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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Krebsimmuntherapie

., Krebs ist meistens Zufall.*“ Dies vermuten Tomasetti und Vogelstein, die einen starken ma-
thematischen Zusammenhang zwischen dem Risiko an Krebs zu erkranken und der Gesamt-
anzahl an Zellteilungen im entsprechenden Gewebe herausgefunden haben. Lediglich ein
Drittel aller Krebserkrankungen sind auf Umweltfaktoren oder genetische Disposition zuriick-
zufiihren.!

Krebs entsteht durch die Proliferation entarteter Zellen und ist in den Industrienationen die
zweithdufigste Todesursache nach Herz—Kreislauf—Erkrankungen.[2] Zur Behandlung werden
meist drei Therapiemdoglichkeiten herangezogen und kombiniert: operatives Entfernen, Be-
strahlung und Chemotherapie. Nachteil dieser Behandlungen ist die fehlende Selektivitit ge-
geniiber malignen Zellen, denn in der Regel wird dabei auch gesundes Gewebe zerstort. Au-
Berdem sind chirurgische Teilresektionen oft nicht moglich.

Einen selektiven Heilungsansatz durch gezielte Zerstérung von Tumorzellen, ohne dabei ge-
sunde Zellen zu beeintridchtigen, bietet die Krebsimmuntherapie unter Ausnutzung des

B34 Grundlegend werden Tumorzellen vom Immunsystem als

menschlichen Immunsystems.
fremd erkannt. Da es sich allerdings um korpereigenes Gewebe handelt, ist die Immunreakti-
on zur Bekdmpfung der unkontrollierten Proliferation nicht ausreichend und muss durch ge-
eignete Substanzen aktiviert werden.

Die Krebsimmuntherapie basiert auf dem Einsatz von Antitumorvakzinen, die hauptsédchlich
zur akuten Behandlung von Krebs dienen sollten. Prophylaktische Anwendungen gegen Ge-
barmutterhalskrebs, hervorgerufen durch das humane Papillomvirus (HPV), sind bereits be-
kannt."™) Im Gegensatz zu konventionellen Methoden ist bei Antitumorvakzinen von groBem
Vorteil, dass neben dem primédren Tumor auch Metastasen bekdmpft werden und durch die
Ausbildung eines immunologischen Gedéchtnisses anschlieend einem Wiederausbruch vor-
gebeugt werden konnte.

Zur Entwicklung hochspezifischer Antitumor-Impfstoffe muss allerdings eine geeignete Anti-
genstruktur identifiziert werden, die maligne von benignen Zellen eindeutig unterscheidet.
Das Mucin MUCI, welches auf Tumorzellen stark {iberexprimiert ist, bietet ein solches Un-
terscheidungsmerkmal.t”’

Mucine (lat. mucus ,,Schleim®) sind Glycoproteine mit einem hohen Saccharidanteil von bis

zu 90 Gewichtsprozent und werden auf der Oberflache von Epithelzellen exprimiert. Wegen
1
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des hohen Saccharidanteils besitzen Mucine eine hohe Wasserbindungskapazitit. Sie nehmen
daher eine gel- oder schleimartige Konsistenz an und kénnen somit die Epithelzellen vor In-
fektionen, Dehydrierung, physikalischer oder chemischer Schidigung sowie enzymatischem
Abbau schiitzen.!® Bis zu 20 verschiedene Mucine sind bekannt und werden in abgesonderte
(sekretorische) und membrangebundene Glycoproteine untergliedert.”'"

Dabei ist der Autbau des Peptidriickgrats aller Mucine gleich. Dieses setzt sich zusammen aus
einer variablen Anzahl sog. tandem repeat-Sequenzen (repetitive Sequenzeinheiten, ,,variable
number of tandem repeats* VNTR). Spezifisch fiir jede Mucinart besteht diese Sequenz wie-
derum aus 12 - 20 Aminosduren und ist reich an Serin und Threonin, iiber dessen Hydro-
xylgruppen komplexe Oligosaccharide O-glycosidisch gebunden sind.”*

Das MUCI ist ein Transmembranprotein, welches mit seinem extrazelluldren Teil zur Glyko-
kalyx beitrdgt. Seine Wiederholungseinheit besteht aus den 20 Aminosduren
HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA und beinhaltet fiinf potenzielle O-Glycosylierungsstellen.'!)
Die Anzahl der fandem repeat-Einheiten variiert wiederum von 20 bis 120.'"¥ MUC1 wird
hauptsichlich von Epithelzellen der Brust, der Ovarien, des Darms und des Pankreas expri-
miert. In gesunden Zellen nimmt es aufgrund eines hohen Anteils an Helix-brechendem Prolin
in Kombination mit den komplexen Oligosaccharidseitenketten eine starre, gestreckte Kon-

formation auf der apikalen Seite der Zelle ein (Abbildung 1.1, links).['*!*'
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Abbildung 1.1: Gegeniiberstellung der Strukturen gesunder und maligner Epithelzellen
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In Tumorzellen hingegen wird MUCI auf der gesamten Zelloberflache stark tiberexprimiert
und weist zudem charakteristisch verdnderte Strukturmerkmale auf. Durch fehlerhafte Aktivi-
taten verschiedener Glycosyltransferasen liegen hierbei anstatt komplexer Oligosaccharidsei-
tenketten, stark verkiirzte und vermehrt sialylierte Glycane vor (Abbildung 1.1).!"" Diese ver-
kiirzten Kohlenhydratstrukturen werden als tumorassoziierte Kohlenhydratantigene (T- und
Tn-Antigene; Thomsen-Friedenreich-Antigene) bezeichnet und wurden erstmals 1975 von
Springer et al. beschrieben.'®'” Als eine Folge der eingeschrinkten Glycosylierung und
iiberméBigen Sialylierung wird die leichtere Abspaltung solcher Tumorzellen vom Zellver-
band vermutet und somit die Metastasierungen angesehen.!'™

Neben den T- und Tn-Antigenen zeigt sich ein weiteres, eindeutiges Unterscheidungsmerkmal
zwischen gesunden und kranken Zellen. In malignen Zellen liegt das Peptidriickgrat, bedingt
durch die verkiirzten Saccharidseitenketten, frei und weniger gestreckt vor. Dadurch ergeben
sich neue, tumorspezifische und gut zugédngliche Peptidepitope fiir das Immunsystem.

Diese charakteristischen Verdanderungen der MUC1-Oberfldchenglycopeptide auf tumordsen
Epithelzellen bietet die Moglichkeit zur Entwicklung spezifischer Krebsimmuntherapien,
durch die selektiv gegen Tumorgewebe gerichtete Antikorperreaktionen induziert werden
sollen.

Zur Entwicklung von MUCI-Antitumorvakzinen miissen die tumorassoziierten Glycopeptide
allerdings vollsynthetisch aufgebaut werden. Es ist nicht moglich, diese rein aus malignen
Zellen zu isolieren, denn neben tumorassoziierten sind auch normale MUCI-Strukturen auf
Tumorzelloberflaichen vorzufinden (Mikroheterogenitit). Die daraus erhaltenen Antikorper
wiirden nicht die nétige Selektivitdt aufweisen und auch gesundes Gewebe angreifen. Auf3er-
dem erlaubt der vollsynthetische Aufbau gezielte Modifikationen der Glycopeptidstruktur und
damit eine Steuerung der Vakzineigenschaften.

In zahlreichen Vorarbeiten konnte bereits die erfolgreiche Synthese und Anwendung solcher

MUCI1-Antitumorvakzine gezeigt werden. !4

1.2 Stabilisierte Glycopeptide

Wie die meisten Peptide sind auch die MUCI1-Glycopeptide instabil gegeniiber Hydrolyse
oder enzymatischem Abbau im Organismus. Im Allgemeinen werden bei oraler Gabe von
Peptid- oder Proteinwirkstoffen lediglich geringe Bioverfiigbarkeiten von 1 - 2 % erreicht.”
Dazu tragt die geringe Membranpermeabilitdt der Peptide bei, wodurch es zu einem rascheren

Metabolismus kommt.
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Wird allerdings die molekulare Flexibilitdt, die Oberflachenpolaritdt oder Anzahl an Wasser-
stoffbriickenbindungen im Wirkstoff reduziert, so kann die Bioverfiigbarkeit drastisch erh6éht
werden.*®!

In Peptiden bzw. Glycopeptiden konnen diese giinstigen Eigenschaften beispielsweise durch
Einfithrung von N-Methylgruppen hervorgerufen werden. Durch die Substitution des amidi-
schen Protons wird die Beweglichkeit um die Amidbindung stark beeinflusst. Weiterhin wird
die Polaritit, durch den Substituenten selbst und dem damit verbundenen Verlust, Wasser-

stoffbriickenbindungen aufbauen zu konnen, erniedrigt. Eine derartige Verbesserung der

pharmakokinetischen Eigenschaften kann am Beispiel des Naturstoffs Cyclosporin gezeigt

werden (Abbildung 1.2).
ping 1o
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Abbildung 1.2: Darstellung des Naturstoffs Cyclosporin

Cyclosporin ist ein cyclisches Peptid und gehort zur Gruppe der Immunsuppressiva. Es be-
steht aus elf Aminosiuren bzw. Aminosiurederivaten und ist sieben-fach N-methyliert. ©”
Aufgrund seiner zahlreichen N-Methylgruppen ist es metabolisch stabil und kann als Medi-
kament sogar oral verabreicht werden.

Speziell in der Klasse der Glycopeptide, darunter auch in MUC1-Glycopeptiden, ergibt sich
neben dem metabolisch labilen Peptidriickgrat eine weitere Schwachstelle: die
O-glycosidische Verbindung zwischen Kohlenhydratrest und Peptid. Diese O-glycosidischen
Bindungen konnen leicht durch saure Hydrolyse, basische B-Eliminierungen oder enzymati-
schen Abbau gespalten werden. Sie lassen sich jedoch durch den Austausch des glycosidi-

schen Sauerstoffs gegen eine Methylengruppe sehr gut stabilisieren, wodurch ein C-Glycosid

erhalten wird (Abbildung 1.3).

R—0 — RS
CH,

Peptid Peptid

Abbildung 1.3: Stabilisierung hydrolyselabiler O-Glycoside durch C-Glycosylierung
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C-Glycoside sind duBerst robust, sodass einige solcher Glycomimetika bereits erfolgreich
synthetisiert und zur Gewinnung stabiler MUC1-Antitumorvakzine in MUC1-Sequenzen ein-

gebaut werden konnten.?* !

1.3 Mikroreaktortechnik

Die meisten organischen Synthesen werden noch immer im Glaskolben als ,,Batchsynthese*
durchgefiihrt. Allerdings weisen Batchsynthesen im Vergleich zu kontinuierlich betriebenen
Verfahren zahlreiche Nachteile auf. Das Hauptproblem ergibt sich beim ,,Up-scaling® (An-
satzvergroflerung) zur Bereitstellung groBerer Produktmengen. Zur Wahrung der Produktqua-
litat, miissen die zuvor in Kleinansidtzen optimierten Reaktionsparameter bei einer Hochska-
lierung neu ermittelt werden. Andernfalls werden hédufig Ausbeute- und Selektivitdtsverluste
verzeichnet. Wegen der schlechten Warmetibertragung in Batchsystemen entstehen auflerdem
mit steigender GroBe des Reaktionsgefiales stirkere Temperaturgradienten innerhalb des Be-
hilters (,;hot spots<).[*'] Weiterhin liegen bei der Zugabe von Substraten oder Reagenzien zu
bestehenden Reaktionslosungen an der Zugabe- oder Eintropfstelle lokale Konzentrationsgra-
dienten vor. Bei exothermen Reaktionen konnen punktuell weitere Temperaturgradienten
bzw. ,hot spots* entstehen. Dies kann in Kombination mit den Konzentrationsgradienten
ebenfalls zu Ausbeute- oder Selektivititsverlusten fithren.*"

Durch die Verwendung der Mikroreaktortechnik konnen die meisten dieser Nachteile vermie-
den werden. Grofe Produktmengen konnen hierbei zeitlich optimiert, selektiv und sicher her-
gestellt werden, wodurch signifikant hohere Raum-Zeit-Ausbeuten erzielt werden konnen.
Grundlage dafiir bietet das gro3e Oberflache- zu-Volumen-Verhiltnis, welches in Durchfluss-
systemen bei 10000 bis 50000 m*m? liegt, verglichen mit 100 bis 1000 m?/m? in traditionel-
len Kolbendurchfiihrungen.[****! Somit ergibt sich ein verbesserter Wirmetransport beim Er-
hitzen, wodurch Reaktionen stark beschleunigt werden koénnen. Eine effizientere Kiihlung bei
exothermen Reaktionen kann dagegen zahlreiche Nebenreaktionen unterdriicken und gewihr-
leistet selektivere Umsetzungen. Zur Vermeidung von Konzentrationsgradienten erfolgt die
Zugabe der Substrate oder Reagenzien iiber spezielle Mischer. Dabei wird die Reaktionslo-
sung, verglichen mit dem Riihrer im Riihrkessel oder Kolben, schneller und wesentlich effizi-
enter homogenisiert.[*"

Der grofBite Vorteil der Mikroreaktortechnik liegt allerdings im ,,Up-scaling®, denn im Gegen-
satz zu konventionellen Reaktionsfithrungen konnen hierbei die zuvor ermittelten Reaktions-
parameter beibehalten werden. So werden zunédchst zur Bestimmung der optimalen System-

bedingungen lediglich kleinste Produktmengen benétigt. AnschlieBenden wird beispielsweise,

5
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zur VergroBerung der Produktmengen, allein die Laufzeit des Durchflussprozesses erhoht,
ohne Nachoptimierungen zu erfordern. Alternativ kann die Produktmenge durch verlédngerte
Reaktionskandle bei gleichzeitig erhohten Flussraten oder durch Parallelsysteme (,,num-

bering-up*) vergroBert werden (Abbildung 1.4).1*4

Produkt [jl>_ >
':> VARV,
Verlangerung der Laufzeit N N ﬂ
[>— Produkt
VARV
N N

|:> Produkt N

] Parallelsysteme
Verlangerung des Reaktionskanals \_/ u "numbering up"

Abbildung 1.4: Moglichkeiten zur Ansatzvergréfierung in Durchflussprozessen

Zuletzt bietet das geringe Reaktionsvolumen zusétzlich eine wesentlich sicherere Handhabung
giftiger oder explosiver Substanzen, da partiell lediglich kleinste Mengen der geféhrlichen
Substanzen in zudem geschlossenen Systemen umgesetzt werden.

Zahlreiche organische Synthesen konnten bereits erfolgreich auf Mikroreaktorsysteme {iber-
tragen werden.">*"" Auch industrielle Anwendungen profitieren von den Vorteilen der
Mikroreaktortechnik, beschrieben von Worz et al. (BASF).P*!

Im Rahmen dieser Arbeit werden diese Vorziige der Mikroreaktortechnik bei der Ubertragung

bekannter, aber auch neuer organischer Synthesen auf Durchflussreaktoren untersucht.

1.4 Mikrowellen und Ultraschall als Energiequelle

Zur Durchfithrung einer Reaktion bedarf es in der Regel einer Energiequelle. Dazu wird tradi-
tionell das Erhitzen mittels externer Heizquelle (z.B. Heizplatten) herangezogen. Dies stellt
allerdings eine relativ ineffiziente Methode zum Energieeintrag in ein System dar, da die
Wirme zunidchst durch die GefdBwand ins Innere gelangen muss. Hierbei geht bereits, abhin-
gig von der Wirmeleitfdhigkeit des Kolben- bzw. Behéltermaterials, Energie verloren. Wei-
terhin entstehen Temperaturgradienten zwischen der &duBleren, an der heilen GefiBwandung
befindlichen und der inneren Reaktionslosung. Beim klassischen Erhitzen werden mit stei-
gender Gefillgrofle teilweise mehrere Stunden benétigt, bis sich ein thermisches Gleichge-
wicht eingestellt hat.

Eine Alternative zum Einbringen von Warmeenergie in ein System, stellen dagegen Mikro-

oder Ultraschallwellen dar. Mikrowellen bilden einen Eintrag von Energie durch elektromag-
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netische Strahlung in einem Frequenzbereich von 300 bis 300000 MHz. In diesem Bereich
der elektromagnetischen Energie werden lediglich Rotationen bei Molekiilen mit Dipolmo-
ment angeregt.[5 2l

Wird nun ein Gefdll der Mikrowellenanregung ausgesetzt, so wird die Energie gezielt in die
Reaktanden eingebracht, unabhingig von der Wirmeleitfihigkeit des Behéltermaterials

(Abbildung 1.5).5%

Konventionelles Erhitzen Gezielte Molekiilanregung
mit externer Heizquelle durch Mikrowellen

Abbildung 1.5: Vergleich des konventionellen Erhitzens mit Mikrowellenenergie

Das Resultat sind wesentlich schnellere Reaktionsverldufe, bedingt durch effizientes Erhitzen
aufgrund selektiver Anregung der Molekiile.

Ultraschall hingegen liegt in einem Frequenzbereich von 20 kHz bis tiber 100 MHz. Unter
Verwendung iiblicher Laborgerite wird die sog. Sonochemie allerdings lediglich zwischen
20 kHz bis 40 kHz durchgefiihrt. Die Triebkraft der Sonochemie beruht dabei auf dem Prinzip
der Kavitation, d. h. dem Prozess aus Bildung und Auflosung von Gas- bzw. Dampfblasen in
Flissigkeiten. Diese Damptblasen werden durch Kompression und Relaxation des Losungs-
mittels erzeugt. Dabei wachsen die Blasen stetig, bis eine instabile Gréfe erreicht wird und
sie schlieBlich schlagartig zusammenbrechen. Im Moment des Zusammenbruchs wird die zur
Synthese benotigte Energie freigesetzt. Jede dieser Blasen fungiert quasi als ,,Mikroreaktor®,
welcher in wissrigen Systemen bis zu einigen Tausend Grad und Driicke {iber 1000 atm er-
zeugen kann.”*! Dadurch erméglichen diese extremen Bedingungen in Kombination mit me-
chanischen Effekten ebenfalls eine beschleunigte Reaktionsfithrung.

Beide alternative Energiequellen werden hinsichtlich ihrer beschleunigenden Wirkung im

Rahmen dieser Arbeit untersucht.



Zielsetzung

2 Zielsetzung

Eine Erhohung der Stabilitdt von Glycopeptiden gegeniiber Hydrolyse oder enzymatischem
Abbau kann durch die Einfiihrung von N-Methylgruppen oder C-Glycosylaminoséduren er-
reicht werden. Aufgrund dieser stabilisierenden Effekte konnten solchermallen modifizierte
vollsynthetische Antitumorvakzine, basierend auf MUC1-Glycopetiden, eine erhdhte Biover-
fugbarkeit aufweisen und dadurch an Wirksamkeit gewinnen.

Zur Synthese solcher stabilen Glycopeptide soll in der vorliegenden Arbeit zunéchst eine kon-
tinuierlich betriebene Methode zur N-Methylierung von Aminosduren entwickelt werden.
Ausgehend von der zweistufigen Synthese nach Freidinger™ werden gemiB Abbildung 2.1
im ersten Schritt die Fmoc-Aminosduren mit Paraformaldehyd in Oxazolidinone iiberfiihrt

und im zweiten reduktiv zu N-Methylaminosduren umgesetzt.

o)
N o)
\ HXH F [ F i o O. 0%
Fmoc\NJ\fO - moc\N/¥O ——~ Fmoc = Frmoc
H on Lg O

CHy OH

Abbildung 2.1: Geplante N-Methylaminoscduresynthese nach Freidinger et al.

Die Synthese soll dabei in einem Tube-in-Tube-Durchflussreaktor mit einer semipermeablen
Membran aus Teflon® AF 2400 durchgefiihrt werden. Teflon® AF 2400 ist ein fiir Gase
durchldssiges, amorphes Fluorpolymer und soll hier beziiglich seiner Permeabilitdt gegeniiber
Fliissigkeiten und atypischen Gasen untersucht werden.

Im weiteren Verlauf soll diese Synthese dazu genutzt werden, Glycosylaminosduren, darunter
verschiedene Tn-Antigen-Strukturen, zu N-methylieren (Abbildung 2.2).

AcO _OAc AcO _OAc

o (o]
AcO AcO
AcHN > AcHN
O.__CHj,3 . O.__CHj
Fmoc. I Fmoc. I

H COOH N~ "COOH

CHs

Abbildung 2.2: Geplante N-Methylierung von Glycosylaminosduren

Diese tumorassoziierten Ty-Antigene sind Bestandteile in MUC1-Antitumaorvakzinen, deren
Selektivitdt stark von der Konformation des Glycopeptids beeinflusst wird. Um den konfor-
mativen Einfluss einer N-Methylglycosylaminosédure auf die Wirksamkeit und Selektivitit der
resultierenden Vakzine untersuchen zu konnen, sollen anschlieend diese modifizierten Gly-

cosylaminoséduren als Bausteine zur Festphasensynthese von N-Methylglycopeptiden verwen-
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Zielsetzung

det werden. Der Einbau der N-methylierten Glycosylaminosdure soll dabei gezielt in die tan-

dem repeat-Sequenz des MUCI1 erfolgen (Abbildung 2.3).

AcO _0Ac

0
Acogﬁ Ac ogc
AcHN AcO
AcHN

O._CHy
O._CH
Fmoc.. 3
¢ N CooH . I
CH3 m°°‘u COOH

K//Cp—gOiK}k/"'O
1 X

o/\ HN? > NH,

ﬂ ﬂ
e e e
o o Yy C Son D N

G s T A P P A H G V T s A P D T R P A P G 8
Abbildung 2.3: Gezielter Einbau der Glycosylaminoscduren in das MUCI-Glycopeptid

Zum Aufbau einer vollstandigen Drei-Komponenten-Antitumorvakzine sollen die Glycopep-
tide anschlieBend an immunogene Proteine konjugiert werden.

SchlieBlich sollen hydrolysestabile a-C-Glycosylaminosduren aufgebaut werden, deren Struk-
turen dem natiirlichen Tn-Serin gleichen. Ein neuer Zugang zu C-Glycosiden soll tiber eine
asymmetrische Ugi-Vier-Komponenten-Synthese entwickelt werden. Die geplante Synthese-

route ist in Abbildung 2.4 skizziert.

PivO _OPiv
o)
OH._OH ROCOR  pivo NH, RO OR
g:‘o — RO OPiv — > RO
HO — —_—
X + oder — X
OH 'OH OPiv
0 . "
H Yo HN OPiv Y R
OPiv H
X = OR, NR,

Abbildung 2.4: Geplanter Syntheseweg zur Darstellung von o-C-Glycosylaminosduren

Die zur Ugi-Reaktion bendtigte Aldehydkomponente wird dabei durch das C-Glycosid und
das Amin durch chirale Kohlenhydratamine als Auxiliare eingebracht.

Die C-Glycosyl-Aldehyde werden ausgehend von D-Galactose gewonnen, wobei neben einem
einfachen Zuckerbaustein auch eine C-2-funktionalisierte Galactosamineinheit umgesetzt
werden soll. Kritische oder langwierige Synthesestufen sollen dabei teilweise in effizienten
Durchflussreaktoren durchgefiihrt werden. Die benétigten chiralen Kohlenhydratamine wer-
den ausgehen von D-Galactose oder D-Arabinose dargestellt, und sollen auf ihre Stereoselek-

tivitdt in der Ugi-Reaktion untersucht werden.
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3 Allgemeiner Teil

3.1 Fmoc-N-Methylaminosiuresynthese im Tube-in-Tube-
Durchflussreaktor

3.1.1 Synthese der N-Methylaminosiuren

Die Einfiihrung einer N-Methylgruppe hat weitreichende Auswirkungen auf das modifizierte
Molekiil. In N-Methylpeptiden beispielsweise fiihrt dies einerseits zu einer erhdhten konfor-
mativen Beweglichkeit bedingt durch die Beeinflussung des cis/trans-Verhéltnisses der
Amidbindung zugunsten des cis-Isomers.”>”®! Andererseits kénnen N-Methylaminosiuren
dhnlich wie Prolinreste die Sekundérstruktur von Peptiden brechen, indem sie furn-Strukturen
induzieren."”) Den groBten Effekt hat die N-Methylierung im Peptid allerdings auf den Ver-
lust der Fihigkeit Wasserstoffbriickenbindungen auszubilden.”® Dies fiihrt zu zusitzlichen
Konformationsveranderungen und damit zu signifikant verdnderten physikalischen Eigen-
schaften. Wie bereits in Kap. 1.2 beschrieben, bringen diese Verdnderungen in

N-Methylpeptiden stark verbesserte pharmakologische Eigenschaften mit sich wie eine erhoh-

59,60

te Membrandurchgingigkeit durch erhohte Lipophilie™ ! oder eine hohere proteolytische

und damit metabolische Stabilitit.[*”

Zahlreiche Methoden zur N-Methylierung von Aminoséuren sind beschrieben./®’! Die Synthe-

[62] 63]

se kann u. a. idber oa-Bromcarbonsduren, o-Hydroxycarbonsiurederivate, !

(64" Carbamate und Amide mit Methyliodid®> " sowie

[68-70

N-Methylierung von Sulfonamiden,
durch reduktive Aminierung erfolgen. ! Diese Zugangswege weisen jedoch verschiedene
Nachteile beziiglich der Handhabung, der Toleranz anderer funktioneller Gruppen, der Selek-
tivitdt oder der Neigung zur Racemisierung auf.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine neue Methode zur Synthese von N-Methylaminosduren
im Durchfluss entwickelt, die auf der zweistufigen Umsetzung nach Freidinger et al. (Schema
3.1) basiert.”" Die erste Stufe hiervon beruht wiederum auf Arbeiten von Ben-Ishai.’"! Dabei
wird sdurekatalysiert eine Fmoc-Aminosédure (1) mit Paraformaldehyd zum Oxazolidinon (2)

umgesetzt. Die zweite Stufe, urspriinglich von Weinreb et al.”?! beschrieben, stellt eine reduk-

tive Ring6ffnung zur N-Methylaminoséure (3) dar.
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O R (HCHO),, (6] R O R
O O)J\N*COOH p-TSOH O O)J\N/Szo TFA, EtsSiH O O)J\N*COOH
LA ] <

Ly &
1 - 2 h, Rickfl. 0 1-4d,RT 3
1 2 3

Schema 3.1: N-Methylaminosduresynthese nach Freidinger et al.

Die Synthese nach Freidinger et al. verlduft selektiv und ohne Racemisierung. Aufgrund der
einfachen experimentellen Handhabung und der milden Reaktionsbedingungen konnte sie
bereits auf zahlreiche Aminosduren mit verschiedenen Schutzgruppenmustern angewandt

7778 Auch eine Anwendung im Mikrowellenreaktor ist hierzu beschrieben.’” Ein

werden.|
Nachteil dieser Umsetzungen liegt allerdings in der langen Reaktionsdauer, die fiir beide Stu-
fen ein bis fiinf Tage betragen kann. Um nun groflere Produktmengen in kiirzerer Zeit bereit-
stellen zu konnen und damit die spezifische Produktleistung zu erhéhen, wurde untersucht, ob
diese Synthese in einem Durchflusssystem ausgefiihrt werden kann. Dabei sollte das giinstige
Oberflachen-zu-Volumenverhéltnis in Mikroreaktoren mit der damit verbundenen hoheren
Wirmeaustauschleistung genutzt und die Reaktion beschleunigt werden.

In Zusammenarbeit mit ||| I ude fir die Synthese von

N-Methylaminoséuren ein Tube-in-Tube-Reaktor nach Ley et al..’”®! entwickelt (Abbildung
3.1).17!

Teflon® Kapillare
AD 1/16 "

Teflon® AF 2400
AD 0.04" ID 0.032"

Spritze mit
TFA

Probenschleife

R
o
oy > o
o Tube-in-Tube-
Et,SiH +

. ) Spritzenpumpe Reaktor
Lésungsmittel 60 cm
S -
[
| Teflon® AF
: FF R F
w i
| N .
W I . Behalter mit ges. n‘o. om
asserbad oo p - NaHCO3-Lésung FF
F;C CF3
/R'\ TFE, 17 mol% PDD, 87 mol%
Fmocl}l COOH
CHs Produkt

Abbildung 3.1: Tube-in-Tube-Reaktor zur N-Methylaminosduresynthese

Der Reaktoraufbau besteht aus einer Spritzenpumpe, welche die Substrate und das Losungs-

mittel befordert, PTFE-Kapillaren (AD:3.2mm, ID:1.6 mm) als Probenschleife

11
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(V=1.5mL), dem Verweilelement (V=5 mL) und einem Tube-in-Tube-System, das die
Misch- und Dosierfunktion {ibernimmt. Die Besonderheit dieses Tube-in-Tube-Systems be-
steht in der Verwendung einer semipermeablen Membran aus Teflon™ AF 2400 in Form einer
Kapillare (Lénge: 60 cm, AD: 1.00 mm, ID: 0.8 mm), welche sich im Inneren eines PTFE-
Schlauchs befindet.

Teflon®™ AF 2400 ist ein amorphes Fluorpolymer, bestehend aus 2,2-Bis-(trifluormethyl)-4,5-
difluor-1,3-dioxolan (PDD) und Tetrafluorethylen (TFE) im Verhiltnis 87 : 17 mol%.5" Im
Vergleich zu anderen amorphen Polymeren ist Teflon® AF in gingigen organischen Lo-
sungsmitteln nicht 16slich. Durch seine Bestdndigkeit gegeniiber zahlreichen Chemikalien,
darunter auch starke Sduren oder Basen, eignet es sich ideal fiir eine Vielzahl organischer
Synthesen.™! Mit einem hohen FFV (firactional free volume = Freivolumen/cm?) von 0.327
und groBen Freivolumenelementen von 5 - 7 A ist Teflon™ AF vor allem durchlissig fiir

78,87-92] Kappe[%] und Po-

Gase wie z. B. Ny, CO,, Hy, O, u. 4.183°86 pie Gruppen um Ley,[
lyzos® konnten bereits einige Gas-Synthesen in einem solchen Tube-in-Tube-Reaktor er-
folgreich durchfiihren.

Neben der hohen Durchléssigkeit fiir Gase ist flir dieses Polymer auch eine geringe Permeabi-
litdt fir Chloroformldsungen beschrieben, wobei sich fluorierte Verbindungen durch eine ge-
ringfiigige Durchgiingigkeit auszeichnen.!*”!

Diese Eigenschaft wurde néher untersucht und die erhohte Durchldssigkeit fluorierter Fliis-
sigkeiten durch die Membran fiir synthetische Zwecke genutzt. Dazu wurde Trifluoressigséu-
re (TFA) als fluorierte Verbindung herangezogen und im Tube-in-Tube-Reaktor zur Synthese
von N-Methylaminosduren nach Freidinger in der zweiten Stufe eingesetzt.

Wie in Abbildung 3.1 gezeigt, wird die TFA in die dullere Kapillare eingespritzt und an-
schlieBend das Losungsmittel mit der Substratlosung mittels Spritzenpumpe durch das Innere
der Teflon® AF-Kapillare befordert. Wihrend der Durchfithrung dringt nach und nach die
TFA ins Innere der Kapillare ein und vermischt sich kontinuierlich und gleichmiBig mit der
Substratlosung. Die Permeabilitdt von TFA durch die Membran konnte in vorangegangenen
Experimenten mit Methylorange als Indikator nachgewiesen werden. T-Stiicke am Anfang
und am Ende der Tube-in-Tube-Zone gewihrleisten hierbei einen unabhéngigen Substrat- und
TFA-Zufluss. Im Anschluss an die Tube-in-Tube-Zone durchlduft die Reaktionslosung das
Verweilelement, welches sich in einem temperierten Wasserbad befindet. Am Ende des Ver-
weilelements wird das Produkt in einem Kolben aufgefangen und die tiberschiissige TFA in

einem Behilter mit ges. NaHCO;-Losung neutralisiert. Die genaue Versuchsdurchfiithrung ist

in Kap. 5.2.2.1 beschrieben.
12
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Zu Beginn der Methodenentwicklung wurde das einfache Fmoc-Ala-Oxazolidinon (2a) ohne
funktionalisierte Seitenkette als Modellsubstrat ausgewihlt. Dieses konnte zuvor ausgehend
von Fmoc-Alanin-OH (1a) geméal der Literatur®" synthetisiert und in 99 % Ausbeute erhal-

ten werden (Schema 3.2).

Hs

o ¢ O  CH,
O. OJ\N)\(O (HCHO),, p-TSOH . O)LN /Sjo
H Lg
1a

OH Toluol,
Ruckfluss, 2 h 2a

99 %

Schema 3.2: Synthese des Modellsubstrats Fmoc-Alanin-Oxazolidinon 2a

Fiir die reduktive Ring6ffnung des Oxazolidinons wurden die anfénglichen Reaktionsparame-
ter an die Synthese im Kolben nach Freidinger et al. angelehnt, die Temperatur jedoch direkt
von Raumtemperatur auf 50 °C angehoben, um die Reaktion zu beschleunigen. Fiir die ersten
Testsynthesen wurde eine Verweilzeit von ca. 1 Stunde ausgewihlt, das bedeutet bei einem
Gesamtvolumen des Reaktors von ca. 6 mL eine Flussrate von 6 mL/h. Die Ergebnisse der

ersten Optimierungsschritte sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst.

