Ser(OBn)-Glu(OBn)-Asp(OBn)-Ile-OH aufweist.

Ausb.: 70 mg (0.023 mmol, 15% d. Th.); Analytische HPLC ist aufgrund der Unloslichkeit
des Produkts in Acetonitril/Wasser/Methanol nicht moéglich. Fiir das Produkt kann als
Retentionsfaktor nur ein Bereich von 0.2-0.45 (CHCl;/MeOH 5:1) angegeben werden
Ci54H201N 150438

(3042.43)

MALDI-MS negativ (m/z) = 3099.80 [M-3H+Na+K]

*N-Acetyl-L-isoleucinyl-L-valinyl-l-glycyl-(2-acetamido-3-O-[3-sulfatyl-B-D-
galactopyranosyl]-4-O-[-D-arabinopyranosyl]-[2-desoxy-B-D-glucopyranosyl|-L-
asparaginyl-L-leucyl-L-threonyl-L-glutamyl-L-leucyl-L-glutamyl-L-seryl-L-glutamyl-L-
aspariginyl-L-isoleucyl 119
H-Ile-Val-Asn(Ara-Sulfo-Le(OH),)-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp-Ile-OH

70 mg (0.023 mmol) des geschiitzten Glycotridecapeptids 118 werden in 10 ml einer
Mischung aus Methanol und Dioxan (1:1) geldst und mit zwei Spatelspitzen (20 mg) Pd(OH),
versetzt. Man leitet bis zum vollstdndigen Umsatz (DC-Kontrolle) Wasserstoff durch die gut
geriihrte Losung, saugt iiber Hyflo-Supercel® ab und wischt mit reichlich Methanol und
Isopropanol nach, um am Katalysatormaterial anhaftendes Produkt zu eluieren. Nach
Entfernung des Losemittels erhdlt man einen gelben amorphen Feststoff. Das Rohprodukt
lasst sich nicht {iber analytische HPLC analysieren und wird deshalb durch préparative
Diinnschichtchromatographie an einer Cl8-funktionalisierten  Kieselgelplatte  mit
Acetonitril/Methanol (2:1) gereinigt.

Ausbeute: 48 mg (0.023 mmol, quant.); farbloser amorpher Feststoft;

Cs2Hi33N15043S

(2049.85)

MALDI-MS negativ (m/z) = 2087.98 [M-2H+K]

Eine genaue Analyse durch NMR-Spektroskopie ist nicht moglich, da der Hauptbestandteil

der Probe aus quartiren Ammoniumsalzen besteht.
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6 Spektroskopischer Anhang

Auf den folgenden Seiten werden NMR-Spektren ausgewdhlter Verbindungen gezeigt:

2-Acetamido-3-0[2,3,4-tri-O-acetyl-6-O-benzyl-B-D-galactopyranosyl]-4-O-[2,3,4-tri-O-
benzyl-B-D-arabinopyranosyl]-6-O-benzyl-2-deoxy-B-D-glucopyranosylazid 50

2-Acetamido-3-O[6-O-benzyl-B-D-galactopyranosyl]-4-O-[2,3,4-tri-O-benzyl-B-D-
arabinopyranosyl]-6-O-benzyl-2-deoxy-B-D-glucopyranosylazid 15

2-Acetamido-3-O-(6-O-benzyl-3-O-[methyl-5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-dideoxy-
D-glycero-O-a-D-galactopyranosyl-2-nonulopyranosylat]-p-D-galactopyranosyl)-4-O-(2,3,4-
tri-O-benzyl-B-D-arabinopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-f-D-glucopyranosylazid 51

2-Acetamido-3-O-[6-O-benzyl-3-O-sulfatyl-B-D-galactopyranosyl]-4-O-[ 2,3,4-tri-O-benzyl-B3-
D-arabinopyranosyl]-6-O-benzyl-2-deoxy-B-D-glucopyranosylazid 60

N“-Fluorenylmethoxycarbonyl-N“-(2-acetamido-3-O-[6-O-benzyl-B-D-galactopyranosyl]-4-
0-[2,3,4-tri-O-benzyl-B-D-arabinopyranosyl]-6-O-benzyl-(2-desoxy-B-D-glucopyranosyl)-L-

asparagin-o-allylester 77

N“-Fluorenylmethoxycarbonyl-N“-(2-acetamido-3-O-[6-O-benzyl-B-D-galactopyranosyl]-4-
0-[2,3,4-tri-O-benzyl-B-D-arabinopyranosyl]-6-O-benzyl-(2-desoxy-p-D-glucopyranosyl)-L-

asparaginsidure 78

N“-Fluorenylmethoxycarbonyl-N“-(2-acetamido-3-O-[6-O-benzyl-3-O-sulfatyl-B-D-
galactopyranosyl]-4-O-[2,3,4-tri-O-benzyl-p-D-arabinopyranosyl]-6-O-benzyl-(2-desoxy-f3-D-

glucopyranosyl)-L-asparagin-a-allylester 79

N“-Fluorenylmethoxycarbonyl-N“-(2-acetamido-3-O-[6-O-benzyl-3-O-sulfatyl-B-D-
galactopyranosyl]-4-O-[2,3,4-tri-O-benzyl-p-D-arabinopyranosyl]-6-O-benzyl-(2-desoxy-f3-D-

glucopyranosyl)-L-asparaginsidure 80
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N-Fluorenylmethoxycarbonyl-N“-(2-acetamido-3-O-[6-O-benzyl-B-D-galactopyranosyl]-4-O-
[2,3,4-tri-O-benzyl-B-D-arabinopyranosyl]-6-O-benzyl-(2-desoxy-B-D-glucopyranosyl)-L-
asparaginyl-L-leucyl-(3-O-benzyl)-L-threonyl-(5-O-benzyl)-L-glutamyl-L-leucyl-(5-O-
benzyl)-L-glutamyl-(3-O-benzyl)-L-seryl-(5-O-benzyl)-L-glutamyl-(4-O-benzyl)-L-

aspariginyl-L-isoleucin 103

*N-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-valinyl-(5-O-benzyl)-L-glutamyl-(S-acetamidomethyl)-L-
cysteinyl-(N',N"-di-benzyloxycarbonyl)-L-arginyl-(4-O-benzyl)-L-asparaginyl-L-isoleucinyl-
L-valinyl-glycin 112
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