Tabelle 3.1: Erste Optimierungen der Syntheseparameter

H3 CH3
N

X1 X
O. o NL&O TFA, EtsSiH O. o I/'\(
O CHCIs’ CH3 OH

2a 3-6mL/h 3a

o

Eintrag Temperatur Flussrate Umsatz
1 50 °C 6 mL/h 33 %
2 ” 3mL/h 40 %
3 60 °C ” 35%

Reaktionsbedingungen: Fmoc-L-Ala-Oxazolidinon (2a) (97.0 mg, 0.30 mmol), 1.5 mL Chloroform, 0.15 mL
(3 Aquiv., 0.94 mmol) Triethylsilan, 1.5 mL (65 Aquiv., 19.5 mmol) Trifluoressigsiure. Alle Reaktionen wurden
in einer zuvor lsungsmittelfreien Apparatur durchgefiihrt. Umsitze wurden mittels 'H-NMR bestimmt.

Unter den gewéhlten Anfangsbedingungen konnte ein Umsatz von 33 % verzeichnet werden
(Eintrag 1). Eine Verdopplung der Verweilzeit, durch eine geringere Flussrate von 3 mL/h,
lieferte eine Umsatzsteigerung auf 40 % (Eintrag 2). Eine zusétzliche Temperaturerh6hung
auf 60 °C fiihrte zu einer Verringerung des Umsatzes (Eintrag 3). Hierbei konnte das starke
Ausgasen des bei 60 °C bereits siedenden Chloroforms (Sdp. CHCls: 61.2 °C) die Ursache
sein. Um dieses Problem zu vermeiden und den positiven Temperatureinfluss auf den Umsatz
weiter verfolgen zu konnen, wurden im Folgenden verschiedene hoher siedende Losungsmit-
tel bei 70 °C getestet (Tabelle 3.2).

13
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Tabelle 3.2: Optimierung des Losungsmittels und der Flussrate

O. O)OJ\ ,\\l\ /zio TFA, Et;SiH O. OJOJ\ N/?\H;O
2a

R

. _ CH,; OH
Losungsmittel,
O 70-75°C, 3-8 mL/h O 3a

Eintrag Losungsmittel Flussrate Umsatz
1 Cyclohexan 3mL/h 0%
2 Toluol ” 71 %
3 Chlorbenzol ” 100 %
4 Acetonitril ” 100 %
5 Chlorbenzol 6 mL/h 74 %
6 Acetonitril ” >95 %
7 ” 5SmL/h 100 %
8 ” 8 mL/h 100 %

Rea}_ktionsbedingungen: Fmoc—L—Ala—Oxazolidinq_n (2a) (97.0 mg, 0.30 mmol), 1.5 mL Losungsmittel, 0.15 mL
(3 Aquiv., 0.94 mmol) Triethylsilan, 1.5 mL (65 Aquiv., 19.5 mmol) Trifluoressigsdure. Alle Reaktionen wurden
in einer zuvor Isungsmittelfreien Apparatur durchgefiihrt. Umsitze wurden mittels "H-NMR bestimmt. * 75 °C.

Unpolare Losungsmittel wie Cyclohexan sind fiir die Reaktion ungeeignet und lieferten kei-
nen Umsatz, da sie die polaren Zwischenstufen wihrend der Reaktion nicht stabilisieren (Ein-
trag 1). Zunehmend polare Losungsmittel konnen diese dagegen besser stabilisieren und zeig-
ten eine verbesserte Reaktion an (Eintrag 2 - 4). Mit Chlorbenzol und Acetonitril verlief die
Reaktion sogar vollstindig (Eintrag 3, 4). Allerdings konnte lediglich in Acetonitril die Fluss-
rate auf 5 mL/h bzw. 6 mL/h ohne signifikante Umsatzverluste angehoben werden (Eintrag 5 -
7). Eine leichte Temperaturerhohung um 5 °C in Acetonitril erméglichte sogar bei Flussraten
von bis zu 8 mL/h vollstindige Umsidtze, welches einer verkiirzten Reaktionszeit von
40 Minuten entspricht (Eintrag 8) Daher wurde fiir die folgenden Optimierungen Acetonitril
als Losungsmittel verwendet.

Im néchsten Schritt sollte tberpriift werden, ob die TFA-Menge reduziert werden kann

(Tabelle 3.3).
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Tabelle 3.3: Optimierung der TFA-Menge

O. O)OJ\ NL /;C:o TFA, Et;SiH O. oj\N /CKH;O
2a

R

O MeCN, O CH; OH
75 °C, 8 mL/h 3a
Eintrag TFA Umsatz
1 1.5 mL 100 %
2 1.0 mL 89 %
3 - 0 %

Reaktionsbedingungen: Fmoc-L-Ala-Oxazolidinon (2a) (97.0 mg, 0.30 mmol), 1.5 mL Acetonitril, 0.15 mL
(3 Aquiv., 0.94 mmol) Triethylsilan, Trifluoressigsdure. Alle Reaktionen wurden in einer zuvor 16sungsmittel-
freien Apparatur durchgefiihrt. Umsitze wurden mittels 'H-NMR bestimmt.

Wurden weniger als 1.5 mL TFA in die &ufere Kapillare des Tube-in-Tube-Systems einge-
spritzt, sank der Umsatz auf 89 % (Eintrag 2). Grund hierfiir ist, dass eine vollstindige Benet-
zung der dulleren Membrankapillare mit TFA wihrend der gesamten Reaktionszeit gewéhr-
leistet sein muss, damit eine kontinuierliche und gleichméBige TFA-Zufuhr ins Innere mog-
lich ist. Bei 1 mL ist dies nicht mehr gegeben, denn bereits zu Beginn der Durchfithrung
konnten Leerstellen in der dueren Kapillare durch rasch ins Innere diffundierte TFA beo-
bachtet werden. Die Blindprobe ohne TFA in der AuBBenkapillare lieferte keinen Umsatz und
bestdtigt zum einen die Permeabilitdt der Membran fiir TFA und zum anderen die Notwen-
digkeit der Sdure als Katalysator (Eintrag 3). Nachfolgend zeigt Tabelle 3.4 die Optimierung

der Triethylsilanmenge.

Tabelle 3.4: Optimierung der Triethylsilanmenge

O. oj)\ NL /zio TFA, Et;SiH O. oj\N /c':\HT//O
2a

CH, OH
MeCN,

O 75°C, 8 mL/h O 3a

Eintrag Et;SiH Umsatz
1 0.15 mL (3 Aquiv.) 100 %
2 0.10 mL (2 Aquiv.) 100 %
3 0.05 mL (1 Aquiv.) 72 %
4 - 0%

Reaktionsbedingungen: Fmoc-L-Ala-Oxazolidinon (2a) (97.0 mg, 0.30 mmol), 1.5 mL Acetonitril, Triethylsilan,
1.5 mL (65 Aquiv., 19.5 mmol) Trifluoressigsiure. Alle Reaktionen wurden in einer zuvor 16sungsmittelfreien
Apparatur durchgefithrt. Umsitze wurden mittels 'H-NMR bestimmt.
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Eine Reduktion der Triethylsilanmenge von 3 auf 2 Aquiv. war ohne UmsatzeinbuBlen mog-
lich (Eintrag 2). Wurde die Menge jedoch auf 1 Aquiv. weiter abgesenkt, konnten nur noch
72 % Umsatz beobachtet werden (Eintrag 3). Die Blindprobe ohne Zugabe von Triethylsilan
zeigte keine Reaktion und bestdtigt somit den Bedarf des Reduktionsmittels fiir die Umset-
zung (Eintrag 4).

Die Optimierungsversuche lieferten folgende Standardbedingungen: Bei einer Reaktionstem-
peratur von 75 °C, einer Flussrate von 8 mL/h, was einer Reaktionszeit von 40 Minuten ent-
spricht, konnte mit 2 Aquiv. Triethylsilan in Acetonitril als Losungsmittel, das N-Methyl-
Alanin (3a) in 97 % Ausbeute isoliert werden, wenn ein stetiger Fluss von TFA iiber die
Membran sichergestellt wird.

Die literaturbekannte Durchfithrung nach Freidinger ermdglichte im Kolben nach 24 Stunden
Reaktionszeit die Synthese von N-Methyl-Alanin (3a) in 98 % Ausbeute. Eine Ubertragung
der fiir den Durchflussreaktor ermittelten optimalen Bedingungen auf einen Batchansatz, in
dem alle Substrate im Kolben bei 75 °C geriihrt wurden, lieferte erst nach 1.5 Stunden einen
vollstindigen Umsatz. Zudem wurden einige nicht nédher identifizierte Nebenprodukte ge-
meinsam mit dem gewiinschten Produkt 3a isoliert.

Somit konnte N-Methyl-Alanin (3a) im Tube-in-Tube-Reaktor verglichen mit dem diskonti-
nuierlichen Ansatz in deutlich kiirzerer Zeit, analysenrein und in hoher Ausbeute erhalten
werden.

Zur Untersuchung der Anwendungsbreite dieser optimierten Durchflusssynthese wurden im
Folgenden verschiedene Fmoc-Aminosduren zu N-Methylaminosduren im Tube-in-Tube-
Reaktor umgesetzt. Dazu mussten zunéchst die entsprechenden Oxazolidinone nach der Lite-
raturvorschrift® synthetisiert werden. Die isolierten Oxazolidinonsubstrate 2b-g sind in Ta-

belle 3.5 zusammengetragen.
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Tabelle 3.5: Isolierte Oxazolidinone aus der Batchsynthese
R = CH(CH3),, 1b

= CH,0Bn, 1c jj)\ R j?\ R
- CH,0Bn.
= (CH,),CO0BN, 1d O 0" NP 0 p-TsOH O 0" N
H + (6]
L
1

= (CH,),SCH3, 1e

OH )J\ e}
H O H  Toluol,
= CH,Ph, 1f O Riokfluss, 2 h O 2
= CH,Ph-4-Br, 1g
Oxazolidinon Ausbeute Oxazolidinon Ausbeute
HsC OBn
0 CHj o)
ol Qo L
(o) N (@] N
{7 o 90 % <] L0 99 %
L) o O o
o)

oB
o}
O. Oj\NL/i; 98 % O. o)J\NL/go 94 %
O 2d © O 2e °
oj\rtog;zo 81 % Oj\NL/og:@/ 95 %
2f 2g

Reaktionsbedingungen: Fmoc-Aminoséduren (2b-g), p-TsOH und Paraformaldehyd in Toluol, 2 h Riickfluss. Die
exakten Reaktionsbedingungen und Substratmengen sind dem Experimentellen Teil Kap. 5.2.1 zu entnehmen.
Isolierte Ausbeuten.

Die Auswahl der Substrate ist grundlegend eingeschrénkt auf Aminosduren mit geschiitzten
Seitenketten und sdurestabilen Schutzgruppen. Unter dieser Voraussetzung konnte eine Viel-
zahl an Fmoc-Aminosduren, darunter aliphatische 2b, aromatische 2f,g und funktionalisierte
2c-e Verbindungen, in sehr guten Ausbeuten zu den entsprechenden Oxazolidinonen umge-

setzt werden.

N-Methyvlaminosduren mit aliphatischen Seitenketten

Nach der erfolgreichen N-Methylierung des Fmoc-Alanins (1a) im Durchflussreaktor, wurde
weitere aliphatische, nicht funktionalisierte Aminosédure das Valin-Derivat (2b) im Tube-in-

Tube-Reaktor unter den optimierten Reaktionsbedingungen umgesetzt (Tabelle 3.6).
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Tabelle 3.6: Optimierung der N—Methyl— Valin Synthese im Durchfluss

O O HaC._CHj
TRA ELSH M Ifo
L TFA, Et;SiH . o EH3 7

MeCN,
75°C, 3-6mL/h 3b
Eintrag Et3 SiH Flussrate Umsatz Ausbeute’
1 0.1 mL (2 Aquiv.) 6 mL/h 59 % -
2 0.15 mL (3 Aquiv.) ? 64 % -
3 0.1 mL (2 Aquiv.) 3 mL/h 74 % -
4 0.15 mL (3 Aquiv.) ” 100 % 94 %

Reaktionsbedingungen: Fmoc-L-Val-Oxazolidinon (2b) (105 mg, 0.30 mmol), Tricthylsilan, Trifluoressigsdure
(1.5 mL, 19.5 mmol, 65 Aquiv.), 1.5 mL Acetonitril. Alle Reaktionen wurden in einer zuvor 16sungsmittelfreien
Apparatur durchgefithrt. Umsitze wurden mittels 'H-NMR bestimmt. * Isolierte Ausbeuten.

Trotz der dem Modellsubstrat dhnlichen, aliphatischen Seitenkette, konnte fiir das Valin-
Oxazolidinon (2b) unter den Standardbedingungen nur ein Umsatz von 59 % verzeichnet
werden (Eintrag 1). Die Erhohung der Triethylsilan-Konzentration von 2 auf 3 Aquiv. fiihrte
zu einer minimalen Umsatzsteigerung auf 64 % (Eintrag 3). Die Verdopplung der Verweilzeit
steigerte die Umsitze dagegen deutlich und in Kombination mit 3 Aquiv. Triethylsilan wur-
den sogar vollstindige Umsitze erzielt (Eintrag 3, 4). Die verldngerte Reaktionszeit kann
dadurch erkliart werden, dass die a-Isopropylgruppe sterisch deutlich anspruchsvoller ist als
die Methylgruppe des Modellsubstrats. Dadurch wird die Hydridiibertragung vermutlich ein-
geschrinkt und die Reaktion allgemein verlangsamt. Trotzdem konnte das N-Methyl-
Valin (3b) nach einer erhdhten Reaktionszeit von 2 Stunden unter Zugabe von 3 Aquiv.

Triethylsilan in einer Ausbeute von 94 % isoliert werden (Eintrag 4).

N-Methvlaminosdiuren mit funktionalisierten Seitenketten

Unter den Aminosduren mit funktionalisierten Seitenketten wurden Serin-, Glutaminsiure-
und Methionin-Derivate 2¢-e untersucht.

Tabelle 3.7 zeigt die Optimierungsversuche zur Synthese von N-Methyl-Serin (3¢). Hier wur-
de ein Benzyl-geschiitztes Serin-Substrat verwendet, da andernfalls die freie Hydroxylgruppe
analog zum Carboxyl-OH unter den gegebenen Reaktionsbedingungen Cyclisierungen einge-

hen wiirde.[”>%
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Tabelle 3.7: Optimierung der N-Methyl-Serin Synthese im Durchfluss

OBn O OBn
/@ TFA, Et38|H O OJ\NL(O
. CH, OH
MeCN,
75°C, 3-6 mL/h 3c
Eintrag Et;SiH Flussrate Umsatz Ausbeute?
1 0.1 mL (2 Aquiv.) 6 mL/h 76 % -
2 ” 3mL/h 95 % -
3 0.15 mL (3 Aquiv.) ” 100 % 95 %

Reaktionsbedingungen: Fmoc-L-Ser-Oxazolidinon (2¢) (129 mg, 0.30 mmol), Triethylsilan, Trifluoressigsdure
(1.5 mL, 19.5 mmol, 65 Aquiv.), 1.5 mL Acetonitril. Alle Reaktionen wurden in einer zuvor I6sungsmittelfreien
Apparatur durchgefiihrt. Umsitze wurden mittels 'H-NMR bestimmt. * Isolierte Ausbeuten.

Die Standardbedingungen lieferten einen Umsatz von 76 % (Eintrag 1). Wie bereits bei der
Umsetzung des Valin-Derivats 2b, konnte auch hier der reduzierten Reaktivitit, aufgrund des
erhohten sterischen Anspruchs der Seitenkette, durch eine verlingerte Verweilzeit entgegen-
gewirkt werden. Bei einer Flussrate von 3 mL/h sind 95 % des Edukts 2¢ umgesetzt worden
(Eintrag 2) und bei Verwendung von 3 Aquiv. Triethylsilan verlief die Reaktion vollstindig,
sodass das Produkt 3¢ in 95 % Ausbeute isoliert werden konnte (Eintrag 3).

Zur Synthese von N-Methyl-Glutaminsdure (3d) wurde ebenfalls ein Benzyl-geschiitztes Sub-
strat herangezogen, um Nebenreaktionen zu vermeiden. Die Optimierungen hierzu sind in

Tabelle 3.8 dargestellt.

Tabelle 3.8: Optimierung der N-Methyl-Glutaminsdure Synthese im Durchfluss

COOBN COOBn
o}
O. O)J\N o TFA Et38|H
O L3 MeCN. CH3 OH
2d 75°C, 3-6 mL/h
Eintrag Et;SiH Flussrate Umsatz Ausbeute®

1 0.1 mL (2 Aquiv.) 6 mL/h 56 % -
2 ” 3 mL/h 100 % 80 %

Reaktionsbedingungen: Fmoc-L-Glu-Oxazolidinon (2d) (141 mg, 0.30 mmol), Triethylsilan, Trifluoressigsdure
(1.5 mL, 19.5 mmol, 65 Aquiv.), 1.5 mL Acetonitril. Alle Reaktionen wurden in einer zuvor I6sungsmittelfreien
Apparatur durchgefiihrt. Umsitze wurden mittels "H-NMR bestimmt. * Isolierte Ausbeuten.

Unter den fiir das Alanin-Oxazolidinon 2a optimierten Bedingungen wurden im Fall des Glu-
taminsdure-Derivats (2d) lediglich 56 % des Edukts umgesetzt (Eintrag 1). Jedoch geniigte
hier bereits eine Halbierung der Flussrate auf 3 mL/h, um 100 % Umsatz zu erreichen und das

Produkts 3d in 80 % Ausbeute zu isolieren (Eintrag 2).
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Als Herausforderung erwies sich die Optimierung der N-Methyl-Methionin-Synthese (Tabelle
3.9).

Tabelle 3.9: Optimierung der N-Methyl-Methionin Synthese im Durchfluss

SCHs SCHy
o) o}
O. OJ\N o  TFAELSH O. O)J\N o
g N CH; OH
O 2e 75°C, 3 - 6 mL/h O 3e
Eintrag Et;SiH Flussrate Prod. : Nebenprod. Ausbeute®
1 0.1 mL (2 Aquiv.) 6 mL/h 17 % : 83 % -
2 7 3 mL/h 23%:77 % -
3 0.15 mL (3 Aquiv.) 7 47 % :53 % 42 %

Reaktionsbedingungen: Fmoc-L-Met-Oxazolidinon (2e¢) (115 mg, 0.30 mmol), Triethylsilan, Trifluoressigsdure
(1.5 mL, 19.5 mmol, 65 Aquiv.), 1.5 mL Acetonitril. Alle Reaktionen wurden in einer zuvor I6sungsmittelfreien
Apparatur durchgefiihrt. Produkt : Nebenproduktverhéltnisse ergeben sich aus den integrierten Signalverhiltnis-
sen im 'H-NMR. * Isolierte Ausbeuten.

Obwohl bei allen Durchflussreaktionen vollstindige Umsétze beobachtet wurden, konnten
unter den optimierten Reaktionsbedingungen maximal 42 % des N-Methyl-Methionins (3e)
isoliert werden. Freidinger et al. beschreiben fiir dieses Substrat ebenfalls eine geringe Aus-
beute von lediglich 22 % bei einer verldngerten Reaktionszeit von 5 Tagen. Die Ursache ist

eine nachgewiesene, konkurrierende Nebenreaktion bei diesem Substrat (Schema 3.3).

SCH;4 SCH3 COOH COOH
Fmoc. ,~ Fmoc. _~
moc(N+ moc N/j
Fmoc\N ., Fmoc. OH ) k 4
QL= N C$ i
o H 5 CHs CHs

2e | Il 1]

Schema 3.3: Formulierte Nebenreaktion bei der N-Methyl-Methionin Synthese

Dabei handelt es sich um eine von Hughes et al. beschriebene Umlagerung,!'® bei der nach
Protonierung des Carbonylsauerstoffs der Ring geoftnet wird (I) und der Schwefel das Imini-
umion intramolekular als Nucleophil (IT) unter Ausbildung eines 1,3-Thiazinanderivats (III)
angreift noch bevor die Hydridiibertragung vom Silan erfolgen kann.

Bei geringen Triethylsilanmengen ist daher die Bildung des Nebenprodukts (III) besonders
stark ausgeprigt (Eintrag 1, 2). Durch Erh6hung der Triethylsilanmenge konnte allerdings die
Hydridubertragung auf das Intermediat I/II beschleunigt und die Bildung des Nebenprodukts
(IIT) zurtickgedréangt werden (Eintrag 3).
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N-Methvlaminosduren mit aromatischen Seitenketten

Unter den aromatischen Aminosduren wurden Phenylalanin- und das 4-Brom-Derivat des
Phenylalanins 2g,f im Tube-in-Tube-Reaktor untersucht. Das bromierte Substrat 3g bietet
durch seine Funktionalisierung die Moglichkeit einer spiteren Substitution. Aus Kostengriin-
den wurden fiir das Oxazolidinon 2f jedoch nicht alle Parameter untersucht, sondern direkt die
optimierten Reaktionsbedingungen des Phenylalanins angewandt. Die Ergebnisse sind in Ta-

belle 3.10 zusammengetragen.

Tabelle 3.10: Aromatische N-Methyl-Aminosduren im Durchfluss

£©/TFA Et,SiH /(EJ/
CH; OH
MeCN, 3
75°C, 3-6 mL/h

R=H, 2f R=H, 3f
R =Br, 2g R =Br, 3g
Eintrag R= Et;SiH Flussrate Umsatz Ausbeute®
1 H 0.10 mL (2 Aquiv.) 6 mL/h 80 % -
2 H ”? 3mL/h 92 % -
3 H 0.15 mL (3 Aquiv.) ” 94 % 90 %
4 Br 0.10 mL (2 Aquiv.) ” 100 % 91 %

Reaktionsbedingungen: Fmoc-L-Phe-Oxazolidinon (2f) (120 mg, 0.30 mmol), Fmoc-L-4-Br-Phe-Oxazolidinon
(2g) (96.9 mg, 0.30 mmol), Triethylsilan, Trifluoressigsiure (1.5 mL, 19.5 mmol, 65 Aquiv.), 1.5 mL Aceto-
nitril. Alle Reaktionen wurden in einer zuvor 16sungsmittelfreien Apparatur durchgefiihrt. Umsétze wurden mit-
tels '"H-NMR bestimmt. * Isolierte Ausbeuten.

Mit dem Phenylalanin-Derivat 2f konnte bereits unter den Standardbedingungen ein Umsatz
von 80 % erreicht werden (Eintrag 1). Analog zu den vorangehenden Substraten wurde eine
zusétzliche Umsatzsteigerung auf 92 % durch eine verdoppelte Verweilzeit ermoglicht (Ein-
trag 2). Eine Erhohung der Triethylsilanmenge auf 3 Aquiv. steigerte die Produktbildung nur
noch minimal auf 94 % und lieferte das N-Methyl-Phenylalanin (3f) in 90 % Ausbeute (Ein-
trag 3).

Unter den fiir das Phenylalanin-Oxazolidinon 2f optimierten Reaktionsbedingungen wurde fiir
das bromierte Edukt 3g direkt ein Umsatz von 100 % erreicht und das Produkt 3g anschlie-
Bend in einer Ausbeute von 91 % isoliert (Eintrag 4).

Die erstmalige fliissig-fliissig-Transfer-Anwendung von Teflon® AF 2400 als Membran in
einem Tube-in-Tube-Reaktor, ermdglichte eine milde und schnelle Synthese von Fmoc-
N-Methylaminosduren im Durchfluss. Dadurch kénnen problemlos Synthesen groferer Pro-
duktmengen in, verglichen zur konventionellen Methode, stark verkiirzter Zeit hergestellt
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werden. Zahlreiche N-Methylaminosduren 3a-g konnten im Rahmen dieser Arbeit in guten bis
sehr guten Ausbeuten synthetisiert werden. Dabei wiesen alle isolierten Oxazolidinone und
N-Methylaminosduren im NMR-Spektrum Signalverdopplungen sowie teilweise verminderte
Signalschirfen auf. Die ist auf das Vorliegen von Rotameren zuriickzufiihren, welche u. a.

klar an den doppelt vorhandenen N-Methylsignalen identifiziert werden kénnen.

3.1.2 Synthese der Oxazolidinone

Nachdem die Synthese der N-Methylaminosduren erfolgreich im Durchfluss realisiert werden
konnte, wurde anschliefend untersucht, ob auch die Oxazolidinonsynthese in einem Tube-in-
Tube-Reaktor zu bewerkstelligen ist. Klassisch wird in dieser ersten Stufe die entsprechende
Fmoc-Aminosdure 1 mit para-Toluolsulfonsdure und Paraformaldehyd in Toluol zwei Stun-
den unter Riickfluss erhitzt. Hierbei wire es vorteilhaft, die Handhabung von Paraformalde-
hyd in offenen Behéltern zu vermeiden und stattdessen gasformigen Formaldehyd in einem
geschlossenen System zu verwenden.

Unter Verwendung eines Tube-in-Tube-Reaktors kann dabei Formaldehydgas iiber die
Teflon® AF-Membran ins Innere der Kapillare gezielt in die Reaktionslésung eingeleitet und
tiberschiissiges Gas am Ende des Reaktors kontrolliert abgeleitet und abgefangen werden. Der
erste Reaktorentwurf zur Oxazolidinonsynthese basierte auf dem bereits zur reduktiven

Ringoffnung eingesetzten Tube-in-Tube-Reaktor und ist in Abbildung 3.2 schematisch

dargestellt.
Teflon® Kapillare
AD 1/16 " Teflon® AF 2400
AD 0.04" ID 0.032"
Formaldehydgas
Formaldehyd
CHj3 Probenschleife X
FmocHN™ , "COOH
p-TsOH ol
+ .
Lésungsmittel Tube-in-Tube-
Spritzenpumpe Reaktor
37 cm
o] — -
I |
| |
Wasserbad : i
75°C | !
| |
i 1
! A
_______ | Auffangbehélter
CHjy
O
FmocN
o Produkt

Abbildung 3.2: Tube-in-Tube-Reaktor erster Generation zur Oxazolidinonsynthese
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Der Reaktor besteht aus einer Spritzenpumpe, welche die Fmoc-Aminosdure und p-TsOH
gelost in einem Losungsmittel befordert, sowie PTFE-Kapillaren (AD: 3.2 mm, ID: 1.6 mm)
als Probenschleife (V = 1.5 mL), dem Verweilelement (V =5 mL) und dem bereits in Kap.
3.1.1 beschriebenen Tube-in-Tube-System, hier bestehend aus einer 37 cm langen Teflon® AF
2400-Kapillare (AD: 1.00 mm, ID: 0.8 mm).

Vor der Optimierung der Synthese musste zundchst ein geeignetes Losungsmittel gefunden
werden, da Formaldehyd in manchen organischen Medien eine geringe Loslichkeit aufweist.
In Voruntersuchungen wurden dazu von Dipl.-Chem. Dominik Karl Loslichkeitstests von
Formaldehyd in Toluol sowie Acetonitril durchgefiihrt, wobei das polare Acetonitril deutlich
bessere Loslichkeitseigenschaften zeigte. Andere organische Losungsmittel sind aufgrund der
eingeschriankten Substratloslichkeit fiir die Synthese nicht geeignet, sodass Acetonitril als
Solvens fiir diese Umsetzung ausgewéhlt wurde.

Im nichsten Schritt musste eine zuverldssige Formaldehydgas-Quelle gefunden werden. Da-
bei bieten sich zwei Moglichkeiten an. Zum einen entsteht Formaldehydgas durch Oxidation
von MeOH mit CuO (Methode A) und zum anderen kann Paraformaldehyd durch Erhitzen
depolymerisiert werden (Methode B). Beide Verfahren erzeugen gasformigen Formaldehyd,
der mit Schiff-Reagenz”” und damit auch die Diffusion durch die Teflon® AF 2400-
Membran nachgewiesen werden kann. Diese Gaserzeugungsmethoden wurden auf ihre Eig-

nung in der Durchflusssynthese untersucht (Tabelle 3.11).

Tabelle 3.11: Erste Optimierungsschritte zur Oxazolidinonsynthese im Tube-in-Tube-System

CH, Hs
. /k«’& (¢} p-TsOH . /%
+
H)J\H MeCN,
75°C,3-6 mL/h

Eintrag Formaldehyd-Quelle Flussrate Druck Umsatz
1 Methode A 3 mL/h - 0%
2 Methode B 6 mL/h 1.4 - 1.8 bar 0 %

Reaktionsbedingungen: Fmoc-L-Ala (1a) (95.2 mg, 0.31 mmol), p-TsOH (18.9 mg, 0.11 mmol), 1.5 mL Aceto-
nitril. Umsétze wurden mittels NMR bestimmt. Methode A: Formaldehydgas aus der Oxidation von MeOH mit
CuO. Methode B: Formaldehydgas durch Erhitzen von Paraformaldehyd.

Bei Methode A wurde MeOH in einem verschlossenen, separaten Behélter auf CuO getropft
und das entstandene Gas in die dullere Kapillare des Tube-in-Tube-Reaktors eingeleitet (siche
Abbildung 3.2). Zu Beginn waren die Reaktionsbedingungen zunichst angelehnt an die Syn-
these im Kolben, d. h. durch eine Flussrate von 3 mL/h wurde eine Reaktionszeit von

2 Stunden imitiert und die Umsetzung im siedenden Losungsmittel wurde fiir Acetonitril
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(Sdp.: 82 °C) durch eine Wasserbadtemperatur von 75 °C realisiert. Unter den gewéhlten Re-
aktionsbedingungen konnte bei diesem Reaktorautbau fiir Fmoc-Ala-OH (1a) als Modellsub-
strat kein Umsatz beobachtet werden (Eintrag 1). Ursache waren fehlende Ventile an den Re-
aktorausgédngen, sodass das erzeugte Formaldehydgas entwich ohne die Membran zu passie-
ren.

Im néchsten Versuch wurden daher zusitzliche Ventile am Reaktorausgang und vor dem Auf-
fangbehilter angebracht sowie sublimierter Paraformaldehyd als Gasquelle verwendet (Ein-
trag 2). Durch die Ventile wurde das System abgeschlossen und dadurch ein gewisser Innen-
druck erzeugt, der einerseits das Formaldehydgas zur Permeation zwang und andererseits die
Anwendung von Acetonitril nahe der Siedetemperatur, ohne gasférmig zu entweichen, erlaub-
te. Obwohl die Handhabung von CuO und MeOH erheblich einfacher ist, erwies sich die
Formaldehydgaserzeugung durch das Erhitzen von Paraformaldehyd als wesentlich effektive-
re Methode, da konstante und gréBere Gasmengen erzeugt werden kénnen. Dennoch wurde
trotz erzeugtem Gasdruck auch nach Methode B keine Reaktion beobachtet. Stattdessen zeig-
ten sich zahlreiche weitere Schwachpunkte im Reaktoraufbau als Ursache fiir das Ausbleiben
der Reaktion.

Da durch das angebrachte Nadelventile am Reaktorausgang ein erhohter Innendruck im Sys-
tem aufgebaut wurde, konnte die Spritzenpumpe nicht mehr zur Férderung der Reaktionslo-
sung verwendet, sondern musste durch eine HPLC-Pumpe ersetzt werden. AuBlerdem ist For-
maldehydgas nur bei einer Temperatur zwischen 80 und 100 °C stabil. Bei tieferen Tempera-
turen polymerisiert es wieder zu Paraformaldehyd. Dies wurde auch experimentell als farblo-
se Abscheidungen auf der Membran beobachtet, welche die Poren verschloss und die weitere
Permeation dadurch verhinderte. Daher wurde der Tube-in-Tube-Reaktor vollstindig in ein
Wasserbad versenkt und die Temperatur auf 80 °C erhoht. Der schematische Aufbau dieses

modifizierten Tube-in-Tube-Reaktors ist in Abbildung 3.3 gezeigt.
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FmOCHN/!_\COOH X aldehyd
p-TsOH

Ly et i et i e R 1
——
Tube-in<Tube- <

Teflon® AF 2400
AD 0.04" ID 0.032"

HPLC Pumpe Reakiar
20-cm

! ]
|
! |
I
! ]
! |
: |
— |
X I Max. 1 bar
' |
I
! | Nadelventil
' :
[ |
Behalter mit : |
Schiff-Reagenz A A s S A g iy I
Wasserbad CHj
80°C o
FmocN
Produkt o

Abbildung 3.3: Optimierter Tube-in-Tube-Reaktor zur Oxazolidinonsynthese

Die Ergebnisse zur Oxazolidinonsynthese im Tube-in-Tube-Reaktor zweiter Generation so-
wie die Reaktionsparameter sind in Tabelle 3.12 zusammengetragen. Die detaillierte Ver-

suchsdurchfithrung dazu ist in Kap. 5.2.1.1 beschrieben.

Tabelle 3.12: Optimierung der Oxazolidinonsynthese im Tube-in-Tube-Reaktor

O. oj\”/cc;o 0 H* O. oj\NJ(;H:O
1a

+ _— \\
o IR R v A
75-80 °C, @
3 mL/h
Eintrag Temperatur Séure Druck Umsatz Ausbeute”
1 75 -80°C p-TsOH 0.5 - 1.0 bar 100 % 91 %
2 80 °C TFA 7 100 % 87 %

Reaktionsbedingungen: Fmoc-L-Ala (1a) (96.5 mg, 0.31 mmol), p-TsOH (18.9 mg, 0.11 mmol), Trifluoressig-
sdure (0.05 mL, 0.65 mmol), Formaldehydgas erzeugt durch Erhitzen von Paraformaldehyd, 1.5 mL Acetonitril.
Reaktionen wurden in einer mit Losungsmittel gefluteten Apparatur durchgefiihrt. Umsétze wurden mittels NMR
bestimmt. * Isolierte Ausbeuten.

Die Synthese wurde zunichst bei 75 °C gestartet, die Temperatur jedoch rasch auf 80 °C er-
hoht, um Polymerisationen des Paraformaldehyds zu verhindern. Nach 2 Stunden waren hier-
bei 100 % des Modellsubstrats 1a zum Oxazolidinon 2a umgesetzt, das mit einer Ausbeute
von 91 % isoliert wurde (Eintrag 1). Im Hinblick auf die Entwicklung eines kontinuierlichen
Gesamtprozesses aus Oxazolidinonsynthese und reduktiver Ring6ffnung wiére die Verwen-
dung der gleichen Séure vorteilhaft. Der Einsatz von TFA anstelle von p-TsOH bei der Oxa-

zolidinonsynthese lieferte ebenfalls einen vollstindigen Umsatz, jedoch entstanden Neben-
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produkte, sodass im Folgenden weiterhin auf p-TsOH als Sdurekatalysator zur Oxazolidinon-
synthese zuriickgegriffen wurde.

Somit lieB} sich im Rahmen dieser Arbeit auch die Oxazolidinonsynthese am Beispiel eines
Modellsubstrats 1a, im Tube-in-Tube-Durchflusssystem erfolgreich realisieren. Hierbei
konnte erzeugtes Formaldehydgas nach einigen Modifikationen am Reaktor durch die
Membran in die Reaktionslosung eingeleitet und so Fmoc-Alanin 1a in das entsprechende

Oxazolidinon 2a in sehr guter Ausbeute iiberfithrt werden.

3.1.3 Gesamtprozess zur N-Methylaminosiuresynthese

Nachdem die einzelnen Stufen zur N-Methylaminosduresynthese unabhidngig voneinander
verwirklicht werden konnten, wurde versucht beide Stufen zu einem groflen Tube-in-Tube-
Reaktor zu kombinieren. Hierzu mussten zunédchst die Reaktionsbedingungen beider Stufen
aneinander angepasst und optimiert werden.

Die synthesetechnische Anpassung der ersten Stufe an die zweite wire aufgrund der Druck-
und Temperaturrestriktionen bei der Verwendung von Formaldehydgas wesentlich an-
spruchsvoller. Daher wurden die Reaktionsbedingungen der zweiten Stufe an die der ersten
angeglichen. Rein technisch wurde bisher flir die Durchfiihrung der zweiten Stufe eine Sprit-
zenpumpe zur Beférderung des Losungsmittels und der Substrate verwendet. Dariiber hinaus
war die Apparatur zu Beginn jeder Synthese 16sungsmittelfrei. Bei der Oxazolidinonsynthese
im Durchfluss musste allerdings zur Gewihrleistung eines bestimmten Reaktordrucks eine
HPLC-Pumpe verwendet werden. Durch den damit vorhandenen, permanenten Losungsmit-
telfluss, kommt es zu einer starken Verdiinnung der TFA, sodass die Reaktorparameter nach-

optimiert werden mussten (Tabelle 3.13).

Tabelle 3.13: Anpassung der Synthesebedingungen an die erste Stufe

O. OJOLN/CSH;O TFA, Et3S|H O. )\H;o

g MeCN CH, OH
2a 75 -80 °C, O 3a
3-8 ml/h
Eintrag Temperatur Flussrate Umsatz
1 75 °C 6 mL/h 92 %
2 ” 3 mL/h 100 %
3 80 °C ” 100 %

Reaktionsbedingungen: Fmoc-L-Ala-Oxazolidinon (2a) (97.0 mg, 0.30 mmol), 0.10 mL (2 Aquiv., 0.63 mmol)
Triethylsilan, 1.5 mL (65 Aquiv., 19.5 mmol) Trifluoressigsdure 1.5 mL Acetonitril. Alle Reaktionen wurden in
einer mit Losungsmittel gefluteten Apparatur durchgefiihrt. Umsétze wurden mittels NMR bestimmt.
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In dieser mit Losungsmittel gefluteten Apparatur konnte unter den etablierten Bedingungen
fur das Alanin-Modellsubstrat 2a kein vollstindiger Umsatz erreicht werden (Eintrag 1).
Wurde die Flussrate allerdings auf 3 mL/h halbiert, verlief die Reaktion vollstindig (Ein-
trag 2). Zusétzlich konnte die Reaktionstemperatur an die der Oxazolidinonsynthese auf 80 °C
angeglichen werden (Eintrag 3).

Diese Anpassung der Reaktionsbedingungen beider Synthesestufen aneinander erlaubte die
Zusammenfiithrung beider Tube-in-Tube-Reaktoren. Der schematische Reaktoraufbau fiir den

Gesamtprozess ist in Abbildung 3.4 dargestellt.
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Paraforn- mit Triethylsilan Spritze mit
aldehyd ><] TEA
X Q Behalter mit ~ Max. 1 bar _
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T T b t ot T :
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1. Stufe:
Oxazolidinonsynthese

2. Stufe:
Produkt N-Methylaminoséuresynthese

Abbildung 3.4: Gesamtprozess zur N-Methylaminosduresynthese

Der Reaktor besteht exakt aus der Zusammenlegung beider Einzelreaktoren aus Kap. 3.1.1
und 3.1.2. Der Abschnitt zur Oxazolidinonsynthese ist in Abbildung 3.4 grau/schwarz einge-
zeichnet, wihrend im blau dargestellten Reaktorteil die reduktive Ringdffnung zu den
N-Methylaminoséduren stattfindet.

Im neuen Gesamtreaktor wurde im Folgenden erneut die Umsetzung von Fmoc-Alanin 1a als
Modellsubstrat getestet. Dabei wurden die Aminosiure 1a mit 0.3 Aquiv. p-TsOH in Aceto-
nitril geldst und 10 statt der bisher 2 - 3 Aquiv. Triethylsilan zugegeben. Danach wurde das
Gemisch in die Probenschleife injiziert und bei 3 mL/h befordert. Unter diesen Bedingungen
war aber kein Umsatz zu beobachten. Vermutlich wurde das Triethylsilan, trotz des massiven
Uberschusses, vollstindig durch eine Nebenreaktion mit Formaldehyd verbraucht, bevor es
zur gewiinschten Reaktion kommen konnte.

Um den Verbrauch des Triethylsilans durch die Nebenreaktion zu verhindern, wurde das Re-

duktionsmittel nach einem weiteren Reaktorumbau, separat mittels Spritzenpumpe zudosiert.
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Die Einleitung des Triethylsilans erfolgte dabei erst nach der ersten Stufe, aber unmittelbar
vor der TFA-Zufuhr. Diese Erweiterung ist in Abbildung 3.4 griin eingezeichnet. Erneut wur-
de lediglich unumgesetztes Fmoc-Ala-OH (1a) erhalten. Dieses Ergebnis zeigt an, dass eine
Umsetzung beider Stufen hintereinander in dem vorgestellten Reaktoraufbau nicht moglich

1st.

3.1.4 Siurelabile Schutzgruppen im Durchflussreaktor

N-Methylierungen nach Freidinger’®" erweisen sich als sehr schwierig, wenn funktionelle
Gruppen der Aminosdure zuvor nicht sdurestabil geschiitzt werden, da freie OH-, NH- oder
SH-Gruppen als Nukleophile selbst Cyclisierungen eingehen kénnen (s. Kap. 3.1.1).>%°! Siu-
relabile Schutzgruppen werden bereits durch p-TsOH in der ersten Stufe abgespalten, und so
die funktionelle Gruppe freigelegt.

Durch die Verwendung eines Tube-in-Tube-Reaktors unter milden Reaktionsbedingungen,
sollte untersucht werden, ob es dennoch mdglich ist, Aminosduren mit sdurelabilen Schutz-
gruppen direkt in die entsprechenden ungeschiitzten Oxazolidinone umzusetzen. Am Beispiel
von Fmoc-Thr(‘Bu)-OH (2h) wurde die gewiinschte Cyclisierung unter gleichzeitiger Schutz-
gruppenabspaltung analog zu Schema 3.4 untersucht.

?

Hs;C.__OBu HiC oy HaC on
H*, CH,O
Fmoc . O — Fmoc . + Fmoc.
N N 10 N 10
A on Lo Lo
2h 3h 4

Schema 3.4: Umsetzung des Fmoc-Threonins mit scurelabiler Schutzgruppe

Da bei dieser Umsetzung die Saurekonzentration der entscheidende Faktor ist, sollte die Séure
in moglichst geringen Mengen kontrolliert zudosiert werden. Dazu wurde der in der
N-Methylaminosduresynthese bewéhrte Tube-in-Tube-Reaktor (Abbildung 3.1) eingesetzt.
Anstatt TFA wurde HCI-Gas iiber die Membran eingeleitet. Die Menge wurde so gering ge-
wihlt, dass sie gerade fiir die Cyclisierung ausreichen sollte, ohne eine Schutzgruppenabspal-

tung zu verursachen. Das Ergebnis aus der Testsynthese ist in Schema 3.5 gezeigt.

f H;C H3C
HC OBY e ho 3C_oBu 3G\, -oH Oy-oH HaC O
—  » Fmoc. + Fmoc. + Fmoc.. _< + Fmoc. o)
Fmoc\N 0} oeN 80 0 N o NL o moc N CHy moc H
Ho on ot g g g OH
4 mL/h
2h 3h 4 5 6

Schema 3.5: Testsynthese mit sciurelabilem Substrat im Tube-in-Tube-Reaktor

Unter den ausgewdhlten Synthesebedingungen entstanden im Durchflussreaktor mindestens

drei Produkte, jedoch nicht das gewiinschte Zielprodukt 3h. Mittels HPLC-MS konnte die
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Bildung der uncyclisierten Aminosdure 6 und des nicht umgesetzten Edukts 2h nachgewiesen
werden. Zusidtzlich fand sich bei der Vermessung der Produktlosung eine Masse, die auf die
Bildung des deblockierten Oxazolidinons 4 hinweist. Das in der Literatur!”>*% beschriebene
Nebenprodukt 5 besitzt jedoch die identische Masse, sodass in diesem Fall moglicherweise
beide Produkte entstanden sein konnten.

Auch durch weitere Modifikationen im Reaktorauftbau gelang keine gezielte Oxazolidinon-
synthese. Dies zeigt, dass eine Umsetzung von Aminosduren mit sdurelabilen Schutzgruppen,

auch in dem verwendeten Tube-in-Tube-Reaktor nicht ohne Weiteres moglich ist.
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3.2 Vakzinsynthese auf Basis des N-methylierten MUC1-
Glycopeptids

Die Synthese einer N-Methylglycopeptid-Antigen enthaltenden Antitumorvakzine erfolgt in
vier Schritten. Zunéchst wird der N-Acetylgalactosamin-Threonin-Baustein (Tn-Thr) in einer
7+2-stufigen Synthese aufgebaut. AnschlieBend wird das Tn-Thr N-methyliert und danach
mittels Festphasensynthese in das Glycopeptid integriert. Durch die darauffolgende Konjuga-
tion an immunogene Proteine entsteht die vollsynthetische Antitumorvakzine, die das

N-methylierte MUC1-Glycopeptid enthilt.

3.2.1 Synthese des N-Acetylgalactosamin-Threonin-Konjugats

Das Tn-Antigen besteht aus einem N-acetylierten Galactosamin, welches O-glycosidisch an
Threonin oder Serin gebunden ist. Es hat vor allem als Bestandteil in Glycopeptiden eine im-
munologische Bedeutung.!'”! Bereits 1986 wurden diese T- und Tyx-Strukturen von Kunz et al.

synthetisiert und in Peptide integriert,!"”!

um Antigene zur Immunisierung zu erhalten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das geschiitzte Ty-Threonin 17 unter Mitarbeit von [}
B (crgcstellt. Dazu wurde zunichst ausgehend von D-Galactose (10) 3,4,6-Tri-O-
acetyl-2-azido-2-desoxy-galactosylbromid (14) synthetisiert. Der Baustein diente als Donor

%891 eines Threonin-Derivats, welches zuvor am N-Terminus Fmoc und

zur Glycosylierung!
am C-Terminus fert.-Butyl geschiitzt (9) wurde. Ein Uberblick iiber die gesamte Ty-Thr-
Synthese ist in Schema 3.6 dargestellt.

Zunichst wurde L-Threonin (7) in zwei Stufen modifiziert. In der ersten Stufe konnte in 99 %
Ausbeute der Aminoterminus mittels N-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-
succimidylcarbonat (Fmoc-OSu) Fmoc-geschiitzt werden.!'®” Die zweite Stufe ist eine von
CuCl vermittelte Veresterung mit tert-Butanol, die den Fmoc-Thr-'"Bu-Ester (9) in 43 % Aus-

beute lieferte.!'*!
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1) HCIOy,, Ac,O AcO
OH_OH )40°C41h2 OAc Zn/CuSO4 AcO _OAc  CAN, NaN3 AcO OAc
HO % > AcO (@]
AcO
OH'OH 2)HBr, 23°C, 20 h AcOg,~ ACOH/H,0 = MeCN, N, 'ONO,
10 84% 44 -5°C.1h 9% 4o 20°CT8N 459
LiBr
MeCN
23°C, 19 h
NaHCOj,, DCC, ‘BuOH,
HOICHs Fmoc-OSu HO_-CHs CuCl HOICH3 AcO _OAc
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Schema 3.6: Synthese des Ty-Thr-Konjugats im Uberblick

Der Aufbau des Galactosamin-Bausteins 14 erfolgte in finf Stufen. Zuerst wurde
D-Galactose (10) vollstidndig acetyliert und anschlieend mit 33 %iger Bromwasserstoffsdure
in Eisessig in das a-Galactosylbromid 11 iiberfiihrt."'* Die darauffolgende reduktive Elimi-
nierung von Bromid und Acetat erfolgte mittels aktiviertem Zink und lieferte das Galactal 12
in einer Ausbeute von 96 %.!"%*! Im Folgenden wurde das Galactal 12 mit Hilfe von Ceram-
moniumnitrat (CAN) und Natriumazid in einer von Lemieux et al. beschriebenen Radikalre-
aktion zum Azidonitrat 13 umgesetzt.!'°" AnschlieBend konnte der Azidogalactosylbromid-
Donor 14 unter wasserfreien Bedingungen mit trockenem LiBr in Acetonitril in 76 % Ausbeu-
te selektiv als a-Anomer erhalten werden.!'*"

Die Kupplung des Galactose- (14) und des Threonin-Bausteins (9) erfolgte durch eine
K6nigs-Knorr-Glycosylierung nach Paulsen.”™'%! Dabei wurde das Threonin-Derivat 9 mit
Silbercarbonat und Silberperchlorat unter wasserfreier Argon-Atmosphére vorgelegt und
unter Lichtausschluss das Galactosylbromid 14 zugegeben.!'” Obwohl die Bildung des
a-Anomers aufgrund des anomeren Effekts bevorzugt ist, wurde dennoch ein o,-Gemisch
erhalten. Das B-Anomer konnte chromatographisch abgetrennt und das anomerenreine
Kupplungsprodukt 15 in einer Ausbeute von 56 % isoliert werden.

Im weiteren Verlauf wurde die Azidofunktion an C-2 durch mit Kupfersulfat behandeltem
Zink reduziert und gleichzeitig durch das Gemisch aus THF/Acetanhydrid/Essigsdure (3:2:1)

N-acetyliert.""” Fiir den Einsatz in der Festphasenglycopeptidsynthese musste zuletzt noch
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die Carboxylfunktion freigelegt werden. Dies gelang mit Trifluoressigsdure in Gegenwart von
Wasser in 74 % Ausbeute.”” Somit wurde der geschiitzte Tny-Thr-Baustein 17 in einer Ge-

samtausbeute von 7 % aus D-Galactose erhalten.

3.2.2 N-Methylierung von Glycosylaminosiuren

Der starke Einfluss einer N-Methylgruppe auf die physikalischen Eigenschaften des modifi-

zierten Molekiils wurde bereits in Kap. 3.1.1 ausfiihrlich beschrieben. Durch fehlende Was-

B8 induzierte furn-Strukturen®” oder die Ausbildung dquivalenter cis/frans-

[55,56]

serstoffbriicken,
Konfigurationen wird die Peptid-Konformation stark verdndert. Eine solche Konformati-
onsdnderung durch die Einfiihrung einer N-Methylgruppe kann z. B. in MUC1-Glycopeptiden
neben dem Glycosylierungsmuster entscheidend fiir die Tumorselektivitit der resultierenden
Vakzine sein.

Bisher sind weder eine N-Methylierung des Tn-Antigens in der Literatur beschrieben, noch ist
der Einfluss einer N-Methylgruppe auf die Vakzine bekannt. Dies soll aber nach erfolgreicher
N-Me-Tn-Synthese im spiteren Verlauf untersucht werden. Dazu erfolgte zunichst die
N-Methylierung des Tn-Threonins bereits auf der Stufe des Tn-Bausteins, da eine nachtréagli-
che, selektive Substitution am fertigen Peptid nahezu unmdéglich ist. Wie bereits in Kap. 3.1.1
beschrieben gibt es zahlreiche Methoden eine N-Methylgruppe einzufiithren, wovon allerdings
viele unter basischen Reaktionsbedingungen durchgefiihrt werden miissen. In Anbetracht des
stark funktionalisierten, gegeniiber Basen zur B-Eliminierung neigenden Substrats ist daher
die siurekatalysierte Synthese nach Freidinger et al.”* am besten fiir diese Umsetzung geeig-
net.

Ausgehend von Freidingers Reaktionsbedingung wurde zunidchst die Oxazolidinonsynthese
optimiert (Tabelle 3.14). Unter Katalyse durch p-TsOH sollte hier selektiv der Formaldehyd
aktiviert werden, ohne dabei die hydrolyseempfindliche O-glycosidische Bindung zu spalten.
Im Allgemeinen sind a-O-glycosidische Bindungen O-acetylierter Glycane weniger empfind-
lich gegeniiber sdurekatalysierter Hydrolyse als B-O-glycosidische Bindungen, sodass eine
Spaltung des vorliegenden a-O-Glycosids relativ unwahrscheinlich ist. Als Substrat diente
zunichst das Fmoc-Tx-Thr-O'Bu 16, das unter den gegebenen Bedingungen die siurelabile
Schutzgruppe wihrend der Ringbildung verlieren sollte, wodurch insgesamt ein Synthese-

schritt eingespart werden konnte.
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Tabelle 3.14: Optimierung der Reaktionsbedingungen zur Ty-Thr-Oxazolidinonsynthese

AcO _OAc AcO _0OAc
le) O
AcO AcO

AcHN (HCHO),, p-TsOH AcHN
O.__CH, O _CHj

_ I Fmoc.
R ='Bu, 16 Fmoc\N COOR NIfO

o

R=H, 17 H 18
Eintrag R=  Losungsmittel Zeit Temperatur Umsatz Ausbeute
1 ‘Bu Toluol 3h 80 °C n. b. n. b.
2 ” ” 3h 70 °C n. b. 70 %
3 ” ? 24 h 25-65°C 100 % 43 %
4 ” Chloroform ” ” 100 % 51 %
5 ” Acetonitril ” ” 95 % 82 %
6 ” ? 6d 25-60°C n. b. 81 %
7 H ? “ ” n. b. 70 %

Reaktionsbedingungen: Fmoc-Thr-(0Ac;GalNAc)-0'Bu (16) (9.50 - 79.8 mg, 13.1 - 110 umol) bzw. Fmoc-Thr-
(aAc;GalNAc)-OH (17) (32.7 mg, 48.8 umol), p-TsOH 1.0 - 1.5 Aquiv., Paraformaldehyd 50 - 100 mg, 1.0 -
5.0 mL Losungsmittel. Umsatz wurde iiber 'H-NMR bestimmt. Isolierte Ausbeuten.

In Vorversuchen wurde die Stabilitit des Substrats 16 unter den Literaturbedingungen™* un-
tersucht. Dabei wurde das Tn-Thr 16 zusammen mit Paraformaldehyd und p-TsOH in Toluol
3 Stunden wegen der Warmelabilitidt des Edukts bei 80 °C und nicht wie beschrieben unter
Riickfluss erhitzt (Eintrag 1). Unter diesen Bedingungen wurden neben dem gebildeten Pro-
dukt 18 diinnschichtchromatographisch zahlreiche Nebenprodukte beobachtet. Diese konnten
allerdings auch mit Hilfe von HPLC-MS Messungen nicht identifiziert werden. Auch bei
70 °C in Toluol war der Umsatz nach 3 Stunden vollstindig (DC), aber erneut kam es zur
Ausbildung von Nebenprodukten (Eintrag 2). Eine weitere Absenkung der Temperatur auf
25 - 65 °C lieferte erst nach 24 Stunden einen vollstdndigen Umsatz, jedoch entstanden nun
durch die lange Reaktionszeit weitere Nebenprodukte, sodass das Oxazolidinon 18 in nur
43 % Ausbeute erhalten werden konnte (Eintrag 3). Tiefere Temperaturen wiirden die trige
Reaktion nur zusdtzlich verldngern, daher wurden zunichst andere Losungsmittel untersucht.
Durch den Einsatz von Chloroform konnte keine Verbesserung erzielt werden. Auch hier war
der Umsatz zwar vollstindig, aber durch die Entstehung unerwiinschter Nebenprodukte ist die
Ausbeute relativ gering. (Eintrag 4). Analog zur N-Methylaminoséduresynthese lieferte Aceto-
nitril als Losungsmittel die besten Ergebnisse, denn es vermag neben der guten Loslichkeit
von Paraformaldehyd (s. Kap. 3.1.2) auch die polaren Zwischenstufen besser zu stabilisieren.
Die Umsetzung verlief unter diesen Bedingungen nahezu quantitativ (Eintrag 5). Dadurch,
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dass kaum Nebenprodukte entstanden konnte die Ausbeute auf 82 % gesteigert werden. Um-
satzsteigerungen durch verldngerte Reaktionszeiten von 6 Tagen wurden nicht erreicht (Ein-
trag 6). Auch durch Nachdosierung von p-TsOH oder Paraformaldehyd konnte die Reaktion
nicht beschleunigt werden.

Um zu tiberpriifen, ob die gleichzeitige Deblockierung der Carboxylgruppe die Reaktionsge-
schwindigkeit negativ beeinflusst, wurde das Fmoc-Tn-Thr-OH 17 unter den gleichen Bedin-
gungen zur Reaktion gebracht. Hier jedoch zeigte sich auch nach 6 Tagen diinnschichtchro-
matographisch kein vollstindiger Umsatz (Eintrag 7). Insgesamt konnte bei der Reaktion mit
Tn-Thr-OH 17 keine Verbesserung beobachtet werden, sodass die separate, vorangestellte
tert-Butylester-Abspaltung durchaus eingespart werden kann.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die erste Stufe zur Synthese des N-Methyl-Ty-Threonins
erfolgreich entwickelt werden. Die Synthese erfordert lange Reaktionszeiten bei gleichzeitig
moglichst milden Reaktionsbedingungen, da es ansonsten zur Ausbildung von Nebenproduk-
ten kommt. Unter diesen Bedingungen konnte das als ‘Bu-Ester geschiitzte Ty-Thr 16 in nur
einem Syntheseschritt gleichzeitig deblockiert und in hohen Ausbeuten von bis zu 82 % zum
Glycosyloxazolidinon 18 umgesetzt werden.

Im néchsten Schritt wurde die reduktive Ringdffnung optimiert. Hierbei wurden, wie bereits
bei der N-Methylaminoséduresynthese, TFA und TES als Reduktionsreagenzien verwendet. Im
Gegensatz zur Oxazolidinonsynthese konnte sich hier die Verwendung der stdrkeren Trifluo-
ressigsdure in Kombination mit TES als problematisch gegeniiber der hydrolyseempfindlichen
O-glycosidischen Bindung erweisen, denn es ist bekannt, dass die Kombination aus TFA und
TES Acetalbindungen spalten kann. ')

Bestérkt durch die sehr guten Ergebnisse aus der N-Methylaminoséuresynthese im Tube-in-
Tube-Durchflussreaktor (Kap.3.1.1), sollte zunéchst diese milde und gleichzeitig beschleunig-
te Methode auf das vorliegende empfindliche Substrat angewandt werden. Hierzu wurde das
Oxazolidinon zunéchst unter den zuvor ermittelten Bedingungen im Reaktor (Abbildung 3.1)
umgesetzt. Aufgrund der Reaktionstragheit des Substrats wurde allerdings direkt die doppelte

Menge an TES eingesetzt. Die Durchflussexperimente sind im Tabelle 3.15 zusammengefasst.
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Tabelle 3.15: Reduktive Ringdffnung des Ty-Thr-Oxazolidinons im Tube-in-Tube-Reaktor

AcO _OAc AcO _0OAc
o} o}
AcO H*, Et,SiH  AcO
AcHN AcHN

—_— CH
Oy CFe Lésungsmittel, I °
Fmoc. O 2-3mlh Fmoc.\ “~coon
18 L4 19 CH,
Eintrag  Séure Et;SiH Flussrate Losungsmittel Temperatur Umsatz
1 TFA 0.05 mL (7 Aquiv.) 3 mL/h Acetonitril 75°C 9%
2° HCl-Gas 0.1 mL (14 Aquiv.) ” 7 7 0 %
3 TFA ” 2mL/h  Chloroform 50°C 0%

Reaktionsbedingungen: Fmoc-Oxazolidinon 18 (30 mg, 44 pmol), TFA (1.50 mL, 19.5 mmol), Triethylsilan,
Losungsmittel (1.5 mL). Umsitze wurden mittels 'H-NMR bestimmt. * HCI-Gas wurde aus NH,CI und konz.
H,SO, erzeugt und durch die Membran eingeleitet.

Unter den optimierten Reaktorbedingungen aus der N-Methylaminosduresynthese (3 mL/h,
75 °C) wurde nach einer Reaktionszeit von 2 h lediglich ein geringer Umsatz von 9 % beo-
bachtet, allerdings sind auch keine Hydrolyseprodukte entstanden (Eintrag 1). Die Verwen-
dung von HCI-Gas anstelle von TFA als Protonierungsquelle lieferte kein Produkt, da HCI als
sehr starke Saure mit dem Organosilan unter Wasserstoffentwicklung reagiert (Eintrag 2).'*
Auch mit Chloroform als Losungsmittel, wie von Freidinger et al. beschrieben, fand selbst bei
erniedrigter Flussrate von 2 mL/h und 50 °C keine Reaktion statt (Eintrag 3).

Da unter den ohnehin schon langen Verweilzeiten keine bzw. nur sehr geringe Umsétze beo-
bachtet wurden, erscheint die Durchflussanwendung fiir diese zeitintensive Umsetzung nicht
geeignet zu sein, sodass im Folgenden auf die klassische Reaktionsfithrung zuriickgegriffen

wurde. Dazu wurden zunichst die Durchflussbedingungen aus Eintrag 1 in einen Kolbenan-

satz iibertragen. Die ersten Optimierungsschritte sind in Tabelle 3.16 zusammengetragen.
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Tabelle 3.16: Optimierung der Reaktionsbedingungen zur reduktiven Ringdffnung im Kolben

AcO _OAc AcO _0OAc
o) o}
AcO TFA, EtssiH A0 peny
ACHNO CHS . OICH3
Fmoc\NI%o Fmoc\,Tl COOH
18 L0 19  CH;,
Eintrag  Losungsmittel Et;SiH Temperatur  Zeit Umsatz  Ausbeute
1 Acetonitril 8.5 Aquiv. 75 °C 25h 5% -
2 ” 21 Aquiv. 25-70°C  24h 46 % -
3 Toluol ” ” ” 26 % -
4 Chlorbenzol ” ” » 41 % -
5 Chloroform ” 25-50°C ” 73 % 61 %
6" ” 27 - 54 Aquiv. 25°C 6d 95 % 88 %

Reaktionsbedingungen: Fmoc-Oxazolidinon 18 (5.10 - 80.1 mg, 7.47 - 117 umol), TFA Uberschuss (0.25 -
1.0 mL), Triethylsilan, 0.5 - 2.0 mL Losungsmittel. Umsatz wurde iiber 'H-NMR bestimmt. * Zugabe von zusiitz-
lichem Triethylsilan nach 3 Tagen auf 54 Aquiv. (1.00 mL, 6.26 mmol).

Wiéhrend der gesamten Reaktionszeit wurde der Umsatz mittels DC kontrolliert. Unter den
aus dem Durchflussreaktor iibertragenen Bedingungen war nach 2.5 Stunden kaum eine Reak-
tion eingetreten (Eintrag 1). Durch Erh6hung der Triethylsilanmenge bei gleichzeitig verlan-
gerten Reaktionszeiten konnte der Umsatz auf 46 % gesteigert werden (Eintrag 2). Generell
zeigt sich die reduktive Ringdffnung im Vergleich zur vorhergehenden Oxazolidinonsynthese
gegeniiber langerem Erhitzen unempfindlicher, denn bei gleicher Reaktionstemperatur und
trotz eines massiven Uberschusses an TFA wurden hier keine Nebenreaktionen oder gar Gly-
cosidspaltungen beobachtet. Erneut konnte allerdings ein groBer Einfluss des Losungsmittels
auf die Synthese beobachtet werden. Aromatische Losungsmittel wie Toluol oder Chlorbenzol
sind nicht geeignet und liefern geringe Umsétze (Eintrag 3, 4). Wéahrend im Durchfluss Ace-
tonitril die besten Ergebnisse ergab, ist Chloroform bei dieser Umsetzung im Kolben das
tiberragende Losungsmittel. Acetonitril vermag zwar aufgrund seiner héheren Polaritit die
Zwischenstufen besser zu stabilisieren, jedoch besitzt TFA in Chloroform die hohere Proto-
nierungskraft und kann somit die Reaktion insgesamt beschleunigen. Aufgrund des niedrige-
ren Siedepunkts von Chloroform wurde die Temperatur auf max. 50 °C reduziert. Dennoch
konnte bei gleichbleibender Reaktionszeit ein Umsatz von 73 % beobachtet werden, wobei
keine Nebenprodukte entstanden (Eintrag 5). Analog zu Freidinger et al. wurde auch eine
Synthese bei Raumtemperatur durchgefiihrt, welche mittels DC einen sehr trigen Verlauf
zeigte (Eintrag 6). Trotz der bereits zu Beginn stark erhohten Triethylsilanmengen verlief die

Reaktion allerdings erst nach 6 Tagen und einem zusitzlichen, groBen Uberschuss an Reduk-
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tionsmittel anndhernd quantitativ. Eine Verldngerung der Reaktionszeit auf 9 Tage lieferte
hier keine Umsatzsteigerung. Nach 6 Tagen konnte das Produkt 19 in 88 % Ausbeute isoliert
werden. Im néchsten Schritt wurde der Einfluss des Reduktionsmittels auf die Reaktionsge-

schwindigkeit untersucht (Tabelle 3.17).

Tabelle 3.17: Optimierung des Reduktionsmittels

AcO _OAc AcO _0OAc
0 TFA, go
Aco%m Reduktionsmittel AcO AcHN

O__CHy — = O.__CHs
CHCl3, 24 h, I
FmOC\NkO 25-50°C Fmoc\'}l COOH
18 —c} 19  CH,
Eintrag Reduktionsmittel Umsatz
1 'Pr;SiH 45 %
2 Ph,SiH, 0%

Reaktionsbedingungen: Fmoc-Oxazolidinon 18 (7.90 mg bzw. 13.0 mg, 11.6 pmol bzw. 19.0 umol), TFA Uber-
schuss (0.5 mL, 6.49 mmol), Reduktionsmittel (23 Aquiv.), 0.5 mL Chloroform. Umsatz wurde iiber '"H-NMR
bestimmt.

Unter den optimierten Reaktionsbedingungen lieferte Triisopropylsilan (TIS) schlechtere Er-
gebnisse, und mit Diphenylsilan (DPS) wurde kein Umsatz beobachtet (Eintrag 1, 2). Dies
liegt an den reduzierten Hydrid-Donoreigenschaften von TIS und DPS im Vergleich zu TES.
Das Reduktionsvermdgen von Organosilanen ist abhéngig von den Substituenten am Silizium
und wurde wie folgt gereiht: TES > TIS > DPS.!"® "% Dies entspricht den experimentellen
Ergebnissen.

Von Arvidsson et al. wurde der Einsatz von Lewis-Séuren als Katalysatoren anstelle von TFA
zur N-Methylaminosiuresynthese beschrieben.’®! Exemplarisch wurden deshalb AICl; und

ZnCl; als Alternativen untersucht (Tabelle 3.18).

Tabelle 3.18: Einsatz von Lewis-Sduren als Katalysatoren bei der reduktiven Ringoffnung

AcO _OAc AcO _0OAc
(e} Lewis-Saure, (e}
AcO Et,SiH AcO
AcH NO AcHN

Hg — = O.__CHj
CHCly, 24 h, I
Fmoc. O RT-50°C Fmoc\,}j COOH
18 0 19  CH,
Eintrag Lewis-Séure Umsatz
1 AlICl; -
2 ZnCl, -

Reaktionsbedingungen: Fmoc-Oxazolidinon 18 (13 mg, 19.0 pmol), Triethylsilan (21 Aquiv.), AICI; (4.6 mg,
34.4 umol, 1.8 Aquiv.), ZnCl, (9.2 mg, 67.5 pmol, 3.6 Aquiv.), 0.5 mL Chloroform. Umsatz wurde iiber
'H-NMR bestimmt.
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Zwar zeigte sich das Substrat 18 gegeniiber grolen Mengen an TFA als hydrolysestabil, aber
in Ubereinstimmung mit der Literatur wird bei der Verwendung von starken Lewis-Siuren
wie Aluminium- und Zinkchlorid die a-O-glycosidische Bindung dennoch gespalten.!'?!'!]
Mittels HPLC-MS konnten lediglich Spuren des Produkts nachgewiesen werden.

Erstmals konnte durch Optimierung der Reaktionsbedingungen von Freidingers Synthese der
Fmoc-Tx.Thr-tert-Butylester 16 und Fmoc-Tn-Threonin selbst (17) erfolgreich N-methyliert

[19%8] stabil gegeniiber sauren Reakti-

werden. Das Glycosid ist entgegen der Literaturangaben
onsbedingungen, denn auch in Gegenwart iiberschiissiger TFA in Kombination mit TES wur-
den keine reduktiven Bindungsspaltungen beobachtet. Im Allgemeinen ist die Oxazolidinon-
synthese empfindlicher gegeniiber hohen Temperaturen, erfordert lingere Reaktionszeiten
und fiihrt leichter zur Bildung von Nebenprodukten. Die reduktive Ring6ffnung dagegen lie-
ferte konstant gute Ergebnisse, jedoch muss auf den Einsatz von starken Lewis-Séuren ver-
zichtet werden, da diese die O-glycosidische Bindung spalten.

Im Folgenden wurde untersucht, ob weitere Glycosylaminosduren nach dieser Methode

N-methyliert werden konnen, wodurch sich zahlreiche weitere Variationsmoglichkeiten in

spateren Peptiden und Vakzinen eroffnen.

Iy-Serin
Das Tn-Ser-O'Bu 20 wurde bereitgestellt von Herrn Dipl.-Chem. Markus Glaffig!'?! und un-
ter den optimierten Reaktionsbedingungen sowohl mit (20) als auch ohne (21) 'Bu-

Schutzgruppe umgesetzt (Schema 3.7). Die Reaktionen wurden mittels DC verfolgt.

AcO _OAc AcO _0OAc AcO _0OAc
(0] (0] (0]
Acogﬁ (HCHO),. p-TSOH Acoéﬁ TFA, EtSiH Acoéﬁ
AcHNO - AcHN AcHNO

e

0
)\ MeCN CHCl,, 3 d, l
° Fmoc.
Fmoc.  “NcooRr 1-6d Fmoc. O 25-40°C N” “COOH
H 25-60 °C 4 CHs
R = Bu, 20 R=Bu=70% 99 %
R=H,21 R=H=82% 22 23

Schema 3.7: N-Methylierung des Ty-Serins in zwei Stufen

Hier zeigt sich, dass im Gegensatz zum Thr-Analogon 16 die ‘Bu-Schutzgruppe einen stark
verlangsamenden Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit hat. Nach 6 Tagen bei maximal
60 °C lief die Reaktion von 20 zwar nebenproduktfrei, aber nicht vollstandig ab, sodass 70 %
Ausbeute erreicht wurden. Mit dem deblockierten Fmoc-Tn-Ser-OH 21 konnte dagegen be-
reits nach 24 Stunden und bei maximal 40 °C ein hoherer Umsatz erzielt werden und 77 %

Ausbeute an Oxazolidinon 22 wurden erreicht. Wurde das Tx-Ser-OH 21 lediglich bei Raum-
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temperatur geriihrt, vergingen 6 Tage bis kaum noch Umsatzdnderungen sichtbar waren. Un-
ter diesen Bedingungen konnten 82 % des Produkts isoliert werden.

Generell verlief die Reaktion zum Tn-Ser-Oxazolidinon 22 in Acetonitril sehr selektiv ohne
die Ausbildung von Nebenprodukten. Wie zuvor, konnte auch durch Nachdosierung von
p-TsOH oder Paraformaldehyd keine Reaktionsbeschleunigung oder Umsatzsteigerungen
erzielt werden.

Die reduktive Ringoffnung gestaltete sich beim Serin-Antigen problemlos. Unter den bekann-
ten Reaktionsbedingungen reagierte das Oxazolidinon 22 mit TFA und TES in Chloroform,
bei ebenfalls max. 40 °C, innerhalb von 3 Tagen selektiv in einer Ausbeute von 99 % zum

N-Methyl-Tn-Ser 23.

Sialyl-Ty-Threonin
Zur Synthese des N-Methyl-STn-Antigens 26 wurde das Sialyl-Tx-Thr-OH 24 von Herr Dr.
Sebastian Hartmann bereitgestellt (Schema 3.8).['"!

AcO OAc AcO OAc AcO OAc
OAc COOBn OAc COOBn OAc COOBn
AcHN—Lr L/ AcHN—r~ L7, AcHN—Lr L/
AcO AcO AcO AcO AcO AcO
o) o) o)
AcO (HCHO),, AcO . AcO
AcHN p-TsOH AcHN TFA, EtsSiH AcHN
O_ _CHy —— O_ _CHy — > O. _CHs
- I MeCN CHCl3, 3 d, Fro I

MmoCsN"ScooH  3-6d Fmoc~y O 25.40°C “N”COOH
24 25-40°C  5p9 0 25 95%  CHz 26

Schema 3.8: N-Methylierung des Sialyl-Ty-Threonins in zwei Stufen

Aufgrund der hoheren Komplexitidt wurde das empfindliche Substrat direkt bei max. 40 °C
unter den bekannten Reaktionsbedingungen zum Oxazolidinon 25 umgesetzt. Auch hier wur-
de der Reaktionsverlauf mittels DC kontrolliert und zeigte einen insgesamt sehr trigen Ver-
lauf. Bereits nach 3 Tagen kam die Reaktion praktisch zum Erliegen, sodass auch nach
6 Tagen und nachtriglichen p-TsOH- und Paraformaldehydzugaben nicht mehr als 52 %
Ausbeute erzielt werden konnten.

Analog zum Ty-Serin-Analogon verlief die sdurekatalysierte Ringdffnung unproblematisch.
Innerhalb von 3 Tagen bei max. 40 °C in Chloroform konnte das STn-Oxazolidinon 25 sauber
und ohne jegliche Hydrolyseprodukte in einer Ausbeute von 95 % zum N-Methyl-STx-

Threonin 26 umgesetzt werden.
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C-Glycosyl-Tyrosine

Die verwendeten Tyrosin-C-Glycoside 27 und 30 wurden von [ GGG

synthetisiert und bereitgestellt.*”! Beide C-Glycoside wurden ohne Carboxylschutzgruppe zur

Oxazolidinonsynthese eingesetzt (Schema 3.9).

Bn
AcO AcO AcO
Bn OBn Bn
(HCHO), p -TsOH Kat., Et3S|
Fmoc. Fmoc Fmoc .

COOH MeCN CHCl3, 3 d, COOH
4d,25-40°C oo 25-50°C Kat. CH3
27 ° = TFA: 64 % 29
= AlCl3: 71 %
(HCHO),
cooH T p-TSOH. Kat., EtgsiH COOH
NH weon N chel, 34 N
Q 4 3 O AN
MQ;?/ 6d,25-40 C Fmoc’ 25 - 50 C 7 OBn Fmoc™ CHj
BnOOBn n
30 . Kat. 32
85 % =TFA: 59 %
= AICly: 54 %

Schema 3.9: N-Methylierung der C-Glycosyl-Tyrosine in zwei Stufen

Das Glucose-Derivat 27 reagierte bei max. 40 °C in Acetonitril nach 4 Tagen und das Fucose-
Derivat 30 nach 6 Tagen glatt und frei von Nebenprodukten zu den entsprechenden Oxazoli-
dinonen 28 und 31. Uber diese Reaktionszeit hinaus wurden diinnschichtchromatographisch
keine Verdnderungen mehr beobachtet, sodass die Produkte 28 und 31 in 91 % bzw. 85 %
Ausbeute isoliert werden konnten.

Die zweite Stufe verlief ebenfalls ohne Schwierigkeiten und Nebenreaktionen, jedoch kam sie
in beiden Féllen nach 3 Tagen zum Stillstand. Somit konnte nach dieser Zeit bei max. 40 °C
in Chloroform lediglich 64 % bzw. 59 % der N-Methylglycosylaminosédure 29 bzw. 32 isoliert
werden. Da es sich um hydrolysestabile C-Glycoside handelt, wurde hier erneut eine von
AICI; vermittelte Reaktion untersucht. Zwar entstanden nach dieser Methode keine Neben-
produkte, allerdings blieb die erwartete Reaktionsbeschleunigung bzw. Umsatzsteigerung
ebenfalls aus Hierbei konnte das N-methylierte Glucose-Derivat 29 in 71 % Ausbeute und das
N-methylierte Fucose-Derivat 32 in 54 % Ausbeute erhalten werden.

Die Produktvielfalt zeigt, dass diese Methode zur N-Methylierung auch erfolgreich auf andere
Glycosylaminosdure-Strukturen tibertragen werden kann. Mit einigen substratspezifischen
Anpassungen der Reaktionsbedingungen, konnten neben C-Glycosylaminosiduren weitere,
teilweise sehr empfindliche O-Glycosylaminosduren in guten bis sehr guten Ausbeuten
N-methyliert werden. Wie bereits bei den N-Methylaminoséduren wirkt sich die Substitution

am Stickstoff auf die cis/trans-Konformation aus. Rotamerenbildungen sind allerdings haupt-
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sdchlich bei den N-Methylglycosylaminosduren beobachtet worden und weniger unter den
Oxazolidinonen. Das Vorliegen der Rotamere ist u. a. durch Signalverdoppelungen des

N-Methylsignals im 'H- und *C-NMR nachweisbar.
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3.2.3 Glycopeptidsynthesen

Das synthetisierte N-Methyl-Tn-Threonin 19 soll nun in Peptidfestphasensynthesen eingesetzt
werden, um als Teil einer Antitumorvakzine fungieren zu kénnen. Im Allgemeinen bestehen
viele bisher entwickelte Antitumorvakzine aus drei Komponenten, dem Glycopeptid, einem
Abstandshalter und einem immunogenen Protein (Abbildung 3.5).54 Der Dreikomponenten-
aufbau ist notwendig, da das Glycopeptid (B-Zell-Epitop) selbst nicht ausreichend immuno-
gen ist und daher an immunogene Proteine (T-Zell-Epitope) gekniipft werden muss. Eine di-
rekte Aneinanderkniipfung der Epitope wiirde allerdings zu einer gegenseitigen, konformati-
ven Beeinflussung fiithren. Die charakteristische Konformation der Epitope ist jedoch fiir die
Wirksamkeit der Vakzine wichtig. Um diese zu erhalten, wird zur raumlichen Trennung zu-

sétzlich ein nicht-immunogener Spacer als Abstandshalter eingefiigt.

N\

AN

o
> H :
T-Zell-Epitop _N \/\O/\/o\/\o/\)kN B-Zell-Epitop
T-Zell-Epitop H

z. B. BSA oder TTox Spacer Glycopeptid
N T

Abbildung 3.5: Allgemeiner Aufbau einer Dreikomponentenvakzine.

Beim Glycopeptid handelt es sich um eine Partialsequenz des MUC1-Mucins, welches in tu-
morassoziierter Form im Zusammenhang mit verschiedenen Krebsarten {iberexpremiert wird.
Diese MUCI-Strukturen werden vollsynthetisch nachgestellt, da aus Tumorgewebe isoliertes
MUCI1 wegen seiner Mikroheterogenitit nicht selektiv zur Immunisierung eingesetzt werden
kann (siehe Kap. 1). Zur Synthese der Vakzine wird zunichst das Glycopeptid an fester Phase
aufgebaut.

3.2.3.1 Allgemeines zur Peptidfestphasensynthese

Peptide und Glycopeptide koénnen prinzipiell auf zwei Arten synthetisiert werden, in Losung
und an fester Phase. Dabei hat die Festphasensynthese nach Merrifield''¥ erhebliche
Vorteile, denn wihrend der Synthese ist der wachsende Peptidstrang an eine polymere Matrix
gebunden, und alle weiteren Reagenzien liegen in Losung vor. Dadurch konnen die im
Uberschuss eingesetzten Reagenzien nach jedem Reaktionsschritt durch Filtration und
Waschen ohne groBen Aufwand entfernt werden. Nach diesem Verfahren lassen sich

automatisiert Peptidstringe von 2 bis 50 Aminosduren effizient aufbauen. Der Aufbau erfolgt
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hierbei im Gegensatz zur Proteinbiosynthese vom C- zum N-Terminus. Im Allgemeinen
erfolgt die Kupplung einer Aminosdure in drei Stufen. Der schematische Verlauf einer

Festphasenpeptidsynthese ist in Abbildung 3.6 dargestellt.

(e}
@\NO Harz
H

1. Abspaltung der Schutzgruppe (SG)

2. Kupplung der nachsten geschutzten
Aminosaure (SG-AS-OH)

3. Capping

()

0 O
@NNO
H H n

Abbildung 3.6: Allgemeines Schema zur Festphasenpeptidsynthese nach Merrifield

Im ersten Schritt wird die N-terminale Schutzgruppe abgespalten und danach die néchste
Aminosdure mit Hilfe geeigneter Kupplungsreagenzien angekniipft. Nach jeder Kupplung
wird ein Capping-Schritt eingefiigt. Dabei werden nicht umgesetzte Aminofunktionen durch
Acetylgruppen blockiert, um die Ausbildung von Fehlsequenzen zu verhindern. Dieser Pro-
zess wiederholt sich nun, bis das Peptid seine vollstindige Lénge erreicht hat. Glycopeptide
werden nach dem gleichen Prinzip aufgebaut, allerdings werden an bestimmten Stellen statt
normaler Aminosduren zuvor synthetisierte Glycosylaminosduren eingesetzt. Zum Schluss
wird das Peptid bzw. Glycopeptid durch Spaltung des Ankers vom Harz abgetrennt.

Die unterschiedlichen Reaktionsbedingungen beim Kuppeln, Abspalten und Capping wihrend
der Festphasenpeptidsynthese erfordern eine genaue Abstimmung der Reagenzien sowie der
Substrate und deren Schutzgruppen. Vor allem ist bei der Syntheseplanung zu beachten, dass
Substrate mit orthogonal stabilen Schutzgruppen am Aminoterminus und den Seitengruppen

"] Hierzu kénnen grundlegend zwei Ansitze zum Peptidaufbau an der

verwendet werden.|
festen Phase genutzt werden, die Fmoc-"""" und die Boc-!"""""*! Strategie.

Bei der Boc-Strategie wird der Aminoterminus mittels sdurelabiler
tert-Butyloxycarbonylgruppe (Boc) geschiitzt. Daher sollten bei diesem Verfahren Aminoséu-
ren mit sdurestabilen Seitenschutzgruppen verwendet werden, um beim stark sauren Deblo-
ckierungsschritt nicht mit abgespalten zu werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden allerdings neben Aminosduren mit sdurelabilen Seiten-

109]

schutzgruppen auch siureempfindliche O-Glycoside!'"” eingesetzt, sodass die Fmoc-Strategie

herangezogen wurde. Die Fmoc-Schutzgruppe (9-H-Fluoren-9-ylmeth-oxycarbonyl) ist im
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Gegensatz zur Boc-Gruppe basenlabil und wird bei milden Bedingungen durch Piperidin
(34)"” unter Ausbildung eines Dibenzofulven-Piperidin-Addukts 37 gespalten (Schema
3.10).

/‘
gy e
O

H2N R 36 37
Schema 3.1 0.‘ Fmoc-Abspaltung mit Plperidin
Das Addukt 37 ist stark UV-aktiv, und mit Hilfe eines UV-Detektors kann iiber die Signalin-
tensitdt Auskunft zur Giite des vorangegangenen Kupplungsvorgangs gegeben werden. Die
basischen Reaktionsbedingungen nach der Fmoc-Strategie erlauben somit die Verwendung
sdurelabiler Seitenschutzgruppen wie tert-Butyl, Triphenylmethyl (Trityl) oder 2,2,5,7-
Pentamethyl-dihydrobenzofuran-5-sulfonyl (Pbf) sowie den Einsatz von O-Glycosiden.
Jede Festphasensynthese beginnt mit der Wahl eines geeigneten polymeren Trigers. Eine
wichtige Anforderung an das Harz ist eine gute Quellfdahigkeit in den verwendeten Losungs-
mitteln. Eine hohe Quellfdhigkeit erlaubt eine optimale Diffusion und gute Zugénglichkeit der
Reagenzien zu den Reaktionszentren. Zudem sollte die polymere Matrix wihrend der relativ
langen Reaktionszeiten mechanisch, chemisch und thermisch moglichst stabil sein.
Unter Berticksichtigung dieser Aspekte wird in der vorliegenden Arbeit ein Tentagel-Harz der
Firma Rapp Polymere verwendet. Das Harz besteht aus einem vernetzten Polystyrolgeriist mit

aufgepfropften Polyethylenglycol (PEG)-Seitenketten (Abbildung 3.7).

R R Q 38

Abbildung 3.7: Ausschnitt des Tentagel-Harzes mit angekniipften Trityl-Ankern
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Neben den oben beschriebenen Eigenschaften besitzt das Tentagel-Harz zudem eine hohe
Flexibilitit durch die PEG-Ketten und erleichtert dadurch die Synthese sterisch

(1200 yon entscheidender Bedeutung ist der direkt iiber die PEG-

anspruchsvoller Peptide.
Ketten an das Harz gebundene Anker, welcher die C-terminale Aminosdure der spéteren
Peptidkette tragt. Er sollte ebenfalls unter den Reaktionsverhéltnissen stabil und gleichzeitig
am Ende der Synthese unter so milden Bedingungen spaltbar sein, dass die Amid- oder
Glycosidbindungen nicht beeintrachtigt werden. Es gibt zahlreiche Ankersysteme die eine
individuelle Reaktionsfithrung erméglichen. In dieser Arbeit wurde der sdurelabile Trityl-
Anker verwendet, der bereits unter schwach sauren Bedingungen die Peptidabspaltung
ermoglicht, wobei gleichzeitig die ebenfalls sdurelabilen Aminosdureseitenketten entfernt
werden konnen. Von groBem Vorteil ist der Trityl-Anker zudem wegen seines groflen
sterischen Anspruchs, wodurch eine hdufig auftretende Nebenreaktion bei der Peptidsynthese

(1211 yerhindert werden kann.

nach der Fmoc-Strategie, die Diketopiperazinbildung,
Die Peptidsynthese beginnt mit der Ankniipfung der zweiten Aminoséure. Die Aminoséiure-
kupplung erfolgt immer mit Hilfe spezieller Kupplungsreagenzien. Das bekannteste Kupp-
lungsreagenz zur Kniipfung einer Peptidbindung ist Dicyclohexylcarbodiimid (DCC),!"** das
oft zur Peptidsynthese in Losung herangezogen wird. Fiir die Synthese an fester Phase ist es
jedoch weniger geeignet, da bei der Kupplung schwerlésliche Stoffe (DicyclohexylharnstofY)
ausfallen, die nur mithsam von der polymeren Matrix entfernt werden konnen. Neben DCC
gibt es zahlreiche weitere Kupplungsreagenzien.!'”! Am haufigsten verwendet werden die
Uroniumsalze  HBTU 39  (O-(1H-Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramethyluronium-
hexaﬂuorophosphat),[124’125] HATU 41 (O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramethyl-
126]

uronium-hexafluorophosphat)!'**! in Kombination mit den Additiven HOBt 40 (1-Hydroxy-
benzotriazol)!"*” und HOAt 42 (1-Hydroxy-7-azabenzotriazol)!'*! (Abbildung 3.8).

PR N— PFS N—
p/@?\l/ OH /0/4(?\‘/ OH
N N, NoeNo NN
N N Z >N Z N
HBTU, 39 HOB, 40 HATU, 41 HOA, 42

Abbildung 3.8: Verwendete Kupplungsreagenzien zur Festphasensynthese

Diese Uroniumsalze sind den meisten Kupplungsreagenzien in Bezug auf Reaktivitdt und
Unterdriickung von Racemisierung iliberlegen. Durch Zugabe der Additive HOBt und HOAt
wird ein reaktiver Aktivester 45 gebildet, wodurch die Aktivierung beschleunigt, die Basizitit

des Mediums abgesenkt und die Racemisierungsgefahr erheblich vermindert wird. Der Me-
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chanismus zur Aminosdurekupplung an fester Phase mit HBTU und HOBt ist in Schema 3.11

gezeigt.
o
o \ 0
PFe N— N 40 0
6\ @ < N (‘KNHFmoc
NoONT (o] N~ O N O\
@E N / QO%NHFmOC \N@\%NHFmoc - @EN\N :
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Schema 3.11: Mechanismus zur Aminosdurekupplung mit HBTU und HOBt an fester Phase

(e}
HzN\;)ko Harg
R

Der Kupplungsmechanismus beginnt mit der Deprotonierung der Aminosdure 43 und des
HOBts (40) mit N,N-Diisopropylamin (DIPEA). Danach kann der negativ geladene Car-
boxylatsauerstoff am Carbeniumion des HBTUs (39) angreifen, worauf deprotoniertes HOBt
austritt. Das zugesetzte bzw. freigewordene deprotonierte HOBt reagiert anschlieBend mit
dem Carboxyl-Kohlenstoff der Aminosdure unter Ausbildung des Aktivesters 45, wobei
N,N,N',N'-Tetramethylharnstoff abgespalten wird. Im letzten Schritt reagiert der Aktivester 45
selektiv mit der N-terminalen Aminogruppe des Peptidstrangs unter Ausbildung der
Amidbindung und Freisetzung eines protonierten HOBts.

Mit der Kombination aus HBTU und HOBt werden gew6hnliche Fmoc-Aminosduren an Pep-
tide angefiigt. Sterisch anspruchsvolle Verbindungen wie Glycosylaminosduren,

N- -MethylaminOsguren[ 128,129]

oder der Spacer miissen allerdings mit reaktiveren Reagenzien
gekuppelt werden. Am reaktivsten ist die Kombination aus HATU und HOAt, denn der zu-
satzliche, elektronenziehende Stickstoff im Ring erhoht die Aciditdt und ergibt somit fiir das
deprotonierte HOAt eine stabilere Abgangsgruppe. Der Aktivierungsmechanismus mit HATU
und HAOt verlduft analog zum abgebildeten Mechanismus in Schema 3.11.

In dieser Arbeit wurden wegen der Verwendung sterisch anspruchsvoller Kupplungspartner
ausschlieBlich diese beiden beschriebenen Uroniumsalz-Kombinationen als Kupplungsrea-
genzien verwendet.

Nach jedem Kupplungsschritt erfolgt abschlieBend das Capping. Dabei werden mit Ac,0,
DIPEA und HOBt offene Aminofunktionen N-acetyliert und Fehlsequenzbildungen durch

darauf folgende Kupplungen verhindert. Zusétzlich sind die dabei entstehenden verkiirzten
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Abbruchsequenzen am Ende der Synthese wesentlich leichter chromatographisch vom voll-

standigen Peptid abzutrennen.

3.2.3.2 Synthese des Triethylenglycol-Spacers

Wie bereits zu Beginn des Kapitels 3.2.3 erwidhnt ist die Verwendung eines Abstandshalters
(Spacer) zum Aufbau der Dreikomponentenvakzine unumgéinglich. Dabei ist die Entwicklung
und Synthese des Spacers an einige Anforderungen gekniipft. Er sollte selbst nicht immuno-
gen, unter physiologischen Bedingungen stabil und in der Festphasensynthese einsetzbar sein,
d. h. iiber eine Fmoc-geschiitzte Amino- und freie Carboxylfunktion verfiigen. In Anlehnung

[130,131]

an etablierte Synthesestrategien wurde dazu ein N-Fmoc-Triethylenglycol-Spacer ent-

wickelt,'*? der diesen Anspriichen geniigt. Die Synthese des Spacers 52 verliuft in sechs

Stufen'** und erfolgte unter Mitarbeit von ||| | | | || (Schema 3.12).

1) NEt3, MesClI
CH,Cl,, 4 h,
‘ Na Raumtemp of
HOA{/\/O}H = O'Bu HO{/\/ h %\/ h Bu
3 le} THF 2) NaN
o 3
46 a7 21 h, Raumtemp. 66 % DMF, 15 h, 60 °C 61%
Raney—N|, Ho
Isopropanol

22 h, Raumtemp.

TFA/H,0 f Fmoc-OSu ot
FmocHN{’\/ h FmocHN{’VO oBu_ HZN{/\/ h Bu

3
99 % 48 h, Raumtemp. 100 % (6] Aceton/H,0
51 23 h, Raumtemp.

Schema 3.12: Synthese des Triethylenglycol-Spacers

In der ersten Stufe wurde Triethylenglycol (46) in THF an Acrylsdure-tert-butylester (47) in
einer Ausbeute von 66 % addiert. Die Uberfithrung der endstindigen Hydroxylgruppe in ein
Azid (49) erfolgte in zwei Schritten, indem zunédchst das Mesylat gebildet und anschlieBend
durch nucleophile Substitution mit Natriumazid die Azidofunktion eingefiihrt wurde. Die
darauf folgende Reduktion mit Raney-Nickel unter einer Wasserstoffatmosphére lieferte das
Amin 50 in 55 % Ausbeute. Die fiir die Festphasensynthese wichtige Fmoc-Gruppe konnte
danach mittels  N-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-succimidylcarbonat  (Fmoc-OSu)
eingefiihrt werden. Im letzten Schritt wurde der sdurelabile ‘Bu-Ester mit TFA in einer
Ausbeute von 99 % in Wasser abgespalten. Die Synthese lieferte den Spacer 52 in einer
Gesamtausbeute von 22 %. Dieser kann nun analog zu einer Fmoc-geschiitzen Aminosdure im

Peptidsynthesizer eingesetzt werden.
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3.2.3.3 Synthese der MUCI-Glycopeptide

Die Konformation des MUCI1-Glycopeptids ist entscheidend fiir die Tumorselektivitdt der
induzierten Immunantwort."****! Sie wird maBgeblich durch das Glycosylierungsmuster und
die  Aminosduresequenz  bestimmt.””)  Nicht nur die Art und Anzahl der
Kohlenhydratseitenketten ist von Bedeutung, sondern auch die Position der Glycosylierung
im MUC1.?723%32734 e bereits in Kapitel 1 beschrieben, besitzt das MUC1 in seiner
tandem repeat-Region mit jeweils 20 Aminosduren fiinf potentielle Glycosylierungsstellen an

den Serinen und Threoninen (Abbildung 3.9).M

Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro

G S T AP P AHG VTS AP DTR P A P

Abbildung 3.9: Tandem repeat-Sequenz des MUC1

Der PDTRP-Region wird eine besondere rdumliche Struktur zugesprochen. Sie wurde auch
als immundominante Domine identifiziert.**"*”) Durch eine Wasserstoffbriickenbindung
zwischen der Carbonylgruppe des Prolins und dem Amidproton des Arginins entsteht eine
B-turn Struktur im Peptid.!"**! Dabei ragen die Aminosiuren APDTRP ,,Knauf-hnlich aus
dem gestreckten MUCI1-Riickgrat heraus und konnen somit gut von verschiedenen Antikor-
pern angegriffen werden.!**"*”) Glycosylierungen in diesem Bereich sind von kontroverser

[27

Immunogenitit. Es wurden fiir glycosylierte PDTRP-Sequenzen sowohl reduzierte,*” als

auch stark erhohte Immunantworten beschrieben.**"** Neben der PDTRP wird auch der Gly-
cosylierung in der GVSTA-Region ein sekundirstrukturgebender Effekt zugeschrieben.!'*?!
Entscheidender fiir die Konformation ist aber eine Glycosylierung in der STAPPA-
Sequenz.[27’l39]

In dieser Arbeit wurden daher die beiden strukturgebenden Regionen PDTRP sowie STAPPA
durch Verwendung des N-methylierten Tn-Threonins 19 modifiziert. Auf diese Weise soll
untersucht werden, ob die zusitzliche Methylgruppe einen Einfluss auf die Tumorselektivitét
der resultierenden Vakzine hat, indem diese ggf. turn-Struktur analog zur immundominanten
PDTRP-Region induzieren kann. Daher wurde das N-methylierte Tn-Thr 19 in die STAPPA-
und das nicht methylierte Ty-Thr 17 in die PDTRP-Sequenz eingebaut.

Die Aminosduresequenz wurde so ausgewéhlt, dass das empfindliche N-Methyl-Tn-Thr 19

moglichst kurz den harschen Reaktionsbedingungen im Synthesizer ausgesetzt ist, und die

Kette zusitzlich um zwei Aminosiuren, Gly und Ser, verlingert (siche Abbildung 3.9).2”
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Um den Einfluss der zusétzlichen Methylgruppe besser untersuchen zu konnen wurde zum
Vergleich ein Referenzpeptid mit zwei Ty-Antigenen und analogem Glycosylierungsmuster
synthetisiert. Im Folgenden wird zuerst die Synthese des Referenzpeptids 53 beschrieben
(Schema 3.13).

Beladung 0.17 mmol/g

o U
FmocHNjﬁfo O . O = Tentagel mit Fmoc-Ser(‘Bu)-OH
g

1. Fmoc-Abspaltung mit Piperidin (20 %) in NMP

2. Aminosaurekupplung
10 Aquiv. Fmoc-AS-OH, HBTU, HOBt, DIPEA in DMF
ACO_OAc AS: Gly, Pro, Ala, Pro, Arg(be)

o § o 3. Capping: kat. HOBt, Ac,O, DIPEA in NMP
\C!
AcHN 1. Fmoc-Abspaltung mit Piperidin (20 %) in NMP
I \ 2. Kupplung der Glycosylaminos&ure
17 Fmoos oo 2 Aquiv. Fmoc-Ty-Thr-OH 17, HATU, HOAt, NMM in NMP, 8 h
H 3. Capping: kat. HOBt, Ac,0, DIPEA in NMP

1. Fmoc-Abspaltung mit Piperidin (20 %) in NMP

2. Aminoséaurekupplung
10 Aquiv. Fmoc-AS-OH, HBTU, HOBt, DIPEA in DMF
AS: Asp('Bu) Doppelkupplung, Pro, Ala, Ser(‘Bu), Thr('Bu),

AcO _0Ac Val, Gly, His(Trt), Ala, Pro, Pro, Ala
A Og:o 3. Capping: kat. HOBt, ACZO, DIPEA in NMP
\C

AcHN

2. Kupplung der Glycosylaminoséure
2 Aquiv. Fmoc-Ty-Thr-OH 17, HATU, HOAt, NMM in NMP, 8 h
3. Capping: kat. HOBt, Ac,0, DIPEA in NMP

O _CHs 1. Fmoc-Abspaltung mit Piperidin (20 %) in NMP
17 Fmoc. ICOOH\

2. Aminosaurekupplung
10 Aquiv. Fmoc-AS-OH, HBTU, HOBt, DIPEA in DMF
AS: Ser('Bu) Doppelkupplung, Gly

3. Capping: kat. HOBt, Ac,0, DIPEA in NMP

@ 1. Fmoc-Abspaltung mit Piperidin (20 %) in NMP

1. Fmoc-Abspaltung mit Piperidin (20 %) in NMP

FmMOcHN._~ g~ O~ Ao 2. Spacerkupplung

52 10 Aquiv. Fmoc-Spacer 52, HATU, HOAt, NMM in NMP, 3 h
3. Capping: kat. HOBt, Ac,0, DIPEA in NMP

Abspaltung vom Harz und
Deblockierung der Aminosaureseitenketten
ACO _OAc TFA, TIS,H,O0(10:1:1),2h AcO OAC

AcHN )

@w%wxxﬁwwwxm¢w%m»¢ﬂw%

0 Ao 0 2L L o\[

1 . E\”
o/\ 53 81% HNZ NH,
NH,

Schema 3.13: Synthese des Referenzpeptids GS-Tn-APPAHGVTSAPD-TN-RPAPGS

Alle Peptidsynthesen wurden mit einem Perkin-Elmer ABI 433A-Peptidsynthesizer der Firma
Applied Biosystems® durchgefiihrt. Das verwendete Tentagel-Harz 38 der Firma Rapp Poly-
mere trug bereits die Startaminosiure Fmoc-Ser('Bu)-OH. Um wihrend der Synthese gegen-
seitige Beeinflussungen der sterisch zunehmend anspruchsvoller werdenden Peptidstrange zu
vermeiden, wurde eine niedrige Harzbeladung von 0.17 mmol/g gewéhlt. Die Peptidsynthese
erfolgte nach dem in Kap. 3.2.3.1 beschriebenen Ablauf, d. h. durch Wiederholung der drei
aufeinanderfolgenden Schritte aus Fmoc-Abspaltung mit Piperidin in NMP, Aminosadurekupp-

lung und abschlieBendem Capping mit Ac,O. Zur Kupplung der einfachen Fmoc-
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Aminosduren wurden die Reagenzien HBTU (39) und HOBt (40) mit DIPEA in DMF ver-
wendet. Der Gesamtprozess aus Fmoc-Abspaltung, Aminosdurekupplung und Capping dauer-
te im Synthesizer ca. eine Stunde pro Aminosdure. Etwas anders dagegen erfolgte der Ablauf
beim Ankniipfen der sterisch anspruchsvollen Glycosylaminosduren 17 und des Spacers 52.
Hier wurden die reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU (41) und HOAt (42) (s. Kap.
3.2.3.1) eingesetzt und die Kupplungszeit der Glycosylaminosédure 17 auf 8 Stunden und beim
Spacer 52 auf 3 Stunden angehoben. Somit sollte eine moglichst hohe Bindungsrate gewihr-
leistet werden. Um nach Ankniipfung der anspruchsvollen Glycosylaminosduren keinen Ein-
bruch bei der Ausbeute zu erleiden, wurde die darauffolgende Fmoc-Aminosdure in einer
Doppelkupplung angekniipft. Hierbei wurden zwei Kupplungszyklen mit der gleichen Ami-
nosdure durchlaufen, ohne jedoch dazwischen zu acetylieren. Die Giite jeder abgeschlossenen
Kupplung konnte anschlieBend nach Abspaltung der Fmoc-Gruppe durch UV-Detektion des
Benzofulven-Piperidin-Addukts (Schema 3.10) kontrolliert werden. Das Abspaltprotokoll zur
Referenzpeptidsynthese ist in Abbildung 3.10 dargestellt.

AAAAAA AcO _oAc
Q 0
AcO. AcO.
AcHN AcHN
oj:cH3 OICH3
Fmocsy“Scoon Fmoca\“Scoom
i H

Ll

SGPAPRTN DPAST VGHAPPATN S G Spacer

Abbildung 3.10: Abspaltprotokoll der Referenzpeptidsynthese

Das UV-Protokoll zeigt einen optimalen Syntheseverlauf mit gleichméBig hohen Intensitdten
der Fmoc-Abspaltungen an. Auch die Kupplungsausbeuten der Glycosylaminosiuren an Thr’
und Thr*® sowie der darauffolgenden Aminosiure zeigen keinen Ausbeuteeinbruch, und
lassen auf eine erfolgreiche Peptidsynthese schlieBen. Hatte das Peptid seine vollstindige
Lénge erreicht, wurde am Ende der Synthese lediglich die Fmoc-Gruppe abgespalten, ohne
einen Capping-Schritt anzuschlieBen, da die endstdndige Aminofunktion im spéteren Verlauf
noch funktionalisiert werden soll. Die Abspaltung vom Harz unter gleichzeitiger Entfernung
der sdurelabilen Schutzgruppen an den Aminosdureseitenketten geschah in einem Merrifield-
Reaktor innerhalb von 2 Stunden mit TFA, TIPS und Wasser (10 : 1 : 1). Danach wurde das
Rohpeptid mittels préparativer RP-HPLC gereinigt und in 81 % Ausbeute erhalten. Im
ndchsten Schritt wurden die Acetylschutzgruppen der Kohlenhydratreste entfernt. Dies

erfolgte durch Umesterung unter Zemplén-Bedingungen im schwach basischen Milieu mit
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NaOMe/MeOH.”>'* Dabei musste der pH-Wert exakt zwischen 8 und 9 liegen und stetig
kontrolliert werden, da unterhalb dieses pH-Werts keine Reaktion stattfindet und dariiber
B-Eliminierungen'"*" der Glycosylsubstituenten beobachtet werden. Die Deacetylierung des

Referenzpeptids 53 ist in Schema 3.14 gezeigt.

AcO OAc AcO OAc
ACHNO ACHNO
NWNﬁ Kf x AR, LN ¢NHWN¢¥ ¢ JYQ(NJNI(NVM jL J\moﬁ( X Lr
o - K/ "o \L
K/ NH
R 53 X
o™y HN™ NH,
NH, NaOMe, MeOH, pH = 8.5
3d, Raumtemp.
OH_OH OH OH
HO Q
o AcHoNO AcHNO

o © Son N
(_o

ﬁu/ﬁ(“\)k”%n ; ONJOL&;LH N\f[NHWN\)J\Ir \)L Jﬁf(lﬁ NH];(N\)L jL J\(Qf

N
10/\ 54 82 % HN)\NHZ

NH,
Schema 3.14: Deacetylierung der Kohlenhydratreste im Referenzpeptid 53

Die Deblockierung des Peptids 53 verlief problemlos und ohne das Auftreten von
B-Eliminierungen. Nach Neutralisation mit konz. Essigsdure und anschlieender Aufarbeitung
wurde das Rohpeptid mittels praparativer RP-HPLC gereinigt und in einer Ausbeute von
82 % erhalten. Das ESI-MS-Spektrum des isolierten Referenzpeptids 54 ist in Abbildung 3.11
dargestellt.

Baba ABATEE Ry -y
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Abbildung 3.11: ESI-MS-Spektrum des Referenzpeptids in Wasser

Nach erfolgreicher Synthese des Referenzpeptids 53 wurde anschlieBend das N-methylierte
MUCI1-Glycopeptid 55 aufgebaut. Der allgemeine Syntheseablauf erfolgte analog zum Refe-
renzpeptid und ist in Schema 3.15 abgebildet.
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Beladung 0.17 mmol/g

o,
FmocHN:H(O O ' = Tentagel mit Fmoc-Ser('Bu)-OH
e

-

. Fmoc-Abspaltung mit Piperidin (20 %) in NMP

2. Aminosaurekupplung
10 Aquiv. Fmoc-AS-OH, HBTU, HOBt, DIPEA in DMF
ACO _OAc AS: Gly, Pro, Ala, Pro, Arg(Pbf)

g A 3. Capping: kat. HOBt, Ac,0, DIPEA in NMP
AcO
AcHN

. Fmoc-Abspaltung mit Piperidin (20 %) in NMP

I . Kupplung der Glycosylaminoséaure

17 Fmocs Nooon 2 Aquiv. Fmoc-Ty-Thr-OH 17, HATU, HOAt, NMM in NMP, 8 h
H 3. Capping: kat. HOBt, Ac,0, DIPEA in NMP

N =

. Fmoc-Abspaltung mit Piperidin (20 %) in NMP

. Aminosaurekupplung
10 Aquiv. Fmoc-AS-OH, HBTU, HOBt, DIPEA in DMF
AS: Asp('Bu) Doppelkupplung, Pro, Ala, Ser(‘Bu), Thr(Bu),

®

AcO _0Ac Val, Gly, His(Trt), Ala, Pro, Pro, Ala
AcO 0 3. Capping: kat. HOBt, ACZO, DIPEA in NMP
AcHN

1. Fmoc-Abspaltung mit Piperidin (20 %) in NMP
19  Fmos. I \ 2. Kupplung der Glycosylaminoséure
N~ “COOH 2 Aquiv. N-Me-Fmoc-Ty-Thr-OH 19, HATU, HOAt, NMM in NMP, 8 h
CHg 3. Capping: kat. HOBt, Ac,0, DIPEA in NMP

-

. Fmoc-Abspaltung mit Piperidin (20 %) in NMP

o
FmoctN._IL 2. Aminosaurekupplung
H OH\ 10 Aquw Fmoc-AS-OH, HBTU, HOBt, DIPEA in DMF
4 AS: Ser('Bu) Doppelkupplung ohne Fmoc-Abspaltung und Capping
(3.) Manuelle Ser('Bu) Kupplung
2 x 2.5 Aquiv. Fmoc- Ser([Bu) OH, HATU, HOAt, NMM in NMP, 2 bzw. 3 h

. Fmoc-Abspaltung mit Piperidin (20 %) in NMP
2. Aminosaurekupplung

10 Aquiv. Fmoc-Gly-OH, HBTU, HOBt, DIPEA in DMF
3. Capping: kat. HOBt, Ac,0, DIPEA in NMP

-

-

. Fmoc-Abspaltung mit Piperidin (20 %) in NMP

FmocHN\/\o/\/O\/\O/\AOH 2. Spqcerkupplung
20 Aquiv. Fmoc-Spacer 52, HATU, HOAt, NMM in NMP, 3 h
52 3. Capping: kat. HOBt, Ac,O, DIPEA in NMP

Abspaltung vom Harz und
Deblockierung der Aminoséaureseitenketten

TFA, TIS, H,O0(10:1:1),2h AcO OAc

K/O OH NH

1 55
AA:O ogc O/\NH + AcO OAc HN)\NHZ
\C 2
AcHN A HN
50 ) o o ] u OHH o 50 OH
)L'?‘ N\E)LNJ_LN),_‘LN N\;)LNH/\(N\:)LN N\E)LN/Hr i N\)\ j Jﬁ( \)L /((OH
o P LS ("o :\EN> o AN o o °
\ N
NH OH
56 NH
AcO _0Ac AcO OAc HN%‘\N,_'2
o +
ACO&‘
AcHN ¢, AcHNO

§T¢ °N SR J{NW xIT & JYQW K( JL A J\WQW A IY

57 NH

+ AcO OAc HNZ NH,

WS VES AT XYY “”“:waﬂmm
R X :
58 NH

HNZ NH,

Schema 3.15: Synthese des N-Methylpeptids GS-NMeTy-APPAHGVTSAPD-Ty-RPAPGS

Im Allgemeinen sind Synthesen von N-Methylpeptiden schwierig, denn es treten bereits wéh-

rend der Synthese an fester Phase oder beim Aufarbeiten zahlreiche Nebenreaktionen auf,!'**
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sodass die Ausbeuten meist gering sind. Die besten Ergebnisse fiir die Kupplung von
N-Methylaminoséuren sind mit HATU (41) beschrieben.!'2*?’]

In einem Vorversuch wurde die etablierte Kombination aus HATU (41) und HOAt (42) daher
zunichst an einer kurzen Aminosiuresequenz mit N-Methyl-Serin untersucht. In Uberein-
stimmung mit der Literatur konnten damit sehr gute Ergebnisse erreicht werden. Hier zeigte
das Abspaltprotokoll beim Aufbau der Sequenz G-NMeS-TAPPA keine Einbriiche in der
Ausbeute laut UV-Intensitidt des Fulvenaddukts, weder beim Ankniipfen des N-Me-Serins
noch bei dem des darauffolgenden Glycins. Daher wurden die Reagenzien HATU und HOAt
auch fiir die anspruchsvolle N-Me-Tx Kupplung ausgewdhlt. Alle einfachen Fmoc-
Aminosduren wurden dagegen wie zuvor mit HBTU (39), HOBt (40) und DIPEA in DMF
gekuppelt. Der Einbau des Tx-Antigens 17 am T’ erfolgte problemlos und analog zur Refe-
renz mit einer Kupplungszeit von 8 Stunden mit anschlieBender Doppelkupplung des Aspar-
tats. Im ersten Anlauf der N-Methylpeptidsynthese wurde auch das N-methylierte
Tn-Threonin 19 unter Standardbedingungen umgesetzt, d. h. mit einer Kupplungszeit von
8 Stunden und anschlieBender Doppelkupplung des darauf folgenden Serins.

Wie dem Abspaltprotokoll in Abbildung 3.12 (Abspaltprotokoll a) zu entnehmen ist, gelang
die Ankniipfung des N-Methyl-Tn-Threonins 19 in zufriedenstellendem Umfang, allerdings
brach die Kupplungsausbeute laut Intensitit des UV-Signals bei der Kupplung des folgenden

Serins signifikant ein.

AcO _0Ac a) ogc
e b)
0 ACHN AcO _0Ac

Ac
ACHN \ o _cH g;o
= OICH Aao0_oac |8 Fmoe, NICOO v
\H COOH Acog:o ‘H H oIcHa
‘ AcHNL Fmoe-\~~coor
: ‘ CHy
°°°°° N”COOR
‘ ¢
L b b b i dllilla!lll;ln |L H.II (] I o b i b b b DL
Me Me
SGPAPRTNDPASTV GHAPPA TNSGSpacer SGPAPRTNDPAS TV GHAPPA TNSGSpacer

Abbildung 3.12: Abspaltprotokolle der N-Methylglycopeptidsynthese

Offenbar reicht eine Doppelkupplung des Serins fiir die schwierige Bindungskniipfung nach
der N-methylierten Glycosylaminosédure nicht aus, sodass die Reaktionsbedingungen im wei-
teren Verlauf optimiert werden mussten. Die Kupplungsbedingungen fiir die
N-Methylglycosylaminosdure selbst konnen hingegen beibehalten werden. Trotz des Ein-
bruchs wurde die Synthese vollendet, wobei aber nach Aufarbeitung und Reinigung mittels

RP-HPLC hauptséchlich die N-acetylierte Abbruchsequenz 56 isoliert wurde.
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Im nédchsten Versuch zur Synthese des N-Methylglycopeptids wurde daher die Kupplungszeit
des Ser’' insgesamt verldngert und zudem mehrfach durchgefiihrt (Schema 3.15, in Rot). Da-
zu erfolgte zunéchst, wie bereits zuvor, eine Doppelkupplung des Serins, jedoch ohne nach-
folgende Fmoc-Abspaltung und Capping im Anschluss, sodass anschlieBend weiteres Fmoc-
Serin-OH zweimal manuell angekniipft werden konnte. Dabei wurde die einfache Aminosdure
analog zu einer Glycosylaminosiduren oder einem Spacer mit HATU und HOAt fiir 3 bzw.
2 Stunden im Synthesizer angefiigt. Nach dieser Methode konnten deutliche Verbesserungen
erzielt werden (Abbildung 3.12, b), allerdings war die Kupplungsausbeute noch immer deut-
lich vermindert.

Nach beendeter Synthese wurde das Peptid wie iiblich mit TFA/TIPS/H,O (10:1: 1) vom
Harz abgespalten und die Schutzgruppen entfernt. Die Reinigung mittels RP-HPLC lieferte
fiinf Fraktionen. Uber ESI-MS Messungen konnten in vier Fraktionen die Abbruchsequenzen
57, 58 und weitere kleinere Peptidfragmente identifiziert werden. Eine Fraktion stellte eine
Mischfraktion aus dem gewiinschte Peptid 55 und der Abbruchsequenzen 56 dar (Schema
3.15). Auftillig hierbei ist die nicht N-acetylierte Abbruchsequenz 57. Offensichtlich ist ne-
ben der erschwerten Aminosdurekupplung an dieser Stelle sogar das Capping problematisch.
Die N-Methylgruppe kann jedoch nicht allein verantwortlich sein fiir die schwierige Bin-
dungsbildung, da im  vorhergehenden Testversuch die Kupplung einfacher
N-Methylaminoséduren problemlos gelungen ist. Vermutlich ist der zusdtzliche Kohlenhydrat-
rest der Glycosylaminosédure mit ausschlaggebend fiir die schlechten Kupplungseigenschaften.
Um dies zu belegen, wurde die Arbeit von Herrn Dr. S. Dziadek herangezogen, in der die
Protonenkorrelation von Saccharidresten im MUC1 mit dem Peptidgrundgeriist mittels
ROESY untersucht wurden.!**!4

Hierbei zeigten sich starke Konnektivitdten zwischen der NH-Gruppe des Tn-Threonins und

dem NH-Proton des Galactosamin-Acetamids (Abbildung 3.13).

AcO OAc

o]
AcO

N
H;C \ O
RS 0 o
! H
\H\" N\)J\ _)]\
l}l Y N <
CH; © = v

N-Me-Ty - Ala - Pro
Abbildung 3.13: Wechselwirkung des N-Methyl-Tx-Threonins mit dem Peptidriickrat im MUC1

Diese Konnektivititen deuten auf rdumliche Ndhe der Protonen hin, u. a. bedingt durch die

Wasserstoffbriickenbindung zwischen der Carbonylgruppe des Galactosamin-Acetamids und
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des Thr-NH-Protons. Betrachtet man den Kupplungsmechanismus, so wird ein Aminproton
zur Protonierung des abgespaltenen HOAts nach dem nukleophilen Angriff am Aktivester
benotigt (Schema 3.11). Da nun im N-methylierten Ty nur ein Aminproton vorhanden und
dieses zudem an der Wasserstoftbriickenbindung beteiligt ist, wird die Reaktion an dieser
Stelle stark gehindert. Das erklédrt neben dem erschwerten Ankniipfen von Aminosduren auch
das eingeschrénkte Capping.

Die Entstehung der nicht N-acetylierten Abbruchsequenz S8 ohne das N-methylierte
Tn-Threonin ist vermutlich auf eine Nebenreaktion wéhrend der Harzabspaltung ausgehend
von Peptid 56 zuriickzufiihren.!"**'**! Dabei wird die terminale N-Acetyl-Aminosiure sdure-

katalysiert abgespalten (Schema 3.16).

OH OH OH_OH OH_oH
o o
HO Ho/Ht  HO o
AcHN AcHN AcHN
°© °© + HZN\)K o] o + HZN\)KW
)k \)k HsC. A0 J oH i
N\ 58 HC™ N 58
CH3 P! CH; O
HaC

Schema 3.16: Sdurekatalysierter Aminosdureabbau wihrend der Peptidabspaltung vom Harz

Trotz zahlreicher Schwierigkeiten wurde das gewiinschte N-Methylglycopeptid 55 erhalten,
allerdings als Mischfraktion mit 56. Versuche, diese Mischfraktion mittels HPLC
aufzutrennen, waren nicht erfolgreich, sodass diese als Gesamtes der Deacetylierung mit

NaOMe/MeOHP”"*"! ynterworfen wurde (Schema 3.17).

55, 56
Qr-o NaOMe, MeOH, pH=8.5  Q&-on
HoA=2 3d, Raumtemp.
bttt b L Pty
I o™ . % orcon %
A A Ay ﬂwww Lo iﬁ et re
(_o
1 . 60 j\“
Ho(@;é o/\NHZ C@: HN? NH,
*0355 Hi& K/JOH tW*Ir* J\mo\r K( JL M J\WQW
* o or j\H

HNZ NH,

AcHN )

A R
3 \[ 62 \LJ\H

Schema 3.17: Deacetylierung der Kohlenhydrate im N-Methylglycopeptid
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Nach Neutralisation der Reaktionslosung mit konz. Essigsdure und Reinigung mittels

RP-HPLC wurden zwei Fraktionen erhalten (Abbildung 3.14).

il Abbruchsequenz - B-Eliminierung, 62 | _
Mischfraktion, 59, 60, 61

Abbildung 3.14: Elutionsdiagramm der prdparativen RP-HPLC des N-Me-Glycopeptids

Beide Fraktionen zeigten deutliche Verluste durch B-Eliminierungen des Kohlenhydrats. Mit-
tels ESI-MS konnte fiir die erste Fraktion nur das Eliminierungsprodukt 62 aus der Ab-
bruchsequenz 56 identifiziert werden. Die zweite Fraktion hingegen wurde erneut als Misch-
fraktion erhalten, bestehend aus dem deblockierten Peptid 59, seinem B-Eliminierungsprodukt
60 und der deblockierten N-acetylierten Abbruchsequenz 61. Das zugehorige ESI-MS-
Spektrum der Mischfraktion ist in Abbildung 3.15 dargestellt

jBuba, AB435-1a, Kunz
ES10260 40 (0. 75&} Cm {12:87)

1 TOF WS E5+
iy sttt Peptid, 59 =t

Peptid — B-Eliminierung, 60
Abbruchsequenz, 61

2 i
an 7T
i e
|m HMGY -
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[ B, ¥}
Totar
79108
s ]
{450 It 12457
P ! . ,
g i“’“” i i R bt
1 Bs i e
552?-.* ! mae L kg =l
s T o mm’ﬂ | 990387 07 00 A e
29215 wngt, | | TR 5"593 j‘ gl j-rRae 0] hu;,& 1::06?4 1536.92
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200 500 400 50 an a0 1060 ﬁGQ 1200 1300 1489 w0

Abblldung 3.15: ESI-MS-Spektrum der erhaltenen Mischfraktion

Auffillig hierbei ist, dass ausgehend von beiden Peptiden 55 und 56 die B-Eliminierungen des
Kohlenhydratrests lediglich an der N-methylierten Aminosédure auftrat. Der Grund fur die
Basenlabilitdit des N-methylierten Glycopeptids kann mit Hilfe des Mechanismus zur
B-Eliminierung am Beispiel des Peptids 59 geklirt werden (Schema 3.18). !
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OH_OH
OH_oH OH_0oH OH_oH o]
o) o o HO
HO HO HO AcHN ¢
AcHN /_\ AcHN AcHN +
o . o) (oN)
H H'H Q oH Ho§ Q H Q - L, H - H . H | H
/N\)LN N\)K H,0 /N\)LN X N\)K ../N\)L X N\)K - \)k,‘\‘ N\)K
CH3 O
HO™ 3 HO~ CHgs HO™ CHs O@ HO~ CH; O
59 59a 59b 60

Schema 3.18: Mechanismus zur f-Eliminierung am Beispiel des N-Methylglycopeptids

Nach der Deprotonierung am a-C-Atom des Tn-Threonins in Verbindung 59 entsteht ein
Enolat-Anion 59a, dessen Stabilitdt maf3geblich die Basenlabilitdt definiert. Allgemein ist
bekannt, dass bei unsubstituierten Aminogruppen im Peptid B-Eliminierungen weniger leicht
auftreten, da das Enolat-Anion nach Deprotonierung der freien NH,-Gruppen durch Resonanz
stabilisiert und die Elektronendicht am a-C-Atom erhdht werden kann.!'*" Dieser Effekt ist in
ausreichendem Maf} bei amidischen NH-Gruppen im Glycopeptid vorhanden. Ist allerdings
die Amidgruppe durch N-Methylierung nicht mehr deprotonierbar, so kann die Elektronen-
dichte am a-C-Atom nicht mehr erhoht werden und der Glycosylrest wird im basischen Mili-
eu leichter abgespalten.

Somit konnten zwar die Abbruchsequenzen 57 und 58 aus der vorherigen Stufe sowie das
B-Eliminierungsprodukt der N-acetylierten Abbruchsequenz 62 abgetrennt werden. Allerdings
gelang es auch hier nicht, die Mischfraktion aus 59, 60 und 61 weiter aufzutrennen. Daher
musste auch im weiteren Verlauf das synthetisierte N-Methylglycopeptid 59 als Mischfraktion
verarbeitet werden.

Trotz zahlreicher Schwierigkeiten wurde dennoch erstmals die Synthese eines N-methylierten

MUCI1-Glycopeptid mittels Festphasenpeptidsynthese realisiert.
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3.2.4 Konjugation der MUC1-Glycopeptide an immunogene Proteine
Zum Abschluss der Vakzinsynthese wurden die MUC1-Glycopeptide zur Erhohung der Im-

munogenitdt nun an T-Zell-Epitope gebunden, um somit eine Vakzine zu erhalten, mit der die
Toleranz des Immunsystems gegen das korpereigene Tumorgewebe durchbrochen werden
kann. Saccharide, kleine Peptide und Glycopeptide (u. a. auch MUCI) sind alleine oft nur
schwach immunogen (Haptene), da sie entweder kein peptidisches Epitop besitzen oder das
vorhandene Epitop nur begrenzt T-Zell-Stimulationen hervorrufen kann. Durch Konjugation
dieser Substanzen mit einem T-Zell-Epitop tragenden Trédger-Protein, sog. Carrier-Protein,
konnte die Immunantwort erheblich verstirkt und somit z. B. eine therapeutisch wirksame
Antitumorvakzine entwickelt werden. Geeignete Carrier-Proteine sind Rinderserumalbumin
(BSA, Bovine Serum Albumin), das Hdmocyanin der Schliissellochnapfschnecke (KLH,
Keyhole Limpet Hemocyanin) oder Tetanus-Toxoid (TTox). Es konnten bereits zahlreiche

20,25-28,31-33,132 .o
(20, ’ 1321 wobei mit

Vakzine basierend auf diesen Carrier-Proteinen hergestellt werden,
TTox-Konjugaten die besten immunologischen Ergebnisse erreicht wurden."” Dagegen sind
BSA-Konjugate nur wenig immunogen. Sie eignen sich jedoch als Beschichtungsmaterial in
ELISA-Experimenten. Aus den genannten Griinden wurden im Rahmen dieser Arbeit BSA
und TTox als Carrier-Proteine eingesetzt.

Entscheidend ist allerdings die Ankniipfung des Glycopeptids an das Protein. Sie sollte unter
moglichst milden Bedingungen ablaufen ohne dabei die Konformation des Proteins und
Peptids zu verdndern. Dazu sind zahlreiche Methoden in der Literatur beschrieben

19.1447196] die allesamt Vor- und Nachteilen aufweisen. Aufgrund guter Erfahrungen in

worden,[
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Kunz, erfolgte die Verkniipfung des Glycopeptids mit dem
Protein hier tiber eine von Tietze et al. beschriecbene Methode mittels
Quadratsiurediethylester.”>**'*] Mit Hilfe des immunologisch unbedenklichen Squarats 63
gelingt eine selektive Anbindung des Glycopeptids an die Lysinseitenketten des Proteins im
wissrigen Medium, ohne dabei die zahlreichen funktionellen Gruppen im MUCI1-Glycopeptid
zu beeintrichtigen. Bei einem pH-Wert von 8 reagiert zunédchst die Aminogruppe des Spacers
chemoselektiv mit dem Quadratsdurediethylester 63 unter Abspaltung von Ethanol. Die im
Peptid ebenfalls verfiigbare Guanidino-Funktion des Arginins reagiert nicht mit dem Squarat,
da sie unter diesen Reaktionsbedingungen im Vergleich zur weniger basischen Aminogruppe

protoniert vorliegt. Die Anbindung des Squarats 63 an die synthetisierten MUCI-
Glycopeptide ist in Schema 3.19 dargestellt.
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Schema 3.19: Funktionalisierung der MUC1-Glycopeptide mit Quadratscurediethylester

Die Peptide wurden zunichst in einem Wasser/Ethanol 1 : 1-Gemisch gelost. Mit Natriumcar-
bonat wurde ein pH-Wert von 8 eingestellt. Zur Umsetzung des N-Methylglycopeptids wurde
die erhaltene Mischfraktion aus 59, 60 und 61verwendet, in der Erwartung einer leichteren
Auftrennung der Produktfraktionen nach der partiellen Funktionalisierung mittels Squarat 63.
Die Anbindung des Quadratsdureesters 63 sowohl an das Referenzpeptid 54 als auch an das
N-Methylglycopeptid 59 verlief relativ problemlos. Nach prédparativer RP-HPLC konnte ne-
ben dem Referenzpeptid 64 auch das N-Methylpeptid 65 rein isoliert werden, womit die Ab-
trennung der Abbruchsequenzen 60 und 61 aus der vorherigen Mischfraktion an dieser Stelle
gelungen ist.

Im nédchsten Schritt wurden die funktionalisierten Glycopeptide an entsprechende T-Zell-
Epitope gekuppelt. Zuerst wurden die BSA-Konjugate hergestellt. BSA ist ein Protein beste-
hend aus 584 Aminosduren, darunter 59 Lysinreste, wovon sich 30 auf der Auf3enseite des
globuldren Proteins befinden, die zur Konjugation mit den Glycopeptiden genutzt werden

18] Die Synthese der BSA-Konjugate ist in Schema 3.20 abgebildet. Sie verliuft im

konnen.
wissrigen Medium bei pH = 9.5 innerhalb von 6 Tagen bei Raumtemperatur. Das Referenz-
peptid 64 wurde dabei im 36-fachen und das N-Methylglycopeptid 65 im 30-fachen Uber-
schuss eingesetzt. Mittels Ultrafiltration wurden anschlieend alle nicht gebundenen Peptide

abfiltriert und die Konjugate durch Lyophilisierung isoliert.
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Schema 3.20: Konjugation der MUCI-Glycopeptide an BSA

Durch MALDI-TOF-Experimente wurde nach der Anbindung des Referenzpeptids 64 zum
BSA-Konjugat eine Belegung von 1 - 28 Peptidmolekiilen pro BSA-Molekiil ermittelt. Auf-
grund zu geringer Substanzmengen wurde die Belegungsrate des N-Methylglycopeptid-BSA-
Konjugats 67 nicht bestimmt.

Die Synthese der TTox-Konjugate verlief analog zur Anbindungsreaktion an BSA und ist in

Schema 3.21 abgebildet.
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i L] Jﬂu@ ot A
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o oH o oH
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ﬁwﬁ% Feghtily Amvﬂ% & %TQMEM it

\L @ NH
o/\ HN HN)\NHQ
HN g

°© R=H, 68

° R = CH;, 69
Schema 3.21: Konjugation der MUCI-Glycopeptide an TTox

Auch diese Konjugation verlief ohne Schwierigkeiten, sodass mittels MALDI-TOF eine Be-
legung von 3 - 21 Referenzpeptidmolekiile 64 pro TTox-Molekiil ermittelt werden konnte.
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Fiir das N-Methylglycopeptid 65 wurde eine Belegung von 1 - 11 Peptidmolekiilen pro TTox-
Molekiil errechnet. Die erhaltenen Mengen von 2 - 3 mg pro Konjugat 66, 67, 68 und 69 sol-

len in immunologischen Studien eingesetzt werden.
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3.3 C-Glycosylaminosiuren

3.3.1 C-Glycoside - Eigenschaften und Zugangsmoglichkeiten

Der Austausch des Sauerstoffatoms in der O-glycosidischen Bindung gegen ein Kohlenstoff-
atom bewirkt eine wesentlich erhohte Stabilitdt der entsprechenden Glycosylaminosédure bzw.
des Glycopeptids gegeniiber saurer Hydrolyse, basischen B-Eliminierungen oder dem en-
zymatischen Abbau im Organismus. Dies fithrt wiederrum zu einer hoheren Bioverfligbarkeit

der sog. Glycopeptidmimetikal'**'>%

151]

und macht sie attraktiv fiir die Entwicklung von Phar-

maka">! sowie fiir die Synthese von stabilen MUC 1-Antitumorvakzinen (Kap. 1). Zahlreiche

[152]

C-Glycosidsynthesen sind in der Literatur beschrieben, wovon die meisten Serinanaloge

sind!"**"% und nur wenige Threonin!'®'"" imitieren. Zwar sind die Zugangsmoglichkeiten
zu ihnen vielfiltig, wie z. B. iiber Wittig-,!'">»1>19%16] Homer-3101 oder  Auxiliar-
[154,157-159,164] [165,166,168]

vermittelte Reaktionen sowie Kreuzmetathesen, jedoch mangelt es an
einer gezielten Stereokontrolle beziiglich der Konformation am anomeren C-Atom. Oft wer-
den a/B-Gemische oder gar ausschlielich das B-Anomer erhalten. Dennoch sind auch selekti-
ve Zuginge zu a-S-konfigurierten C-Glycosiden tiber Sm-vermittelte Reaktionen oder mit
Hilfe von Sn-Organylen beschrieben worden.!'’"!"*

Da die Kohlenstoffreste in Glycopeptiden eine entscheidende Rolle bei Erkennungsprozessen
spielen, sollte das C-Glycosid der natiirlichen Struktur der Tn-Antigene moglichst dhneln, um
die Selektivitdt nicht zu beeinflussen. Konformationsanalysen hierzu lassen vermuten, dass
durch den Austausch des Sauerstoffs gegen ein Kohlenstoff keine groBen geometrischen Un-
terschiede vorliegen.!'’*!'”! Jedoch sollte die a-Konformation am anomeren Zentrum sowie
die urspriinglichen S-Konfiguration der Aminosdure ebenfalls nicht verdndert werden

(Abbildung 3.16).

HO _oH HO _oH
g:o 0

HO HO
AcHNO AcHN
A
HoN OH HoN

o)

Tn-Serin

Abbildung 3.16: Darstellung der Ty-Serins und des C-Glycosyl-Analogons

In dieser Arbeit sollte ein neuer Auxiliar-vermittelter Zugang zum o-C-Glycosyl-Serin ge-
schaffen werden. Retrosynthetisch wurde dazu das C-Glycosid aus drei Teilen aufgebaut, aus

der Galactoseeinheit, der C-Kette und der Aminosdure-Funktionalitidt (Abbildung 3.16). Die
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eingeschlagene Synthesestrategie geht von D-Galactose aus und ist in Schema 3.22 abgebil-

det.
. RO
PivO _OPiv O(F;
. O RO
PivO NH, 2 %
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O — > (0]
HO —> RO T ——> RO T —>RO
OH OH X
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X = OR, NR, RO OR
OP|v
HaN OPlv ? X
OPiv S-Konfiguration
R'< R"

N
H
0
Schema 3.22: Syntheseplanung zum selektiven Aufbau des o-C-Glycosyl-Serins

Im ersten Schritt soll der Zuckerbaustein geschiitzt und funktionalisiert werden. Zum Aufbau
der C-Glycosid-Kette soll im zweiten Schritt die geschiitzte Galactose zuerst acetyliert und
danach selektiv a-stindig C-allyliert werden. Im weiteren Verlauf soll die Allylkette zum Al-
dehyd umfunktionalisiert zu werden. Im letzten Schritt soll untersucht werden, ob in einer
Ugi-Reaktion die Selektivitdt mit Hilfe des entsprechenden Auxiliars zugunsten der R- oder S-
konfigurierten C-Glycosylaminosédure gesteuert werden kann.

Da C-glycosidische Bindungskniipfungen C-2-funktionalisierter Aminozucker anspruchsvoll
sein konnen, werden Zuckerbausteine mit und ohne Stickstoff-Funktionalisierung in

C-2-Position hinsichtlich dieser Synthesestrategie untersucht.

3.3.1.1 Synthese des Galactosebausteins

Ausgehend von D-Galactose (10) wurde der einfache Saccharidbaustein 72 ohne C-2-
Funktionalisierung in drei Stufen aufgebaut (Schema 3.23).

BnBr, KOH,

OHE oH Dowex 50 xg §R-OH TBAB BnO _0OBn PdCl, BnO _0Bn
0o e} o
1.5 h, Raoktl, H© CH,Cl,, 6, °"° BHO&L
HO ~OH uc HOO\/\ R : t2’ ’ Bnoo\/\Mec'l)SH‘tho BnO "OH
aumtemp.
94 % N P 4w i 95 %
10 70 71 aumtemp. 72

Schema 3.23: Synthese des einfachen Galactosebausteins

In der ersten Stufe wurde aus D-Galactose mit Allylalkohol sdurekatalysiert das Allylgalacto-
sid 70 in 94 % Ausbeute gebildet.!'" Danach wurden dessen Hydroxylgruppen mit Hilfe von

rt"”7 und im letzten Schritt die Allylschutzgruppe mit ca. 10 mol%
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PdCl, in 95 % Ausbeute entfernt.'””! Versuche, die Allylschutzgruppe Iod-vermittelt unter
basischen Reaktionsbedingungen in DMSO zu entfernen, sind nicht gelungen.
Der Benzyl-geschiitzte Saccharidbaustein 72 konnte in einer Gesamtausbeute von 37 % tiber

drei Stufen erhalten werden.

3.3.1.2 Synthese des Lactosebausteins

Als weiteres Saccharid zur C-Glycosidsynthese wurde D-Lactose (73) herangezogen. Die

Synthese erfolgte in fliinf Stufen und ist in Schema 3.24 abgebildet.

AcO
HO§OH NaOAc, Ac,0 ACOEOAC BF3OEt2 ¢ §OAC OAC
AcO
%&MOH 4 h, Ruckfl. Eco OAC ch,cl, ECO
Ac 18 h, Raumtemp.
NaOMe/MeOH
24 h, Raumtemp.
BnQ OB” OBn Pdcl,  BnO OB” OBn BnBr, NaH 1 og OH
g) HO % 0
no MeOH HZO no DMF OH o] ®)
on 76 oH TN
Raumtemp Raumtemp.

Schema 3.24: Synthese des einfachen Lactosebausteins

Dazu wurde zunichst D-Lactose (73) mit Acetanhydrid und Natriumacetat vollstindig ge-
schiitzt, wobei selektiv das B-Anomer 74 erhalten werden konnte.'”® Durch Aktivierung
durch Bortrifluorid-Etherat wurde im nichsten Schritt das anomere Zentrum O-allyliert.*”)
Unter Zemplén-Bedingungen!'*” wurde das Lactosid zunichst deacetyliert und danach mittels
Benzylbromid und Natriumhydrid O-benzyliert.”” Im letzten Schritt konnte erneut mit Hilfe
von Palladiumchlorid in Methanol die Allylgruppe entfernt werden und lieferte den Lactose-

baustein 78 in einer Gesamtausbeute von 19 % iiber fiinf Stufen.

3.3.1.3 Synthese des Galactosaminbausteins

Um Erkennungsprozesse nicht zu beeinflussen und eine bessere Vergleichbarkeit bzgl. des
Austausches vom glycosidischen Sauerstoff gegen Kohlenstoff zu erhalten, sollte die Kohlen-
hydratstruktur dem natiirlichen Tn-Antigen moglichst gleichen. Das heifit, neben der ange-
strebten a-Konformation und S-Konfiguration sollte analog zur urspriinglichen Form an C-2
eine Acetamido-Funktion vorliegen. Nur wenige C-Glycosidsynthesen an Aminozuckern sind
beschrieben worden,[161’162’171’172’179] da Amino- oder Acetamido-Funktionen in C-2-Position

meist nicht toleriert werden.
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Hinsichtlich der angestrebten Syntheseroute ist die direkte Umsetzung von Aminozuckern
ebenfalls schwierig, daher wurde die C-2-Funktion zunéchst als Azid eingesetzt, das erst im
spiteren Verlauf zum Amin reduziert wird. In Zusammenarbeit mit |G
und || 1 de der Azido-Baustein 81 in fiinf Stufen hergestellt (Schema 3.25).

1) HCIO,, Ac,0
OfLoH 40°C, 1h AcO OAC Zn/Cuso4 AcO _OAc
HO O AcO
OH'OH 2) HBr, 20 h, L ACOH/HQO AcO
10 Raumtemp. 1h,-5°C 12
84 % 9 %

NaOMe/MeOH
3 h, Raumtemp.

BnO _0Bn CAN, NaN3 BnO _0Bn BnBr, NaH OH_oH
o)
-
B”O&M MeCN & TTomE | HOA
N, 'OH :

3 o5 ° o 18 h, Raumtemp.
40 % 81 18 h,-25°C 90 % 79

Schema 3.25: Synthese der Benzyl-geschiitzten Azido-Galactopyranose

In den ersten zwei Stufen wurde nach bekannter Methode (Kap. 3.2.1 Tyn-Thr-Synthese)
D-Galactose (10) zum Galactal 12 umgesetzt.!'"*'®*! Im nichsten Schritt wurden die Ace-
tylgruppen entfernt und durch Benzylgruppen ersetzt."**'®!) AnschlieBend wurde das
O-benzylierte Galactal 80 mit Cerammoniumnitrat (CAN) und Natriumazid in die Azido-
Galactopyranose 81 iiberfiihrt.!'®! Die Synthese des entsprechenden Azidonitrats gelang an
dieser Stelle jedoch nicht, da das Nitrat unter diesen Reaktionsbedingungen sofort hydroly-
sierte. Somit konnte der Azido-Baustein 81 in einer Gesamtausbeute von 29 % iiber fiinf Stu-

fen erhalten werden.

3.3.2 C-Allylierungen im Mikrowellenreaktor

Die C-Allylierung von Kohlenhydraten ist eine sehr verbreitete Methode zur Synthese von

C-Glycosiden. Dabei kénnen Methylglycoside oder Chloride in einer Sakurai-Reaktion!'®'#*]

oder Acetate, erstmals beschrieben von Kishi et al.,'®! mit Allyltrimethylsilanen und ver-

[186-191]

schiedenen Lewis-Sduren selektiv an C-1 allyliert werden (Schema 3.26). Neueste

Entwicklungen von Murphy et al. zeigen zudem effiziente Allylierungen nach Sakurai im
Ultraschallbad mit stark verkiirzten Reaktionszeiten von nur 20 Minuten.['*?

. /
RO—0O Lewis-Sé&ure - 0@ PN Me;Si~
'0O—¢ (4> X 8\2

-
'0x—"0 o
COR A

Schema 3.26: Allylierung von Methylglycosiden oder Acetaten mit Allyl-TMS
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Die Reaktion verlduft im Allgemeinen {iber ein Oxocarbenium-Ion, welches von einem Nuk-

leophil abgefangen wird. Als Nucleophile kénnen sowohl substituierte Allyltrimethylsila-

[183,184] [192,193]

ne als auch Propargyltrimethylsilane genutzt werden. In Abhingigkeit von den
Reaktionsbedingungen und Substituenten am Kohlenhydrat entsteht bevorzugt entweder das
a- oder das B-Anomer.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Allylierung der synthetisierten Saccharidbausteine 72, 78

(%51 und Murphy

und 81 ein Verfahren entwickelt, basierend auf den Arbeiten von Kishi et al.
et al,'"”? in dem die Substrate in einem Durchflussreaktor allyliert wurden. Durch die verbes-
serte Wirmeaustauschleistung in Durchflusssystemen in Kombination mit einem gezielten
Energieeintrag durch Mikro- oder Ultraschallwellen sollte ein wesentlich kiirzerer und effizi-
enterer Reaktionsverlauf ermoglicht werden. Zur Entwicklung einer solchen Durchflussme-

thode wurden die synthetisierten O-Benzyl-hexosen zunéchst in die entsprechenden Acetate

tiberfiihrt, um anschlieBend C-allyliert werden zu konnen.

3.3.2.1 Acetylierung der Saccharide

Die Acetylierung der Saccharide erfolgte in Anlehnung an Takeo.!"”” Dabei werden die Sub-
strate mit Acetanhydrid und Natriumacetat 3 Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Neben den
bereits synthetisierten Zuckerbausteinen 72, 78 und 81 (siehe Kap. 3.3.1.1 - 3.3.1.3) wurden
zusdtzlich weitere acetylierte Kohlenhydrate 82a-d hergestellt, um die Anwendungsbreite der

anschlieBenden C-Allylierung im Durchfluss untersuchen zu kénnen (Tabelle 3.19).

Tabelle 3.19: Isolierte 1-Acetyl-hexosen

Ro\\\/o ACZO, NaOAc RO\N/O
. U N —_— h \q
OH OAc
RT, 3d 82 -84
Produkt Ausbeute Produkt Ausbeute
BnO _0oBn BnO _0OBn
o 95 9%, o OBn
BnO . BnO o O 67 %
0
83 BnO 'OAc (94 %) 84 BnO BnO "OAc
Ph OAc
\TO o AcO O
O >99 % AcO 88 %
BnO AcHN
BnO OAc 82b OAc
82a
AcO _OBn HO _oBn

Acog& 58 % Acogﬁm 28 %

B OAc
82¢c nO 82d BnO OAc

Reaktionsbedingungen: Hexose, Acetanhydrid, Natriumacetat; die exakten Mengen sind dem Experimentellen
Teil Kap. 5.4.2 zu entnehmen. Rithren bei Raumtemperatur 3 d. Isolierte Ausbeuten. * Umsetzung im Batch in
der Mikrowelle.
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Der synthetisierte Galactosebaustein 72 lie3 sich unter den gegebenen Reaktionsbedingungen
nahezu quantitativ in das entsprechende Acetat 83 tiberfithren. Die Umsetzung der Lactose 78
lieferte lediglich 67 % Ausbeute an 84, da die 1,4-glycosidische Bindung z. T. hydrolysiert
wurde. Dagegen konnte 4,6-Benzylidenglucopyranose,”*” bereitgestellt von ||| Gz
-, quantitativ zu 82a acetyliert werden. Sie bietet durch ihr differenziertes Schutzgrup-
penmuster zahlreiche Substitutionsmoglichkeiten. Die vollstindige Acetylierung des Glu-
cosamins lieferte 82b in einer Ausbeute von 88 %. Dieses Substrat soll, obwohl die
C-Allylierung von Amino- bzw. Acetamidozuckern gemiB Literatur nicht moglich ist,!"**!
dennoch unter den modifizierten Allylierungsbedingungen im spéteren Verlauf untersucht
werden.

Bei der Umsetzung der 3,4-Benzylidengalactopyranose,”™ ebenfalls bereitgestellt von -
B id 2vci Produkte entstanden. Unter Abspaltung der Benzylidenschutz-
gruppe wurde zum einen das in 3- und 4-Position acetylierte Acetat 82¢ und zum anderen das
einfach acetylierte Acetat 82d in 58 % bzw. 28 % Ausbeute gebildet.

Die Acetylierung der Azido-Galactopyranose 81 unter sauren Bedingungen ist nicht gelungen

[195]

und wurde daher nach Paulsen' - in Pyridin und Natriumacetat durchgefiihrt (Schema 3.27).

BnO _oBn Ac,0, Pyridin ~ BnO _0Bn
n n
N, OH Raumtemp., 15 h N, OAc
81 95 % 85

Schema 3.27: Acetylierung der Azido-Galactopyranose in Pyridin nach Paulsen

Die Reaktion verlduft nahezu quantitativ und liefert das Produkt 85 in 95 % Ausbeute.
Zusitzlich wurde im Anschluss eine in der Literatur beschriebene, durch Mikrowellen-

Einstrahlung unterstiitzte Acetylierungen!'”®

mit dem robusten Galactosebaustein 72 durchge-
fiihrt. Die Synthese lieferte unter den Literaturbedingungen bei max. 50 W und max. 120 °C
innerhalb von nur 30 Minuten 94 % Ausbeute an 83 und stellt somit eine effiziente Mikrowel-
len-unterstiitzte Alternative dar.

Nach erfolgreicher Synthese zahlreicher 1-O-Acetate wurde anschlieBend eine Methode zur

Allylierung in Durchflussreaktor entwickelt.

3.3.2.2 Allylierung der Saccharide im Durchflussreaktor

Zur Entwicklung einer Allylierungsmethode im Durchfluss wurde das vollstidndig benzylierte
Galactosylacetat 83 als stabiles Modellsubstrat herangezogen. Hier sollen vor allem alternati-

ve Wirmequellen zum Energieeintrag untersucht werden. Wie bereits in Kap. 1.4 beschrie-
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ben, stellen beispielsweise Ultraschall- oder Mikrowellen eine effiziente und beschleunigende
Form des Energieeintrags im Vergleich zum traditionellen Erwdrmen dar.

Zu Beginn wurden zunéchst alle géngigen, literaturbekannten Synthesemethoden im Batch
untersucht. Dabei wurde das Acetat 83 mit Allyl-TMS (86) unter Zugabe verschiedener
Lewis-Sauren in Acetonitril umgesetzt und die entsprechenden Energiequellen miteinander

verglichen (Tabelle 3.20).

Tabelle 3.20: Vorversuche zur Allylierung im Batch

BnO _0OBn Lewis-Saure  BnO _OBn
Bno&% FMESINNT Meon | Broo
g3  BnO 'OAc 86 g7  BnO
Eintrag Lewis-Séure Methode Zeit | Umsatz *
1 4 Aquiv. BF;-OEt, Riihren bei 4 °C 2d 99 %
2 0.5 Aquiv. TMSOTf Ultraschallbad 20 min 7 %
3 4 Aquiv. BF5-OEt, ” 20 min 22 %
4 ” Mikrowelle 20 min 28 %
5 ” Riihren bei 25 - 30 °C 20 min 17 %

Reaktionsbedingungen: 1-O-Acetyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a,p-D-galactopyranosid (83) (15.0 mg, 25.7 umol),
2 Aquiv. TMS-Allyl (86) (8.5 uL, 52 umol), 0.5 Aquiv. TMSOTT (2.5 pL, 13.8 umol) bzw. 4 Aquiv. BF;-OEt,
(10 pL, 113 pmol), 0.5 mL trockenes Acetonitril. Ultraschall: 50/60 Hz, 230 V bzw. Mikrowelle: max. 50 W,
max. 30 °C. * Umsiitze wurden mittels HPLC mit internem Standard bestimmt (Biphenylldsung in Acetonitril
¢ =10 mg/mL).

185

Entsprechend der Literatur gelingt die Allylierung bei 4 °C nach Kishi!'*! oder Brenna et

al."!! quantitativ, jedoch erst nach einer Reaktionszeit von 2 Tagen (Eintrag 1). Bei einer

1.1°21 wurden mit TMS-Triflat als Lewis-Séure im Ultra-

Reaktionsfithrung nach Murphy et a
schallbad nach 20 Minuten lediglich 7 % Umsatz verzeichnet (Eintrag 2).

Im Hinblick auf eine spitere Ubertragung der Synthese in einen Durchflussreaktor sollte eine
moglichst kurze Reaktionszeit angestrebt werden, weshalb im néchsten Schritt versucht wur-
de, die Effizienz der Methode nach Murphy durch den Einsatz einer anderen Lewis-Siure zu

1851 konn-

steigern. Unter Verwendung von Bortrifluorid-Etherat in Anlehnung an Kishi et al.,!
te der Umsatz auf 22 % gesteigert werden (Eintrag 3). Bortrifluorid ist damit die geeignetere
Lewis-Séure fiir diese Umsetzung. Im Folgenden wurde die Mikrowelle herangezogen. Mit
den eingestellten Parametern von 50 W und 30 °C konnte eine weitere Umsatzsteigerung auf
28 % unter sonst gleichen Reaktionsbedingungen wie im Ultraschallbad erreicht werden (Ein-

trag 4). Zum direkten Vergleich der Energiequellen wurde auch eine Reaktion unter leichtem

Erwédrmen bei 25 - 30 °C im Wasserbad durchgefiihrt. Diese Methode lieferte nach 20 min
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lediglich 17 % Umsatz (Eintrag 5) und zeigt tatsichlich eine gewisse Uberlegenheit der alter-
nativen Energiequellen im Vergleich zum traditionellen Erwédrmen mittels externer Heizquelle
auf. Dabei bewirkte die Mikrowelle wiederrum etwas bessere Umsétze als das Ultraschallbad.
Sie wurde daher im Folgenden bevorzugt zur Entwicklung eines effizienten Durchflussreak-
tors verwendet.

Zu beachten ist allerdings, dass die Temperaturmessung in der Mikrowelle extern iiber einen
IR-Sensor erfolgt. Direkte Aussagen zur Temperatur der Losung sind daher schwierig. Au-
Berdem wird wéhrend des Prozesses heftig mit Druckluft gekiihlt, sodass die externe Tempe-
ratur nicht konstant bleibt, sondern meist niedriger liegt als gemessen. Auch der Energieein-
trag kann nicht konstant eingehalten werden, da die Leistung beim Erreichen der eingegeben
Hochsttemperatur herunterreguliert wird, um eine Uberhitzung der Probe zu vermeiden. Die
Angaben zu den Reaktionsbedingungen entsprechen daher den eingestellten Mikrowellenpa-
rametern und werden wegen der teilweise starken Schwankungen, durch den Zusatz max.
ausgedriickt. Diese Form der Angabe wird auch im weiteren Verlauf der Methodenentwick-
lung beibehalten.

Generell zeigte die Synthese keine Schwierigkeiten und verlief ohne Nebenreaktionen. Aller-
dings sollte die Umsetzung unter moglichst wasserfreien Bedingungen und mit trockenem
Losungsmittel durchgefiihrt werden, da es sonst zur Ausbildung von Hydrolyseprodukten
kommt.

Der Literatur entsprechend entstand unter diesen Reaktionsbedingungen bei allen Reaktionen
bevorzugt das a-C-Glycosid. Nur mittels HPLC konnten Spuren des B-Anomers mit Produkt-
verhiltnissen von >20: 1 (a: p) nachgewiesen werden. Im 'H-NMR dagegen sind aus-
schlieBlich die a-Glycosid-Signale zu sehen. Dies wird am Beispiel des H-2‘-Allyl-Protons im
Ausschnitt aus dem Roh-NMR der allylierten Galactose 87 gezeigt (Abbildung 3.17).

77 76 75 74 73 72 71 70 6.9 6.8 6.7 66 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0 59 58 57 56 55 54 53
Chemical Shift (ppm)

Abbildung 3.17: Ausschnitt aus dem Roh-NMR des 1-Allyl-Galactopyranosids 87
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Das vorliegende Multiplett bei 5.83 - 5.70 ppm ist in der Literatur fiir das a-Anomer be-
schrieben. Nicht zu sehen ist dagegen das Signal des B-Anomers, welches ein Multiplett bei
5.94 ppm aufweist.['"

Die Selektivitit wird hauptsédchlich von der Art und der Konformation des Kohlenhydratrings
bestimmt. Diesbeziiglich wurden zahlreiche Studien von Woerpel et al. durchgefiihrt.["”” %!
Die hier erhaltene starke a-Selektivitdt bei der Reaktion mit Tetra-O-benzylgalactose 83 kann

anhand Woerpels Beobachtungen erklart werden (Abbildung 3.18).

Nu”
OBn OBn OBn
H ® 2H @)ﬁ/\ BnO Qen BnQ ~0Bn
e) Bno\bo OBn BnO p— Q
OBn BnO 5 - O — BnO
OBn 3 OBn BnO
I | 8
. I 7
Nu: o~ -SiMe; g0 Nu

Abbildung 3.18: Erkldrung zur bevorzugten Selektivitdit bei der Allylierung

Im Allgemeinen nehmen Intermediate von Tetrahydropyranoxocarbeniumionen (I) bevorzugt
eine Halbsessel-Konformation ein.*?”! Dieser Halbsessel zeichnet sich wiederum durch ein
Gleichgewicht zweier Konformere I und II aus. Der nucleophile Angriff kann nun von oben
und von unten erfolgen, wobei hierzu die Positionen der Substituenten beriicksichtigt werden
miissen. Diese konnen entweder pseudoaxial oder pseudoequatorial angeordnet sein und je
nach Art des Substituenten (Alkyl, Alkoxyl) werden bevorzugte Konformationen eingenom-
men. Fiir die Betrachtung nach Woerpel werden hauptsédchlich die C-2, C-3 und C-4 Substi-
tuenten beriicksichtig, wobei C-3 Substitutionen meist nicht geniigend eindeutige Ergebnisse

197.198] heschreiben fiir die

liefern und daher hier nicht mit einbezogen werden. Woerpel et al.l
vorliegenden Benzyl-Substituenten am C-4 eine bevorzugte pseudoaxiale- und am C-2 eine
bevorzugte pseudoequatoriale Konformation. Daher liegt vorwiegend das Konformer I vor,
sodass der Angriff des Nukleophils aus sterischen Griinden bevorzugt von untern erfolgt und
somit hauptsédchlich das a-Anomer gebildet wird.

Nachdem aus den Allylierungen im Batch BF;-OEt; als geeignete Lewis-Sdure und die Mik-
rowelle als bevorzugte Energiequelle ermittelt werden konnte, wurde im néchsten Schritt die

Synthese in einen Durchflussreaktor iibertragen. Der Mikrowellenreaktor zur Allylierung ist

in Abbildung 3.19 gezeigt.
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Probenschleife

RO O Spritze
+ OAc /NN 1 L irrIrT
Me3Si\/\
+ BF3OEt2
HPLC-Pumpe /~ X\ @ L /N o
Verweilelement 0
in der Mikrowelle RO
Auffangbehalter |
Produkt in ges.
NaHCOs;-Lésung
Acetonitril

Abbildung 3.19: Durchflussreaktor zur Allylierung der Saccharidacetate

Der Reaktor besteht aus einer HPLC-Pumpe, welche das Losungsmittel und die Reagenzien
befordert, PTFE-Kapillaren als Probenschleife (AD: 3.2 mm, ID: 1.6 mm, V =1.0 mL) und
als Verweilelement (AD: 1.25 mm, ID: 0.75 mm, V=4 mL) und einem CEM Discover-
Mikrowellengerdt als Warmequelle. Fiir die Methodenoptimierung wurden kleine Proben-
mengen je Versuchsansatz ausgewaihlt.

In einem typischen Versuchsansatz wurden ca. 15 mg (25.7 pmol) des Galactopyrano-
sylacetats 83 zuvor in 0.5 mL Acetonitril gelost und mit Allyl-TMS (86) und BF;-OEt, ver-
setzt. Das Gemisch wurde sofort in die Probenschleife injiziert und mittels HPLC-Pumpe tiber
das Losungsmittel in den Mikrowellenreaktor befordert. Unmittelbar vor dem Einspritzen der
Probe wurden die Mikrowellenparameter eingestellt und der Energieeintrag gestartet. Am
Ende des Reaktors wurde das Produkt in geséttigter NaHCO3-Losung aufgefangen. Zur Erhal-
tung der Reaktionszeit von 20 Minuten wurde bei einem Reaktionsvolumen des Verweilele-
ments von 4 ml eine Flussrate von 12 mL/h errechnet und angewendet.

Die ersten Optimierungsversuche beziiglich der Mikrowellenparameter sind in Tabelle 3.21

zusammengetragen.
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Tabelle 3.21: Erste Optimierungsversuche zur Allylierung im Durchflussreaktor

BnO _0OBn 4 Aquiv. BF30Et,  BnO _OBn
E;no§&H v MesSioN MeCN BnONo
. BnO 'OAc .6 M 12mih 20min BnO
Eintrag Mikrowelleneinstellungen * Ulmsatz b

1 50 W, 30 °C 57 %
2 50 W, 25°C 48 %
3 40 W, 30 °C 54 %
4 50 W, 35°C 56 %
5 100 W, 35 °C 55 %
6 100 W, 40 °C 51 %

Reaktionsbedingungen: 1-O-Acetyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a,B-D-galactopyranosid (83) (15.0 mg, 25.7 umol),
2 Aquiv. TMS-Allyl (86) (8.5 pL, 52 pmol), 4 Aquiv. BF;-OEt, (10 pL, 113 pmol), 0.5 mL trockenes Acetoni-
tril. Mikrowelle. 12 mL/h. * Bei den Werten handelt es sich um die eingestellten Mikrowellenparameter. ° Um-
sdtze wurden mittels HPLC mit internem Standard bestimmt (Biphenyllgsung in Acetonitril ¢ = 10 mg/mL).

Im ersten Versuch wurden die optimierten Parameter aus der Batch-Synthese iibernommen
(Tabelle 3.20, Eintrag 4), d. h. max. 50 W bei max. 30 °C. Die Reaktionsfithrung im Durch-
fluss lieferte hierbei unter sonst gleichen Reaktionsbedingungen einen doppelt so hohen Um-
satz (Eintrag 1). Bei einer niedrigeren Temperatur von max. 25 °C oder geringeren Mikrowel-
lenleistung von max. 40 W wurden erwartungsgemil geringere Umsétze beobachtet, wobei
die Temperatur einen grofBeren Effekt hat (Eintrag 2, 3). Hohere Temperaturen und/oder Leis-
tungen hingegen lieferten keine Umsatzsteigerung (Eintrag 4 - 6). Die starken Temperatur-
und Leistungsschwankungen der Mikrowelle, die bereits zu Beginn der Beschreibung erwéhnt
wurden, erschweren an dieser Stelle allerdings eine eindeutige Interpretation der Ergebnisse.

Letztendlich wurde im Vergleich zu den Anfangsbedingungen (Eintrag 1) durch eine Tempe-
raturerh6hung um 5 °C ein identisches Ergebnis erhalten (Eintrag 4) und durch gestiegene
Leistungen keine Verbesserungen, jedoch auch keine signifikanten Verschlechterungen ver-
zeichnet (Eintrag 5, 6). Eine mogliche Erklarung fiir die anndhernd gleichen Ergebnisse konn-
te in den relativ dhnlichen Durchschnittstemperaturen und -leistungen der jeweiligen Synthe-
sedurchldufe liegen. Denn wihrend bei einer Leistungseinstellung von 50 W diese auch tat-
sdchlich erreicht und langere Zeit gehalten werden konnte, wurden bei 100 W lediglich max.
51 bzw. 58 W erreicht. Wird die Leistung nun iiber die gesamte Synthesedauer gemittelt, er-
geben sich moglicherweise nahezu gleiche Durchschnittswerte. Scheinbar konnen dabei auch

leichte Temperaturerhohungen die Reaktion nicht signifikant beschleunigen. Um dies aller-
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dings zu bestdtigen, miissten Aufzeichnungen des gesamten Temperatur- und Leistungsver-
laufs wihrend der Synthesedauer durchgefiihrt werden.
Die besten Umsitze wurden somit bei einer Mikrowelleneinstellung von 50 W und 30 °C er-

zielt und daher im Folgenden zur Optimierung der Reagenz- und Substratmengen verwendet
(Tabelle 3.22).

Tabelle 3.22: Optimierung der TMS-Allyl- und Lewis-Scure-Menge

BnO _0Bn BF;OEt, BnO __0Bn
BnOé&y MeSINN T MeeN B0
BnO 'OAc ). 50 W, 30 °C BnO
83 86 12mlsh, 20 min -~ 87 |
Eintrag BF;-OEt, TMS-Allyl Umsatz * Ausbeute
1 8 Aquiv. 2 Aquiv. 47 % -
2 4 Aquiv. 4 Aquiv. 59 % -
3 8 Aquiv. 4 Aquiv. 71 % -
4 16 Aquiv. 8 Aquiv. 91 % 93 %

Reaktionsbedingungen: 1-O-Acetyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a,B-D-galactopyranosid (83) (15.0 mg, 25.7 pmol),
TMS-Allyl (86), BF;-OEt,, 0.5 mL trockenes Acetonitril, Mikrowelle: max. 50 W, max. 30 °C, 12 mL/h. * Um-
sdtze wurden mittels HPLC mit internem Standard bestimmt (Biphenyllgsung in Acetonitril ¢ = 10 mg/mL).

Die einseitige Erhohung der BF;-OEt, oder TMS-Allyl-Menge lieferte riickldufige bzw.
gleichbleibende Umsitze (Eintrag 1, 2). Wurden hingegen beide Mengen verdoppelt und das
2 : 1-Verhiltnis aus Lewis-Séaure zu TMS-Allyl belassen, konnte die Reaktion stark beschleu-
nigt und somit ein verbesserter Umsatz 71 % erhalten werden (Eintrag 3). Eine erneute Ver-
dopplung auf 16 Aquiv. an Lewis-Saure und 8 Aquiv. an Allyl-TMS lieferte sogar eine anni-
hernd quantitative Umsetzung mit einer Ausbeute von 93 % (Eintrag 4). Der um das 4-fache
erhohte Substrat- und Sdurebedarf im Vergleich zur urspriinglichen Menge ist vermutlich auf
die starke Verdiinnung im Durchflussreaktor zuriickzufiihren.

Zuletzt wurde untersucht, ob die Flussrate gesteigert bzw. ob die Substrat- und Reagenzmen-

ge bei geringeren Flussraten reduziert werden kann (Tabelle 3.23).
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Tabelle 3.23: Optimierung der Flussrate

BnO __OBn BF3;0Et, BnO __OBn
Bno&y + MegSin W - o)
. BnO 'OAc e MSOW30°C o BnO
Eintrag BF;-OEt, TMS-Allyl Zeit / Flussrate | Umsatz *
1 4eq 2 Aquiv. 40 min / 6 mL/h 38 %
2 16 eq 8 Aquiv. 10 min / 24 mL/h 83 %

Reaktionsbedingungen: 1-O-Acetyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a,B-D-galactopyranosid (83) (15.0 mg, 25.7 umol),
TMS-Allyl (86), BF;-OEt,, 0.5 mL trockenes Acetonitril, max. 50 W, max. 30 °C. * Umsitze wurden mittels
HPLC mit internem Standard bestimmt (Biphenyllgsung in Acetonitril ¢ = 10 mg/mL).

Bei geringeren Flussraten wurde ein starker Umsatzeinbruch beobachtet (Eintrag 1), da ver-
mutlich ausgepréigtere Diffusionen der Substrate und Reagenzien aufgrund der ldngeren Ver-
weilzeit im Verweilelement vorliegen und so zu einer verstirkten Verdiinnung fiithren. Insge-
samt sank zwar der Umsatz bei Verdoppelung der Flussrate, allerdings konnten dennoch 83 %
des Edukts 83 innerhalb von nur 10 Minuten umgesetzt werden (Eintrag 2).

Eine effiziente und stark beschleunigte, Mikrowellen-unterstiitzte Durchflusssynthese konnte
somit verwirklicht werden. Nach dieser Methode wurde bei erhohten BF;-OEt,- und TMS-
Allyl-Mengen das Modellsubstrat 83 innerhalb kiirzester Zeit in einer Ausbeute von 93 %
allyliert.

Nach Ermittlung der optimalen Reaktionsbedingungen wurden zusitzliche Reaktoroptimie-
rungen durchgefiihrt. Dabei sollte ein System entwickelt werden, das es ermdoglicht, die
schwierige Handhabung von BF;-OEt, zu erleichtern, indem die Zugabe der Lewis-Saure se-
parat erfolgt. Zundchst wurde dazu die Umsetzung in einem Tube-in-Tube-Reaktor nach Ab-
bildung 3.1 untersucht. Hier wird Bortrifluorid-Etherat als fluorhaltige Komponente in die
duBere Membran eingespritzt, deren Durchgéingigkeit fiir BF5;-OEt, ebenfalls zuvor mittels
Indikator bestdtigt werden konnte. Jedoch war die Diffusionsgeschwindigkeit der Lewis-
Sdure scheinbar zu gering, denn es fand keine Umsetzung des Galactosylacetats 83 in diesem
Reaktor statt.

Eine weitere Moglichkeit zur separaten Zugabe von Bortrifluorid-Etherat wurde daher durch
gesonderte Zuflussstrome gepriift. Der Reaktoraufbau fiir eine solche Reaktionsfiihrung ist in

Abbildung 3.20 dargestellt.
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Probenschleife

o)

RO

v?"“OAC
Me3Si\/\

0.5 mL/min
Interdigitalmischer

Spritzenpumpen

BF3-OEt, >

Mikrowelle

HPLC-Pumpe RO O
12 mL/h
Auffangbehélter ‘
Produkt in ges.
NaHCO;-Losung
Acetonitril

Abbildung 3.20: Mikrowellen-Durchflussreaktor mit eingebautem Interdigitalmischer

Die Substratlosung und die Lewis-Sdure wurden hierbei getrennt mittels Spritzenpumpen in
einen Mikromischer (Interdigitalmischer) eingeleitet, dort effizient gemischt und anschlieBend
in die direkt verbundene Probenschleife injiziert. Nach beendeter Zugabe wurde anschlieBend
das Losungsmittel mitsamt der Probenlosung mittels HPLC-Pumpe bei 12 mL/h durch den
Reaktor befordert. Entscheidend bei diesem Reaktoraufbau ist eine erfolgreiche Mischung der
separaten Zuflussstrome aus Substratlosung und Lewis-Sdure. Beide Strome miissen inner-
halb der gleichen Zeit {iber den Mischer in die Probenschleife befordert werden.

Zur Ermittlung geeigneter Mischungsparameter werden unterschiedliche Lewis-Séure-
Mengen bei verschiedenen Flussraten mit der Substratlosung vermischt (Tabelle 3.24). Dazu
wurden die Substrate 83 und 86 zuvor in 0.5 mL Acetonitril gelost und danach mit der Lewis-

Saure innerhalb einer Minute in die Probenschleife eingeleitet.

Tabelle 3.24.: Optimierung der Lewis-Sdure-Menge

BnO _0OBn BF;0Et, BnO _0OBn
BnOé&H+ MesSi~ . 5o ozl
. BnO 'OAc o sOW0°C BnO |
Eintrag BF;-OFt, Flussrate BF5-OEt, Umsatz *
1 40 uL 40 pL/min 32 %
2 70 uL 70 uL/min 51 %
3 90 uL 90 uL/min 80 %

Reaktionsbedingungen: 1-O-Acetyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a,B-D-galactopyranosid (83) (15.0 mg, 25.7 umol),
TMS-Allyl (86) (35 pL, 220 pmol, 8 Aquiv.), BF5-OEt,, 0.5 mL trockenes Acetonitril, max. 50 W, max. 30 °C. *
Umsétze wurden mittels HPLC mit internem Standard bestimmt (Biphenyllésung in Acetonitril ¢ = 10 mg/mL).
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Mit den urspriinglichen 16 Aquiv. (ca. 40 uL) an Lewis-Séure konnten bei diesem
Reaktorautbau lediglich 32 % Umsatz verzeichnet werden (Eintrag 1). Mit 90 uL an Lewis-
Saure wurden dagegen anndhernd die gleichen Ergebnisse, wie in dem Reaktoraufbau ohne
separate Dosierung der Séure (siche Abbildung 3.19), erreicht (Eintrag 3).

Somit konnte auch ein Reaktorsystem mit Hilfe separater Zudosierung der Saure entwickelt
werden, das eine wesentlich sicherere und leichtere Handhabung der Lewis-Saure ermoglicht.
Dennoch wurde aufgrund des erhohten Bedarfs an Lewis-Sédure sowie der niedrigeren Umsét-
ze die Anwendungsbreite der Methode mit dem urspriinglichen Reaktorsystem aus Abbildung
3.19 untersucht. Unterschiedlich substituierte Mono- und Di- sowie anspruchsvolle C-2 funk-
tionalisierte Saccharide sind eingesetzt worden. Die isolierten Allyl-Produkte sind in Tabelle

3.25 aufgefiihrt.

Tabelle 3.25: Isolierte Allyl-C-Glycoside aus der Mikrowellen-Durchflusssynthese

-0 BF3;0Et, 0
RO + MegSie_ RO
OAc = MeCN
13,82 -85 86 1), 50 W, max. 30 °C 87-90 |
12 mL/h
Produkt Ausbeute Produkt Ausbeute
BnO _0OBn BnO _0OBn OBn
0 0
BnO 93 % BnO 0 0
BnO . Bno B0 0 %
87 (98 %) BnO
88
BnO _0Bn AcO _0OAc
o 0 0
Ns (72 %)* N
89a 89b
Ph OAc
\Oo o A/cioo 0
BhO o/\b C 0°
s (99 %) AcHN %
90a 90b
AcO __0OBn AcO _OBn
AcO 2 AcO 2
C 0 C 0
BnO 65 % AcO 81 %
90c | 90d |

Reaktionsbedingungen: Acetyl-Saccharid 13, 82 - 85, 8 Aquiv. TMS-Allyl (86), 16 Aquiv. BF;-OEt,, 0.5 mL
trockenes Acetonitril; die exakten Mengen sind dem Experimentellen-Teil Kap. 5.4.3 zu entnehmen, Mikrowel-
le: max. 50 W, max. 30 °C. Isolierte Ausbeuten. * Allylierung im Kolben bei tiefen Temperaturen, gemif der
Literatur. ® Als Edukt (82a)/Produkt (90a)-Gemisch erhalten.

Das Modellsubstrat 83 konnte wie bereits beschrieben innerhalb von 20 Minuten im Reaktor
[191]
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wurden etwas bessere Ausbeuten von 98 % erhalten, allerdings bei sehr langen Reaktionszei-
ten von 2 Tagen.

Die Umsetzung des Lactose-Derivats 84 unter den vorliegenden stark Lewis-sauren Bedin-
gungen lieferte lediglich die allylierte Galactose 87, da hierbei die sdurelabile
1,4-glycosidische Bindung gespalten wurde.

Die Allylierung des Azido-Galactose-Derivats 85 ist im Allgemeinen sehr anspruchsvoll, da
das Produkt bei Raumtemperatur innerhalb kiirzester Zeit spontan irreversible 1,3-Dipolare
Cycloadditionen eingeht und somit sehr instabil vor allem gegeniiber Wiarmeeinwirkung ist

(Schema 3.28).["*"

BnO _0OBn BnO _0OBn
o Raumtemp., 12 h
BnO —_— BnO
N3
89a | 91

Schema 3.28: Irreversible Nebenreaktion des Azido-Allyl-Galactosids 89a

Daher wurde die Synthese bisher lediglich in der Kilte, bei entsprechend langen Reaktions-
zeiten von 2 - 6 Tagen, durchgefiihrt. Dennoch konnte unter diesen Reaktionsbedingungen
kein vollstdndiger Umsatz erreicht werden und lieferte eine maximale Ausbeute von 72 %.
Die Durchflusssynthese dagegen erbrachte innerhalb von 20 Minuten bereits 51 % des Allyl-
Produkts 89a. AuBBerdem wurde hierbei, trotz erh6hter Reaktionstemperatur von bis zu 30 °C
keine Ausbildung des cyclischen Nebenprodukts beobachtet.

Alternativ zur Benzyl-geschiitzten Azido-Galactose 85 wurde dessen Vorstufe, ndmlich das
acetylierte Azidonitrat 13 (Synthese, Schema 3.4) eingesetzt. Dieses Substrat wiirde die Mog-
lichkeit einer verkiirzten Gesamtsynthese zum C-Glycosid 89b erméglichen, da der Austausch
der Schutzgruppen von Acetyl zu Benzyl eingespart werden konnte (sieche Schema 3.25). Al-
lerdings scheiterten alle Versuche das Azidonitrat 13 im Durchflussreaktor zum
C-Allylglycosid umzusetzen. Auch Versuche im Batch bei Raumtemperatur oder unter dem
Einfluss von Mikro- oder Ultraschallwellen lieferten trotz wasserfreier Bedingungen lediglich

die hydrolysierte Azido-Galactopyranose 92 (Schema 3.29).

AcO _OAc BF3;OEt, AcO _OAc
O + MesSia_~ — > 0

ACO&H N MeoN Aco& o
13 N3ONO; g6 )y 50w, 30 °C 92 MNs

Schema 3.29: Umsetzung des Azidonitrats 13 im Mikrowellenreaktor mit Allyl-TMS 86

Die Allylierung des 4,6-Benzyliden-Glucoseacetats 82a im Mikrowellenreaktor gelang nur

miBig. Der Umsatz war nicht vollstdndig und die sdulenchromatographische Trennung des
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Edukts vom Produkt gestaltete sich aufgrund sehr dhnlicher R-Werte schwierig. Das Produkt
90a konnte hier lediglich als Edukt/Produkt-Gemisch isoliert werden.

Das acetylierte Glucosamin 82b konnte auch im Mikrowellenreaktor trotz modifizierter Syn-
thesebedingungen nicht allyliert werden. Das unumgesetzte Edukt wurde zuriickgewonnen,
wodurch die Beobachtungen aus der Literatur bestitigt werden konnen.!'"!

Zuletzt konnte das Galactose-Derivat 90c¢ in relativ guten Ausbeuten von 65 % erhalten wer-
den. Ebenso wurde 90d in 81 % Ausbeute isoliert, wobei das Substrat von Frau Dr. Fauziya

Syed[zm]

zur Verfiigung gestellt wurde.

Mit der auf den Arbeiten von Kishi und Murphy basierenden, entwickelten Mikrowellen-
Durchflusssynthese, konnten einige funktionalisierte Acetate a-selektiv in C-Glycoside tiber-
fithrt werden. Die Methode ermoglicht eine effiziente Allylierungen in kurzer Zeit in guten
bis sehr guten Ausbeuten. Dabei konnte unter anderem auch das warmeempfindliche Azido-
Allyl-Galactosid 89a nebenproduktfrei hergestellt werden.

Im Folgenden werden die synthetisierten Allyl-C-Glycoside in die entsprechenden Aldehyde

iiberfithrt, um so als Substrate fiir die Ugi-Reaktion dienen zu kénnen.

3.3.3 Synthese der Aldehydbausteine zur Ugi-Reaktion

202,203

Die Ugi-Reaktion wurde erstmals 1962 von Ivar Ugi beschrieben.! ] Es handelt sich um

eine Vier-Komponenten-Reaktion, die auf der 1921 eingefiihrten Drei-Komponenten-
Passerini-Reaktion basiert.**” Bei der Ugi-Reaktion reagieren ein Aldehyd oder Keton, eine
Carbonsdure, ein Amin und ein Isonitril miteinander zu  N-acylierten

a-Aminocarbonsdureamiden (Schema 3.30).
o)

R? R? 2
R1”\H N Re o NH R. YR
+ N
H,N . .
27 R2 Si RS N.

Schema 3.30: Mechanismus der Vier-Komponenten Ugi-Reaktion

Die Reaktion beginnt mit der Kondensation des Amins mit einem Aldehyd oder Keton zum
Imin, welches anschlieBend von einem Isonitril entweder von der Re- oder Si-Seite angegrif-

fen werden kann, wodurch die Konfiguration des Produkts bestimmt wird. Im Produkt stammt
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dabei der Aminoséurealkylrest vom Aldehyd, der Amidrest vom Isonitril und der Carbonsdure
sowie der N-Acylrest am Amin ebenfalls von der Carbonséure ab.”**” Hierbei konnen generell
primire und sekundére, aliphatische und aromatische Amine mit einer Vielzahl an Aldehyden
oder Ketonen mit verschiedenen Isonitrilen und Carbonsiuren zu zahlreichen Produkten, da-
runter a-Aminocarbonsdureamide, Thioamide, Oligopeptide, B-Lactame, Urethane u. v. m.,
umgesetzt werden.?”! Die Reaktion weist eine hohe Atomdkonomie auf und zeigt eine grofe
Gruppentoleranz, weshalb sie oft z. B. zum Aufbau komplexer Naturstoffe herangezogen

206-208] 7,1dem ist sie exotherm und Liuft somit innerhalb kurzer Zeit unter milden Reak-

wird.!
tionsbedingungen in sehr hohen Ausbeuten ab.

Eine stereoselektive Durchfithrung der Ugi-Reaktion ist prinzipiell durch den Einbau von Chi-
ralitit in allen vier Komponenten moglich, allerdings ist der Einfluss des Isonitrils und der

21 Da der asym-

Carbonsiure auf die Stereoselektivitit des Reaktionsverlaufs sehr gering.!
metrische Induktor am Ende der Synthese zur Ausbildung von a-Aminosduren wieder abge-
spalten werden muss und die Aldehydkomponente den Aminoséurerest definiert, bleibt nur
noch die Aminokomponente, um sie als chirales Hilfsmittel einzusetzen.

Im Folgenden wird der Aufbau der Aldehydkomponenten zur Ugi-Reaktion beschrieben. Da-

zu wurde zum einen das einfache Allyl-Galactopyranosid 87 und zum anderen das C-2-

funktionalisierte Azido-Allyl-Galactopyranosid 89a verwendet.

3.3.3.1 Synthese des Galactosylaldehyds

Zunichst wurde das O-Benzyl-geschiitzte C-Allylglycosid 87 umgesetzt. Die Synthese zum
Aldehyd erfolgte dabei in zwei Stufen (Schema 3.31).

BnO _0Bn 1) 9-BBN, THF BnO _oBn BnO _0OBn
o} 8h, 65 °C o} PCC o)
BnO > BnO > BnO
BnO_ " 2) EtOH, NaOH, H,0, BnO CH,Cl, BnO
87 93 2 94
| 0-23°C,24h 1h,23°C
74 % OH 28% H™ O

Schema 3.31: Synthese des Galactosylaldehyds tiber eine Hydroborierung

Im ersten Schritt wurde an der Doppelbindung des Allylrestes eine Hydroborierung mit

9-BBN (9-Borabicyclo[3.3.1]nonan) durchgefiihrt. Synthesen mit 9-BBN erlauben eine regio-

[210

selektive anti-Markownikow-Funktionalisierung der Doppelbindung.*'” Einige Hydroborie-

rungen sind exakt an diesem Substrat beschrieben, indem es bei 0 °C mit 9-BBN versetzt

211-213

wird.! I Allerdings wurde nach diesen Vorschriften auch nach langer Reaktionszeit nur

eine sehr geringe Umsetzung beobachtet. Erfolgte die Zugabe von 9-BBN dagegen bei Raum-

2141 verlief die Reaktion erheblich
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schneller bei wesentlich hoheren Umsétzen. Zudem erwies sich die Zugabe der unverdiinnten
0.5 M 9-BBN Losung in THF als vorteilhaft. Nach oxidativer Aufarbeitung mit Wasserstoft-
peroxid im alkalischen Milieu konnte der Alkohol 93 in 74 % Ausbeute isoliert werden.*'"
Im néchsten Schritt wurde die Oxidation zum Aldehyd durchgefiihrt. Dafiir gibt es zahlreiche
Moglichkeiten, jedoch sollte die Reaktion selektiv auf der Stufe des Aldehyds enden, ohne

weiter zur Carbonséure zu reagieren. Hier wurde die Oxidation mit PCC (Corey-Reagenz)*!”!

in Anlehnung an Dondoni et al.!*'®!

ausgewdhlt. Um die Reaktion zur Carbonsdure zu verhin-
dern, wurde unter streng wasserfreien Bedingungen gearbeitet. Nach einer Stunde war die
Umsetzung vollstindig. Sie lieferte aber den gewiinschten Aldehyd 94 in einer Ausbeute von
lediglich 28 %. Die Ursache fiir die geringe Ausbeute ist auf die Ausbildung eines stark unpo-
laren, nicht ndher identifizierten Nebenprodukts zuriickzufiihren, welches einen R-Wert von
0.83 (“Hex/EtOAc, 2 : 1) aufweist. Eine Zeichnung der angefertigten DC ist in Abbildung

3.21 dargestellt.

""""""" Laufmittel: “Hex : EtOAc (2 : 1)
) R, =0.83
o R;=0.45
Aldehyd 94
R;=0.20 ® B 93
Alkohol 93 | e E = Edukt
R = Reaktionsgemisch
E R

Abbildung 3.21: Schematische Zeichnung der erhaltenen DC nach beendeter Reaktion

Die DC zeigte einen vollstindigen Umsatz an. Zudem konnte eine Oxidation zur Carbonsdure
sowie eine Riickreaktion zum Allylsaccharid 87 (R¢ = 0.72, “Hex/EtOAc, 2 : 1) ausgeschlos-
sen werden. Auch nach Wiederholung des Versuchs wurde das identische Ergebnis erhalten.

Der Aldehyd 94 konnte somit {iber beide Stufen in einer Gesamtausbeute von 21 % isoliert

werden.

3.3.3.2 Synthese des Galactosaminaldehyds

In dhnlicher Weise wie zuvor, wurde auch das Azido-Allyl-Galactosid 89a zum Aldehyd um-
gesetzt. In Zusammenarbeit mit ||| | BBl vwurden dafir verschiedene Zugangswege
untersucht. Allen gemeinsam war zunichst die Reduktion des Edukts 89a.

Zuerst sollte die im natiirlichen Ty-Antigen vorhandene Acetamidogruppe in C-2-Position
gebildet werden. Diese kann ausgehend vom Azid iiber eine reduktive Acetylierung erzeugt

werden und erfolgte hier in Anlehnung an die bekannte Durchfithrung aus der Synthese des
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Tx-Threonin-Derivats!'*” (Kap. 3.2.1) mit Zink und Kupfersulfat in einem THF/Ac,0/AcOH
3:2:1 Gemisch (Schema 3.32).

BnO OBn : , BnO OBn

Zn/CuSO4 BnO an

y BnO OBn

TH F/ACQO/ACOH BnO

AcHN AcSH 20h 0-23°C AcHN 1) 9-BBN, THF AcHN
20 h, 95 8h, 65 °C
7-23°C I 2) EOH, NaOH, H,0,
44 % 0-23°C,24h OH

Schema 3.32: Reduktive Acetylierung des Azido-Allyl-Galactosids

Wegen der Wiarmelabilitdt des Substrats wurde die Synthese zunéchst bei 0 °C durchgefiihrt
und die Temperatur nur langsam, innerhalb von 20 h, auf Raumtemperatur erhéht. Die Um-
setzung verlief nicht vollstdndig und zudem entstanden zahlreiche Nebenprodukte, sodass nur
eine méflige Ausbeute von 44 % an 95 erhalten wurde. Ein alternativer Zugang nach Rosen et

al. mit Thioessigsdure!*'”

ist nicht gelungen. Die anschlieBende Hydroborierung des Aceta-
mids mit 9-BBN lieferte nach einem insgesamt schleppenden Verlauf ebenfalls zahlreiche
Produktfraktionen. HPLC-MS-Messungen zeigten, dass die Carbonylgruppe der Acetamido-

funktion teilweise oder komplett reduziert!'®

und die C-C-Doppelbindung nur unvollstindig
hydroxyliert wurde. Versuche, die Hydroborierung direkt am Azid 89a durchzufiihren, sind
ebenfalls gescheitert. Lediglich Fragmente des [3+2]-Cycloaddition-Nebenprodukts des Sub-
strats konnten erhalten werden.

Aufgrund der geringen Toleranz der Hydroborierung gegeniiber Acetamidogruppen musste
eine alternative Schutzgruppe fiir das Amin gefunden werden. Um Nebenreaktionen zu ver-
hindern, sollte es zudem vollstidndig geschiitzt werden. Eine geeignete Schutzgruppe sollte
unter den Hydroborierungsbedingungen stabil sein, d. h. keine funktionellen Gruppen tragen,
und in Anbetracht der darauffolgenden Oxidation nicht oxidierbar sein. Benzylgruppen erfiil-
len diese Anforderungen und sind zudem bereits im Saccharid vorhanden, sodass im spéteren

Verlauf alle Schutzgruppen in nur einem Schritt entfernt werden konnten. Die Alternativroute

zur Synthese des Galactosaminaldehyds ist in Schema 3.33 abgebildet.
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BnO OBn BnO OBn BnO _0OBn BnO _0OBn
LiAIH, BnBr, K,CO3 0 o)
—— > BnO BnO + BnO
BnHN BnyN
THF, 1h, 23 °C DMFo 97 98 2
97 % 18 h,23°C 10 % 50 % |

1) 9-BBN, THF
BnO _0Bn BnO OBn 8 h,65°C
o 2) EtOH, NaOH, H,0,
< ____ BnO 0-23°C,24h
anN CH,Cl, BnyN
1h,23°C
29 % H 100 %

Schema 3.33: Alternativroute zur Synthese des Galactosaminaldehyds

Die Synthese beginnt mit der Reduktion des Azids 89a nach Nicotra et al.*' bei
Raumtemperatur, allerdings mit dquimolaren Mengen an LiAlHs, um die Reduktion zu
beschleunigen und so die intramolekularen Nebenreaktion des Substrats zuriickzudriangen.
Die Reaktion verlief innerhalb einer Stunde quantitativ, sodass das Amin 96 in einer Ausbeute
von 97 % isoliert werden konnte. Im nichsten Schritt folgte die Benzylierung des Amins 96 in
Anlehnung an Dasgupta et al.?*) mit Benzylbromid in DMF. Unter diesen Bedingungen
wurde das einfach (97) und das zweifach (98) benzylierte Produkt in 10 % bzw. 50 %
Ausbeute erhalten. Um Nebenreaktion bei der Hydroborierung zu vermeiden, wurde lediglich
das zweifach benzylierte Amin 98 weiter umgesetzt. Die anschlieBende Hydroborierung und
Oxidation erfolgte analog zur Umsetzung aus Kap. 3.3.3.1. Der zunéchst erhaltene Alkohol 99
wurde in quantitativen Mengen isoliert. Allerdings lieferte die Oxidation mit PCC bei einem
vollstindigen Umsatz erneut nur geringe Ausbeuten. Auch an dieser Stelle wurde keine
Oxidation zur Carbonsdure beobachtet, jedoch entstand, &hnlich zur vorhergehenden
Oxidation (Kap. 3.3.3.1), ein unpolares Nebenprodukt (R¢= 0.82, “Hex : EtOAc, 2 : 1), sodass
der gewlinschte Aldehyd 100 in lediglich 29 % Ausbeute isoliert werden konnte.

Beide zur Ugi-Reaktion benétigten Aldehydbausteine 94 und 100 konnten ausgehend von den
Allylsubstraten 87 und 89a {iber eine Hydroborierung mit anschlieBender Oxidation erfolg-
reich synthetisiert werden. Die direkte Umsetzung des Acetamido-Saccharids 95 gelang dabei
nicht, sodass zunichst das freie Amin 96 mit stabilen Benzylschutzgruppen vollstindig ge-

schiitzt werden musste und erst im spiteren Verlauf umfunktionalisiert werden kann.

3.3.4 Synthese der Auxiliare zur Ugi-Reaktion
Auxiliare (Hilfsstoffe, Helfer) sind chirale Verbindungen, die es ermdglichen, den stereoche-

mischen Verlauf einer Reaktion zu beeinflussen. Sie bringen eine reagierende Funktion und
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damit eine chirale Information in die Reaktion ein. Nach erfolgter Synthese entsteht nach Ab-
spaltung des Hilfsstoffs bevorzugt ein Enantio- oder Diastereomer. Die bekanntesten Auxilia-
re sind Evans-Auxiliare. Sie basieren auf Oxazolidinonen und werden zum Aufbau enantio-
merenreiner a-substituierter Carbonsédurederivate in der Evans-Synthese verwendet.*2"]

In der Arbeitsgruppe Kunz wurden Kohlenhydratamine als Auxiliare in zahlreichen Strecker-

(209222227 | 4 gi-Synthese [209.226.228-230]

verwendet. Im Allgemeinen lassen sich Kohlen-
hydratamine in zwei Gruppen einteilen, in Aminozucker und Glycosylamine. Aminozucker
sind Kohlenhydrate, deren alkoholische OH-Gruppen durch Aminofunktionen ersetzt werden.
Glycosylamine hingegen sind Zucker, deren anomeres OH durch ein Amin ersetzt ist. Ami-
nozucker zeigen allerdings nur sehr geringe Selektivititen bei asymmetrischen Synthesen,*"”!
weshalb hauptsidchlich Glycosylamine eingesetzt werden. Hier wiederrum zeigen Pivaloyl-
geschiitzte Glycosylamine gegeniiber Acetyl-geschiitzen neben einer hoheren Stabilitdt auch

eine hohere Selektivitit in asymmetrischen Strecker-Synthese.l??-%"]

[226,227] [209.226.228-230] 1y

In diesen asymmetrischen Strecker-Synthesen und Ugi-Reaktionen
die Stereoselektivitit durch die Wahl des entsprechenden Glycosylamins mafigeblich beein-
flusst werden. Dabei wurde unter der Verwendung von D-Galactosylamin bevorzugt die
R-konfigurierte Aminosdure ausgebildet, wihrend mit D-Arabinosylamin hauptsidchlich das
S-Produkt entstand.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher das Pivaloyl-geschiitzte D-Galactosylamin (103) und
D-Arabinosylamin (109) synthetisiert und diese als Auxiliare in Ugi-Reaktionen zur

C-Glycosylaminosduresynthese untersucht.

3.3.4.1 Synthese des Galactosylamin-Auxiliars

Die Synthese des Galactosylamins aus D-Galactose (10) erfolgte in Zusammenarbeit mit

I i i St (Scherma 3.34) 2

TMS-N,

HO _OH PivCI, Py PivO _0OPiv SnCl, PivO _0OPiv Raney-Ni, H, PivO _0OPiv
0 . 0 . 0 . 0
HO Pivogg/OPiv PivO&/N\g Pivogg/NHz
HO "OH dCH2C::aI3° . PiVO CH,Cl, opiy ~MeOH, OPiv
10 : 101 229 180 23°C 102 16h,23°C 103 43%

Schema 3.34.: Synthese des Galactosylamin-Auxiliars

Bei der Reaktion der Galactose 10 mit Pivaloylchlorid in Pyridin entstand ein o/f-Gemisch
der Pentapivaloylgalactose 101, wobei das reine B-Anomer nach Umkristallisation aus Me-

112311

thanol erhalten werden konnte. Analog zu den Arbeiten von Paulsen et a wurde daraus

das Azid 102 mittels TMS-Azid und Zinntetrachlorid erhalten und als Rohprodukt in der an-
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schlieBenden Reduktion eingesetzt. Die Reduktion erfolgte durch Hydrierung iiber Raney-
Nickel und lieferte das Tetrapivaloyl-Galactosamin-Auxiliar 103 in einer Gesamtausbeute von
10 % tber alle drei Stufen. Zur Synthese kleinerer Produktmengen ist diese kurze Sequenz
ausreichend. Hohere Ausbeuten konnen mit einer ldngeren Syntheseroute iiber Tetra-

acetylgalactosylazid erhalten werden.*****"]

3.3.4.2 Synthese des Arabinosylamin-Auxiliars

Die Synthese des Arabinosylamins 109 gelingt dagegen nicht {iber eine kurze Sequenz analog
zur D-Galactose, da hierbei hauptsidchlich Furanosen oder das unerwiinschte a-Azid entste-
hen.”?”***! In Zusammenarbeit mit ||| GG oo T o dc daher

das Arabinosyl-Auxiliar iiber ein Tetraacetylderivat 105 hergestellt (Schema 3.35).2%-2272%]

TMS-N;,

OH ACzo, Py OAc SnCI4 OAc
O - 6] - 0]
MOH OAc N3\MjOAc
CHzclz,
104

18h,23°C  Ac0™ Gac

HO™ OH 2 OAc
92 % 105 3h,23°C 000 106
NaOMe/NaOH
2h,23°C
o OPiv Raney-Ni, H, o OPiv PivCI, Py o OH
H2N\MjOPiv - Ns\@jomv an 23 G Na\@ﬁOH
OPiv o MeOH, OPv o ’ OH .-
29 % 16h,23°C 4134, 98 %

Schema 3.35: Synthese des Arabinosylamin-Auxiliars

Ausgehend von D-Arabinose 104 gelang zunéchst die Synthese des peracetylierten Saccharids
105 in einer Ausbeute von 92 %. Im Anschluss wurde das Azid 106 analog zum Galactose-
baustein durch Reaktion mit TMS-Azid und SnCl, erhalten, wobei nach dem von Paulsen!®*"
beschriebenen frans-Effekt selektiv das f-Anomer entstand. Im weiteren Verlauf wurden die
Acetylgruppen mittels Natriummethanolat in Methanol abgespalten und danach die Hydro-
xylgruppen mit Pivaloylchlorid geschiitzt. Hierbei wurde ein Isomerengemisch aus
o/B-Pyranose und Furanosen erhalten, sodass nach chromatographischer Trennung lediglich
13 % des Arabinopyranosylazids 108 isoliert werden konnten. Die darauffolgende Reduktion
mit Raney-Nickel lieferte das Arabinosyl-Auxiliar 109 in einer Gesamtausbeute von 4 %.

Mit den somit synthetisierten Auxiliaren sind die Vorbereitungen zur Ugi-Reaktion abge-
schlossen, und es konnen nun die stereoselektiven Effekte bei der Umsetzung der Aldehyde

untersucht werden.
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3.3.5 Ugi-Reaktion

Die Ugi-Reaktion ist, wie bereits zuvor beschrieben, die Reaktion eines Aldehyds oder Ke-

tons mit einer Carbonsdure, einem Amin und einem Isonitril zu N-acylierten

a-Aminocarbonsdureamiden. Mit Glycosylaminen wurde sie zur stereoselektiven Synthese
von a-Aminosduren erfolgreich auf zahlreiche Substrate angewendet.!2?226228230.2321 A yg
diesen Vorarbeiten haben sich folgenden Beobachtungen ergeben:

e Unter den klassischen Ugi-Reaktionsbedingungen ohne Zugabe von Lewis-Sdure findet
keine Umsetzung statt. Erst mit Hilfe einer Lewis-Saure wird die Elektrophilie des gebilde-
ten Glycosylimins erhoht und so die Reaktion ermdglicht. Dabei bewirkt ZnCl, die hochs-
ten Diastereoselektivititen.

e Als Losungsmittel eignen sich polare Losungsmittel wie THF und Isopropanol am besten,
wihrend unpolare Losungsmittel wie Chloroform nur unbefriedigende Selektivitéten lie-
fern. Dies kann am Beispiel des Pivaloyl-geschiitzen Galactosylamins in Abbildung 3.22

erklirt werden.

PivO _OPiv ZnCl;

o
PivO N_R

oqio H
polares Losungsmittel

Abbildung 3.22: Einfluss des Losungsmittels auf die optische Ausbeute der Ugi-Reaktion

In polaren Medien liegt das ZnCl, in Losung vor, sodass es von der C-2-Acylgruppe und
dem Iminstickstoff komplexiert wird, wodurch die Vorderseite des Imins abgeschirmt wird
und der Angriff bevorzugt von hinten ablauft.

e Generell wurden, je nach Reaktionsbedingungen, Anomerisierungen zu a-Iminen beobach-
tet und lieferten dadurch zusétzliche Produktisomere. Allerdings konnten diese weitgehend
durch die Verwendung von THF als Losungsmittel unterdriickt werden.

e Die optimale Reaktionstemperatur liegt bei ca. —25 °C. Eine Reaktionsfithrung bei Raum-
temperatur liefert geringere Stereoselektivititen. Bei tieferen Temperaturen kénnen diese
verbessert werden, jedoch mit schlechteren Umsétzen und ldngeren Reaktionszeiten.

e Als Carbonsdure wurde hauptsichlich Ameisensdure verwendet, denn N-Formyl-Gruppen
lassen sich am Ende der Reaktion wesentlich leichter entfernen als N-Acetyl-Gruppen.

e Das aliphatische, verzweigte ‘Bu-NC zeigt unter optimierten Bedingungen die besten Se-

lektivititen.
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e Aromatische Aldehyde lassen sich am besten umsetzten. Um &hnliche Selektivititen mit
aliphatischen Aldehyden zu erreichen, miissen die Reaktionen bei tieferen Temperaturen
und signifikant ldngeren Reaktionszeiten durchgefiihrt werden.

e Die Verwendung des D-Galactosylamins als Auxiliar lieferte bevorzugt R-Aminosduren,
wohingegen das D-Arabinosylamin die Selektivitit zur S-Konfiguration lenkte. Die Ursa-

che dafiir wird in Abbildung 3.23 erldutert.

Si Re
PO _opiv 572/ N\ Pivo
Pi O&/Nﬂ R } \Hjo OPi
iv K iv
9] /d \ro\
e T
D-Galactosylamin D-Arabinosylamin

Abbildung 3.23: Einfluss der Glycosylamins auf die Selektivitcit

Beim Galactosylamin wird die Vorderseite des Imins abgeschirmt, sodass der Angriff des
Nitrils bevorzugt tiber die Riickseite (Si-Seite) stattfinden kann, und es somit zur Ausbil-
dung der R-Konfiguration kommt. Das Arabinosylamin verhilt sich dagegen spiegelbild-
lich, weshalb das Nitril hauptsdchlich tiber die Re-Seite angreift und die entsprechend

S konfigurierte Aminoséure liefert.

Diese aus den Vorarbeiten ermittelten Bedingungen wurden nun im letzten Schritt der
C-Glycosylaminosduresynthese zur Ugi-Reaktion angewendet. Hierbei wurden die syntheti-
sierten Zucker-Aldehydbausteine 94 und 100 mit den Auxiliaren 103 und 109 umgesetzt.
Zuerst wurde der einfache Aldehyd 94 herangezogen und dieser zunédchst mit dem
D-Galactosylamin-Auxiliar 103 bei —21 °C in THF unter Aktivierung durch Zinkchlorid zur
Reaktion gebracht (Schema 3.36).

BnO _0Bn
BnO OBn PivO _OPiv BnO _0oBn 50 (o]
4 o) n
BnO + Plvo&/N h, DuNG.HCOOH g4 BnO
OPiv BnO * ©)
THF o) AL L NHBU
94 103 72h,-21°C L NHBY N
H Y0 H™ N o)
110 H o Pivgomv m
PivO
PivO

Schema 3.36: Ugi-Reaktion des Galactosylaldehyds 94 mit dem Galactosylamin-Auxiliar 103
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Die Synthese war innerhalb von 3 Tagen vollstindig abgelaufen (DC). Nach Aufarbeitung
und sdulenchromatographischer Reinigung konnte das Produkt rein erhalten werden. An-
schlieBende ESI-MS Analysen zeigten allerdings anstatt der Masse des vollstindigen Ugi-
Produkts 111 unerwartet eine geringere Masse an. Diese ldsst die Entstehung eines hydroly-
sierten N-acylierten a-Aminocarbonsdureamid 110 ohne Auxiliarrest vermuten. Das zugeho-

rige ESI-MS-Spektrum ist in Abbildung 3.24 dargestellt.
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Abbildung 3.24: ESI-MS-Spektrum zum Produkt aus der Ugi-Reaktion von 94 mit 103

Die Signale mit den Massen 710.37 ([My3o+H']) und 732.33 ([My10+Na']) kénnen dabei ein-
deutig dem vermuteten Hydrolyseprodukt 110 zugeordnet werden. Lediglich ein kleine Sig-
nalpeak mit der Masse 1229.67 ([Mj;;+Na']) deutet auf die Bildung geringer Mengen des
Ugi-Produkts 111 hin.

Eine Hydrolyse des Auxiliars bereits wéhrend der Ugi-Reaktion ist ungewohnlich und bisher
auch nicht bekannt. Eine mogliche Erklarung liefert die Annahme, dass das Auxiliar bereits
zu Beginn der Reaktion solvolysiert war, moglicherweise durch wéssrige Ameisensédure
hydrolysiert wurde, und die Ugi-Reaktion anstatt mit dem Glycosylamin 103, mit Ammoniak
abgelaufen ist. Dies wiirde allerdings gleichzeitig den Verlust eines selektiven
Reaktionsverlaufs bedeuten und an dieser Stelle zur Ausbildung von mindestens zwei
Diastereomeren fithren. Da Diastereomere im Gegensatz zu Enantiomeren unterschiedliche
physikalische Eigenschaften besitzen, sollten sie beispielweise im NMR voneinander
unterschieden werden koénnen. Daher wurden im Folgenden 'H- und "“C-NMR

Untersuchungen durchgefiihrt. Die NMR-Spektren sind in Abbildung 3.25 gezeigt.
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NH(tBu)/Rotamere

Abbildung 3.25: "H-NMR (oben) und >C-NMR (unten) des isolierten Produktes aus der Ugi-
Reaktion von 94 mit 103 in CDCl;

Im "H-NMR deuten Formamidsignale bei 8.09/8.08 ppm eine erfolgreiche Ugi-Reaktion an.
Des Weiteren liegen NH-Signale des ters-Butylamids bei 6.06 und 5.86 ppm sowie ein
Triplett des o-H ei 5.17 ppm vor. Dem *C-NMR ist das Vorliegen zweier Carbonylgruppen
zu entnehmen. Dabei konnen die Signale bei 168.12/168.01 ppm dem Formamid-Carbonyl
und bei 159.69/159.54 ppm der CO-Gruppe des fert-Butylamids zugeordnet werden. Die Sig-
nalverdopplung kann auf vorhandene Rotamere oder Diastereomere (Verhiltnis 1 : 1) zurtick-
zufiithren sein.

Nicht im NMR-Spektrum zu erkennen sind dagegen die Zuckersignale des Auxiliars 103.
Lediglich Spuren von Pivaloylresten zwischen 1.0 und 1.25 ppm deuten auf die Bildung ge-
ringer Mengen des vollstindigen Ugi-Produktes hin und stehen damit im Einklang mit den
ESI-MS-Ergebnissen. Ebenso ist das NH-Proton des Formamidsignals nicht zu sehen, das
vermutlich unter den aromatischen Signalen liegt. Die Integration der 'H-Signale bestitigt die
Hydrolyse des Auxiliars, denn die Protonenanzahl entspricht der des Produktes 110.

Zur Konfiguration kann an dieser Stelle keine Aussage getroffen werden jedoch konnte in
CDCI; nur ein a-H-Signal (t, 5.17 ppm) identifiziert werden. Die Signalverdopplung des a-H
als Indikator fiir das Vorliegen von Diastereomeren scheint hier jedoch nicht gegeben zu sein.
Im weiteren Verlauf wurde daher zunichst mit Hilfe von 2D-NMR Experimenten eine voll-
standige und korrekte Signalzuordnung getroffen und die Konnektivitdt der funktionellen

Gruppen untereinander iiberpriift.
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Nachdem mittels 'H-"H-COSY und HSQC die Zuordnung der aussagekriftigen Formamid-,

NH- und a-H-Signale bestdtigt werden konnte, wurde das HMBC zur Ermittlung der Konnek-

tivitit der funktionellen Gruppen herangezogen. Das HMBC Spektrum des Reaktionsprodukts

ist in Abbildung 3.26 gezeigt.
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Abbildung 3.26: HMBC Spektrum des Reaktionsprodukts 110

Dem Spektrum sind Korrelationen zu entnehmen, die auf das Vorliegen des Hydrolysepro-

dukts 110 hinweisen. Neben einer starken Kopplung des Formamidprotons mit dem o-C sind

zahlreiche schwichere Kopplungen, wie z. B. zwischen dem a-H und dem Carbonyl-C des

tert-Butylamids zu sehen. Die entscheidenden Korrelationen sind im Spektrum markiert und

durch rote Pfeile in der Strukturformel des a-Aminocarbonsidureamids 110 veranschaulicht.

Somit konnte mit Hilfe des HMBC-Spektrums die bisher angenommene Konstitution des

Produkts 110 bestétigt werden.

Um zu iiberpriifen, ob eine selektive Umsetzung stattgefunden hat bzw. wie viele Isomere

ggf. aus der Reaktion hervorgekommen sind, wurden HPLC-Messungen durchgefiihrt. Bereits

in den Vorarbeiten zur Ugi-Reaktion*"”!

wurde eine gute Trennung der gebildeten Diastereo-

mere mittels HPLC vorausgesagt. Da bei dieser Umsetzung lediglich Diastereomere gebildet

werden, ist moglicherweise ein Riickschluss von der Anzahl der Peaks auf die [somerenanzahl

zuldssig. Das Chromatogramm sowie das zugehorige Massenspektrum der RP-HPLC-MS-

Untersuchung sind in Abbildung 3.27 dargestellt.
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Abbildung 3.27: Elutionsdiagramm und Massenspektrum der RP-HPLC-MS Messung

Die Messung lieferte nur ein Signal und die zugehorigen Massenpeaks 710.6 ([M1o+H'])
sowie 732.3 ([M19+Na']) kénnen erneut dem Carbonsiureamid 110 zugeordnet werden. Un-
ter der Annahme, dass die Peakanzahl der [somerenanzahl entspricht, wiirde diese HPLC-MS-
Untersuchung darauf schlieBen lassen, dass nur ein Isomer im Produkt enthalten ist.

Um dies allerdings zu iberpriifen, wurde zum Vergleich die Synthese mit dem
S-dirigierenden Arabinosylamin-Auxiliar unter identischen Reaktionsbedingungen durchge-

fithrt (Schema 3.37).

BnO _0Bn
BnO _0OBn OPiv BnO _0Bn BnO 2
80X + N ZZ opiy  BUNC.HCOOH g -0 ) Bgo
BnO OPiv THE BgO H)kN ~_NHBu
94 o 109 72h,-21°C H)LH \__NHBu oo X0 ©
110' o 112 OPiv
OPiv

Schema 3.37: Ugi-Reaktion des Galactosylaldehyds 94 mit dem Arabinosylamin-Auxiliar 109

Nach 3 Tagen war auch hier die Reaktion abgeschlossen und erneut wurde mittels ESI- und
HPLC-MS bestitigt, dass hauptsdchlich das hydrolysierte Produkt 110¢, ohne Auxiliarrest
entstanden ist. Die Isolierung des Produkts erwies sich hier jedoch als schwierig, da eine Ver-
unreinigung mit sehr dhnlichen R-Wert chromatographisch nicht vollstéindig abgetrennt wer-
den konnte.

Sollte die vorangegangene Reaktion nun selektiv zugunsten des R-konfigurierten Produkts
verlaufen sein, miisste hier durch die Verwendung des Arabinosyl-Auxiliars hauptsédchlich das
S-Isomer vorliegen. Da es sich dann hierbei um Diastereomere Verbindungen handelt, miiss-
ten entsprechend der Theorie und den Vorarbeiten, die charakteristischen Signale der beiden

Produkte deutlich unterschiedliche Verschiebungen im NMR aufweisen.
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Die Analyse mittels NMR lieferte allerdings identische Signalverschiebungen und deutet so-

mit auf die Bildung identisch konfigurierter Glycosylaminosduren hin. Ausschnitte aus den

'"H-NMR-Produktspektren beider Ugi-Reaktionen sind in Abbildung 3.28 gegeniibergestellt.

\
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Abbildung 3.28: Gegeniiberstellung der ' H-NMR-Spektren aus den Ugi-Reaktionen von 94
mit 103 (oben) bzw. 109 (unten)

Das untere Spektrum (1) zeigt das Produkt-NMR aus der Arabinosylamin vermittelten
Ugi-Reaktion, wohingegen das obere Spektrum (2) aus der vorangegangenen Galactosylamin-
Reaktion stammt. Abgesehen von verbliebenen Verunreinigungen im unteren NMR-
Spektrum, sind die Verschiebungen der charakteristischen Formamid- (8.08/8.09 ppm), NH-
(6.06/5.86 ppm) und a-H- (t, 5.17) Signale mitsamt der Signalverdopplung identisch zum obe-
ren Spektrum.

Dieses unerwartete Ergebnis ldsst nun zwei Vermutungen zu. Entweder ist die Reaktion un-
abhingig vom verwendeten Auxiliar selektiv zugunsten eines Diastereomers verlaufen, sodass
identisch konfigurierte Produkte entstanden sind und die Signalverdopplung durch die Rota-
mere hervorgerufen wird. Wahrscheinlicher lassen jedoch die identischen Produkte vermuten,
dass eine vorzeitige Hydrolyse des Auxiliars stattgefunden hat, sodass die Reaktion mit Am-
moniak zu einer unselektiven Umsetzung fithrte und die Signalverdopplung den gebildeten
Diastereomeren zugewiesen werden kann. Ungewohnlich wire hierbei allerdings die identi-
sche Verschiebung des a-S- und a-R-Protons.

Um eine dieser Vermutungen bestitigen zu konnen, wurden zusétzliche HPLC Messungen
zum einen mit den Produktgemischen und zum anderen an chiralen HPLC-S4ulen durchge-

fihrt. Die Messergebnisse sind in Abbildung 3.29 gezeigt.
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Abbildung 3.29: links: RP-HPLC-MS Messung des Gemisches aus 110 und 110°; rechts:
Ubereinander gelegte Chromatogramme der Einzelmessungen von 110 und
110°¢ mittels chiraler HPLC

Das Elutionsdiagramm aus der Vermessung des Gemisches aus 110 und 110° an der
RP-HPLC-MS =zeigt lediglich ein Peak (Abbildung 3.29, links). Dies bedeutet, dass beide
Glycosylaminosduren 110 und 110¢ die gleiche Retentionszeit von 1.35 min besitzen und er-
hirtet, neben den iibereinstimmenden Verschiebungen der NMR-Signale, zusétzlich den Ver-
dacht, dass identische Produkte vorliegen.

Messungen an der chiralen HPLC zeigen hingegen zwei Peaks mit jeweils identischen Re-
tentionszeiten (Abbildung 3.29, rechts) und unterstiitzen die Theorie einer unselektiven Reak-
tion mit Ammoniak die zur Ausbildung von zwei Diastereomeren gefiihrt hat.

Aus den vorliegenden Ergebnissen lédsst sich somit keine Aussage zum stereoselektiven Ver-
lauf der Ugi-Reaktion des Aldehyds 94 mit den Auxiliaren 103 und 109 treffen.

Zuletzt wurde auch der Galactosaminaldehyd 100 unter den zuvor beschriebenen Reaktions-
bedingungen einer Ugi-Reaktion mit dem Arabinosyl-Auxiliar 109 unterworfen (Schema

3.38).

Bh0 o opiy BuNC, HCooH ~ BN© Og”
o o ZnCl, BnO
BnO + HoN opiv Bn,N
Bn,N OPiv THF 0
100 109 48h,-21°C H)J\N
H Yo H
113

Schema 3.38: Ugi-Reaktion des Galactosaminaldehyds.

Analog zu den vorangegangenen Ugi-Reaktionen wurde auch hier mittels Massenspektromet-

rie festgestellt, dass hauptsichlich ein hydrolysiertes Produkt (113) entstanden ist.
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Die Isolierung gestaltete sich wie zuvor problematisch, sodass Verunreinigungen im Produkt
verblieben sind. Selbst durch mehrfache sdulenchromatographische Reinigungen lie3 sich
keine Auftrennung der Fraktionen erzielen.

Durch die starken Verunreinigungen war eine eindeutige Auswertung der NMR-Daten nicht
moglich. Daher wurden zur Ermittlung der Isomerenanzahl RP-HPLC-Messungen durchge-

fithrt (Abbildung 3.30).
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Abbildung 3.30: RP-HPLC-Chromatogramm und Massenspektrum des Produkts aus der Ugi-
Reaktion von 100 mit 109

Das Chromatogramm zeigt zwei Peaks bei 2.20 und 2.46 min mit einer identischen Masse,
welche dem hydrolysierten Aminocarbonsdureamid 113 zugeordnet werden kann. Eine prézi-
se Aussage, ob es sich hierbei um Isomere oder chromatographisch aufgetrennte Rotamere
handelt, ist bedingt durch die unklaren Ergebnisse aus den vorherigen Experimenten nicht
moglich.

Die entwickelte Ugi-Reaktion zur stereoselektiven Synthese von o-C-Glycosylaminosduren
lieferte sowohl mit dem einfachen Galactosyl-, als auch mit Galactosaminaldehyd 94 und 100
die unerwarteten Hydrolyseprodukte 110 und 113 unter dem Verlust der jeweils eingesetzten
Auxiliare 103 und 109 und somit auch der Selektivitdt. Konkrete Aussagen beziiglich der
Konfiguration sowie der Anzahl an gebildeten Isomeren, konnten durch die unklare Ergebnis-

lage nicht zweifelsfrei getroffen werden.
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4 Zusammenfassung

Der verdnderten Glycosylierung des Mucins MUC1 wird im Zusammenhang mit epithalen
Tumoren eine besondere Rolle zugewiesen. Im Vergleich zu gesunden Zellen wird das MUC1
auf Tumorzellen mit drastisch verkiirzten Saccharidseitenketten iiberexpremiert, wodurch sich
ein Ansatzpunkt zur Krebsimmuntherapie ergibt. Vakzine von aus Tumorgewebe isoliertem
MUCI sind wegen ihrer Mikroheterogenitdt nicht zur Immunisierung einsetzbar, sodass fiir
eine zuverldssige Anwendung der Vakzine die tumorassoziierten Strukturen vollsynthetisch
aufgebaut werden miissen. Solche vollsynthetischen Vakzine bestehen meist aus tumorassozi-
ierten MUC1-Glycopeptiden, welche iiber einen Spacer an immunogene Proteine gekniipft
sind.

Wie die meisten Glycopeptide, sind auch die MUCI1-Sequenzen nicht stabil gegeniiber Hyd-
rolyse oder enzymatischem Abbau. Jedoch kann diese Stabilitét in strukturverwandten Mime-
tika durch N-Methylgruppen oder C-glycosidisch verkniipfte Saccharidreste erhoht und somit
eine verbesserte Bioverfiigbarkeit geschaffen werden. Die Einfithrung von N-Methylgruppen
hat neben der gesteigerten Hydrolysestabilitdt weiterhin einen starken Einfluss auf die Kon-
formation des entsprechenden Peptids. Die Glycopeptidkonformation ist fiir die Tumorselek-
tivitdt der Immunantwort gegen MUC1-Vakzine wichtig.

Zur Synthese von hydrolysestabilen Antitumorvakzinen wurde im Rahmen dieser Arbeit zu-
néchst ein Verfahren zur effizienten N-Methylierung von Fmoc-Aminosduren entwickelt. Die
Synthese erfolgte in einer zweistufigen Umsetzung iiber Oxazolidinone nach Freidinger et al.
unter Verwendung eines Tube-in-Tube-Durchflussreaktors nach Ley et al. Hierfiir wurde eine
semipermeable Membran aus Teflon® AF 2400 verwendet, einem amorphen Fluorpolymer,

welches stark durchléssig fiir Gase ist (Abbildung 4.1).
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Abbildung 4.1: Tube-in-Tube-Reaktoren zur N-Methylaminosduresynthese
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In der ersten Stufe wurde die Membran zur Einleitung von Formaldehydgas, das durch Erhit-
zen von Paraformaldehyd gewonnen wurde, eingesetzt (Abbildung 4.1, links). Das Modell-
substrat Fmoc-Alanin (1a) konnte mit diesem Reaktoraufbau séurekatalysiert bereits nach 2 h
bei 80 °C in das entsprechende Oxazolidinon 2a umgesetzt und in 91 % Ausbeute isoliert
werden.

In der zweiten Stufe wurde mit TFA erstmals eine Fliissigkeit durch die Membran des Tube-
in-Tube-Reaktors in die Substratlosung eingeleitet (Abbildung 4.1, rechts). Die Optimierung
der Reaktionsparameter fiir die TFA katalysierte reduktive Ringoffnung erfolgte mit dem vom
Alanin abgeleiteten Oxazolidinon 2a. Bei 75 °C in Acetonitril unter Zugabe von 2 Aquiv.
Triethylsilan wurde N-Methyl-Fmoc-Alanin (3a) innerhalb einer Stunde in 97 % Ausbeute
erhalten. Zahlreiche weitere Fmoc-Aminosduren, darunter aliphatische, aromatische und funk-
tionalisierte, konnten ebenfalls durch geringfiigige Nachoptimierungen im Tube-in-Tube-

Reaktor zur entsprechenden N-Methylaminosdure umgesetzt werden (Schema 4.1).
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Schema 4.1: Synthetisierte N-Methylaminosduren im Tube-in-Tube-Reaktor

Im Vergleich zum Modellsubstrat mussten an dieser Stelle zum einen die Verweilzeiten auf
zwei Stunden erhoht und zum anderen die Triethylsilanmengen teilweise auf 3 Aquiv. ange-
hoben werden. Damit konnten einige N-Methylaminosduren in hohen Ausbeuten zwischen
80 % und 97 % isoliert werden. Lediglich N-Methylmethionin (3e) wurde aufgrund einer
konkurrierenden Nebenreaktion in méfiger Ausbeute von 42 % erhalten.

Die grofle Anzahl an Aminoséuren, die innerhalb kiirzester Zeit umgesetzt werden konnten,
zeigt die Effizienz der kontinuierlichen Reaktionsfithrung im Tube-in-Tube-Reaktor auf. Im
Vergleich zur klassischen Kolbensynthese kénnen wesentlich bessere Raum-Zeit-Ausbeuten
erzielt werden. Die Zusammenfithrung beider Reaktorsysteme zu einem Gesamtprozess ge-

lang nicht.
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Im nidchsten Schritt wurden erstmals sensible Glycosylaminosduren, darunter auch
Tn-Antigen-Strukturen, N-methyliert, um sie als Bausteine fiir die Synthese von MUCI-
Antitumorvakzinen zu gewinnen. Zunéchst wurden die Reaktionsparameter am Beispiel von
Fmoc-Tn-Threonin 17 als Modellsubstrat angepasst.
Aufgrund der Reaktionstriagheit des Substrats wurde die N-Methylierung im Kolben anstatt im
Durchflussbetrieb durchgefiihrt. Nach Optimierung der Parameter wurde das Fmoc-Tx-
Threonin mit Paraformaldehyd séurekatalysiert in Acetonitril bei 25 - 60 °C nach 6 Tagen in
einer Ausbeute von 81 % zum entsprechenden Oxazolidinon umgesetzt. Die anschlielende
reduktive Ringoffnung lieferte bei erhohten Triethylsilanmengen von bis zu 54 Aquiv. nach
6 Tagen bei Raumtemperatur in Chloroform das Fmoc-N-Methyl-Tn-Threonin 19 in 88 %
Ausbeute.
Generell erwies sich die Oxazolidinonsynthese empfindlicher gegentiber hohen Temperaturen
im Vergleich zur reduktiven Ringoffnung. Trotz der deutlich sauren Reaktionsbedingungen
wurde keine Hydrolyse der O-glycosidischen Bindung beobachtet.
Nach geringfiigigen substratspezifischen Anpassungen der Reaktionsbedingungen konnten
weitere Glycosylaminosduren N-methyliert werden (Abbildung 4.2).

AcO

OAc
OAc COOBn
AcO _0Ac AcO _0OAc /0

Acogﬁo Acogﬁo A ReThed
AcHN) AGHN | R
I l AcHND oy \
Fmoc. Fmoc .. I 29  CHj
Fmoc.

CHg

N~ "COOH N COOH

EH, CH, N~ COOH COOH
1% 81 % 49 % &y
3 N
19 23 26 Q OBn Fmoc” CHs
OBn

Abbildung 4.2: Synthetisierte N-Methylglycosylaminosduren

Neben Fmoc-N-Methyl-Ty-Threonin 19 konnten die Fmoc-geschiitzten N-Methyl-Tn-Serin
23, N-Methyl-Sialyl-Tn-Threonin 26 sowie zwei N-Methyl-C-Glycosylaminosduren 29 und
32 in guten bis sehr guten Ausbeuten zwischen 49 % und 81 % erhalten werden. Die in Ab-
bildung 4.2 angegebenen Ausbeuten beziehen sich auf die Gesamtausbeute der zweistufigen
Synthese.

Anschliefend wurde das N-methylierte Tn-Threonin 19 gezielt in die tandem repeat-Sequenz

des MUCI in einer Festphasenpeptidsynthese eingebaut (Schema 4.2).
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Schema 4.2: Synthese der MUC I-Antitumorvakzine

Die Glycosylaminosduren wurden in die MUC1-Sequenz an zwei Stellen eingefiigt, zum ei-
nen in der immundominanten PDTRP- und zum anderen in die STAPPA-Region. Dabei wur-
de die N-methylierte Glycosylaminosdure aufgrund der Labilitdt gegeniiber den basischen
Kupplungsbedingungen im Synthesizer in die N-terminale STAPPA-Region eingebaut.

Um einen direkten Vergleich beziiglich der N-Methylierung im MUC1-Glycopeptide und dem
darauf folgenden Einfluss auf die Tumorselektivitit der resultierenden Vakzine erhalten zu
konnen, wurde ein Referenzpeptid aufgebaut mit zwei unmethylierten Tn-Threoninen 17 bei
analogem Glycosylierungsmuster.

Die Synthese des Referenzpeptids 54 gelang ohne Schwierigkeiten, wohingegen sich die Ein-
fiihrung des N-Methyl-Tn-Threonins als sehr schwierig erwies und mit groBen Ausbeutever-
lusten durch Abbruch- und Nebenreaktionen einherging. Jedoch konnten beide Glycopeptide
54 und 59 erfolgreich synthetisiert werden.

Der benétigte Abstandshalter 52 zwischen Glycopeptid und immunogenem Protein wurde in
bereits beschriebener Weise aus Triethylenglycol 46 und Acrylsiure-tert-butylester 47 in ei-
ner Gesamtausbeute von 22 % erhalten und noch an fester Phase an die Glycopeptide gebun-
den. Nach Ankniipfung des Quadratsdurediethylesters 63 erfolgte die Konjugation der Glyco-
peptidantigene an die jeweiligen BSA- und TTox-Proteine.

Damit gelang erstmals die Synthese einer N-methylierten MUCI-Glycopeptid-
Antitumorvakzine, die im néchsten Schritt immunologischen Studien unterzogen werden
kann.
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Zusammenfassung

Ein alternativer Zugang zu hydrolysestabilen Glycopeptidbausteinen wurde im letzten Teil
der Arbeit tiiber die Synthese von C-Glycosiden erarbeitet. Dazu wurden
a-C-Glycosylaminosduren analog zum natiirlichen Tn-Serin hergestellt. Der entwickelte Syn-
theseweg basiert auf einer Ugi-Vier-Komponenten-Reaktion aus Aldehyd, Amin, Nitril und
Carbonsiure.

Als benoétigte Aldehydkomponenten wurden zum einen ein einfaches Galactose-Derivat und

zum anderen in Simulierung des natiirlichen Tx-Serins ein Galactosaminbaustein verwendet.

(Schema 4.3).
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Schema 4.3: Synthese der Aldehydbausteine zur Ugi-Reaktion

Aus D-Galactose (10) wurde ein Benzyl-geschiitztes Galactosylacetat 83 hergestellt. An-
schlieBend wurde zum Aufbau des C-glycosidischen Grundgeriists mit Bortrifluorid-Etherat
und TMS-Allyl (86) eine C-Allylierung durchgefiihrt. Nach Hydroborierung und Oxidation
wurde schlieBlich der 3-Galactosylpropionaldehyd 94 in einer Gesamtausbeute von 7 % iiber
sieben Stufen erhalten.

Die Synthese des analogen Galactosaminaldehyds 100 wurde iiber eine Azido-Galactose-
Zwischenstufe erreicht. Dieses Azidogalactosylacetat 85 wurde nach bekanntem Verfahren in
sechs Stufen aus D-Galactose 10 synthetisiert. Die C-Allylierung lieferte ein instabiles Pro-
dukt 89a, welches unmittelbar in vier weiteren Stufen iiber Reduktion des Azids und
N-Benzylierung mit anschlieBender Hydroborierung und Oxidation zum Galactosaminaldehyd
100 umgesetzt wurde. Die Gesamtausbeute der Synthese betrug 3 % {iiber insgesamt elf Stu-
fen.

Neben der C-Allylierung bei 0 °C tiber mehrere Tage wurde aullerdem eine Mikrowellen-
unterstiitzte C-Allylierungsvariante im Durchfluss realisiert. Unter Verwendung eines Benzyl-
geschiitzen Galactosylacetats 83 als Modellsubstrat wurden zwei Reaktoren fiir diese Umset-

zung entwickelt (Abbildung 4.3)
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Abbildung 4.3: Mikrowellen-Reaktoren zur Saccharid-Allylierung

Wihrend im Reaktor der ersten Generation (Abbildung 4.3, links) alle Substrate und Reagen-
zien zuvor vermischt und als Losung injiziert wurden, ist im Reaktorsystem der zweiten Ge-
neration (Abbildung 4.3, rechts) eine leichtere und sichere Handhabung der Lewis-Saure und
der Substratlosung durch separate Zudosierung vorgenommen worden.

Bei einer Mikrowellenleistung von max. 50 W bei max. 30 °C konnte das Modellsubstrat im
Vergleich zur traditionellen Kolbensynthese in einer signifikant verkiirzten Zeit von nur
20 Minuten in einer Ausbeute von 93 % C-allyliert werden. Einige weitere Saccharide wurden
unter diesen optimierten Reaktionsbedingungen in Ausbeuten zwischen 51 % und 93 % er-
folgreich umgesetzt. Dabei gelang auch die kritische Synthese des instabilen C-Azido-Allyl-
Galactopyranosids 89a, ohne dass unerwiinschte Nebenreaktionen auftraten.

Die Galactose- und Galactosaminaldehyde 94 und 100 wurden danach in asymmetrischen
Ugi-Reaktionen umgesetzt (Schema 4.4). Die benotigten Amine sind chirale Glycosylamine.
Sie wurden aus D-Galactose 10 und D-Arabinose 104 hergestellt. Das Galactosylamin 103

wurde in einer Gesamtausbeute von 10 % und das Arabinosylamin 109 in 4 % Ausbeute er-

halten.
PivO _OPiv
BnO _0Bn . 1) BnO _0Bn
o PivO NH, COOH. BUNC B0 o
BnO oPiv 103 _ HCOOH,'BuN n »
X + oder THE o]
o OPiv H)J\ NH'BU
H™ ~0 H2N OPiv H §
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X = 0Bn 94 oder NBn, 100 X =0Bn 110 oder NBn, 113

Schema 4.4: Ugi-Reaktion der Zuckeraldehyde unter Verwendung verschiedener Auxiliare

Die Umsetzung des Galactosylaldehyds 94 mit Ameisenséure, ferz-Butylnitril und Zinkchlorid

in THF bei -21 °C lieferte sowohl unter der Verwendung des Galactosylamin- wie auch des
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Arabinosyl-Auxiliars 103 und 109 das identische Produkt, was offenbar auf eine der Ugi-
Reaktion vorgelagerte Hydrolyse der Glycosylamine zuriickzufiihren ist.

Somit ist in Rahmen dieser Arbeit neben der Synthese von C-Glycosylaminosduren auch die
N-Methylierung von Aminosduren sowie Glycosylaminosduren gelungen. Die Produkte stel-

len neue Bausteine fiir die Synthese hydrolysestabiler Antitumorvakzine dar.
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S5 Experimenteller Teil

5.1 Allgemeine Anmerkungen

5.1.1 Verwendete Chemikalien und Losungsmittel

Kommerziell erhéltliche Chemikalien wurden mit einer Reinheit von mindestens 95 % bezo-
gen und direkt eingesetzt. Ebenso wurden, falls nicht anders beschrieben, alle Losungsmittel
in pro analysis (p.a.) Qualitit direkt verwendet. Andernfalls wurden zum Absolutieren Stan-

dardmethoden!**

I verfahren und die Losungsmittel anschlieBend iiber Molsieben gelagert.
Hierfiir verwendete Molsiebe (PorengroBe 4A) wurden zuvor mehrere Stunden im Hochvaku-
um ausgeheizt. Fiir alle Arbeiten unter Schutzgas wurden Standard-Schlenk-Techniken mit
Stickstoff oder Argon als Schutzgas angewendet. Zum Entfernen der Losungsmittel ,,im Va-
kuum® oder ,,unter vermindertem Druck® wurden Rotationsverdampfer (der Marke Biichi
oder Heidolph) bei einer Wasserbadtemperatur von 40 °C eingesetzt. Hochvakuum wurde
durch den Einsatz von Olvakuumpumpen des Typs Vakuubrand erzeugt. Das verwendete
BSA (Fettsdure- und Globulin-frei, A 0281) stammte von Sigma Aldrich Biochemicals, Tauf-
kirchen, und das Tetanus-Toxoid (im Natriumchlorid-Puffer (17.5 mg Tetanus-Toxoid/mL))

von CLS Behring, Marburg. Beide wurden ohne weitere Reinigung eingesetzt.

5.1.2 Analytische Methoden

Diinnschichtchromatographie

Zur Diinnschichtchromatographie wurden mit Kieselgel 60 F,s4 beschichtete Fertigalumini-
umplatten der Fa. Merck, Darmstadt verwendet. Die Detektion erfolgte entweder durch UV-

Licht (A = 254 nm) oder durch folgende Anfirbereagenzien:

» Seebach-Reagenz (1.0 g Cer(IV)-sulfat-tetrahydrat und 2.5 g Molybdatophosphorsdure in
einer Mischung aus 94 mL Millipore-Wasser und 6 mL konz. Schwefelsdure). Entwicklung

durch Warmeeinwirkung.

» Zucker-Reagenz (1:1-Mischung aus 50 mL Ethanol mit 2.7 mL konz. Schwefelsdure und
50 mL Ethanol mit 0.1 mL p-Methoxyphenol). Entwicklung durch Warmeeinwirkung.

Sciulenchromatographische Methoden

Die Isolierung der Produkte erfolgte durch Flashchromatographie oder mit Hilfe des Isolera”

Prime bzw. Isolera™ Dalton Systems der Firma Biotage. Dieses System besteht aus einer
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Chromatographiesdule mit Probenaufgabeeinheit und einem Fraktionssammler mit eingebau-
tem UV- bzw. Massendetektor. Als Sdulen konnen entweder kommerziell erhiltliche Biota-
ge® SNAP-Kartuschen (HP-SIL/KP-SIL in 10, 25, 50, 100 und 340 g) oder selbst befiillte
Kartuschen verwendet werden. Mit Hilfe der Software kénnen individuelle Parameter (Wel-
lenldnge, Flussrate usw.) eingestellt, aber auch die Zusammensetzung der Laufmittel be-
stimmt werden, welche auch wéhrend der Trennung variiert werden kénnen. Dabei erscheint
das Detektorsignal in Echtzeit auf dem Display und ab einer bestimmten Signalintensitit wer-
den die einzelnen Fraktionen gesammelt. StandardméBig wurden Ethylacetat und Cyclohexan
als Laufmittel verwendet und iiber die gesamte Trennung ein Gradient beginnend bei 100 %
“Hex / 0 % EtOAc zu 0 % “Hex / 100 % EtOAc erzeugt. Die Detektion erfolgte bei 254 und
280 nm. Als Saulenmaterial diente Kieselgel A60 mit einer PartikelgroBe von 35 - 70 um der

Firma Acros Organics, Nidderau.

Analytische RP-HPLC

Analytische HPLC wurden mit einer Anlage, bestehend aus einem Merck Hitachi D-6000
Interface, einem Merck Hitachi L-4000 UV Detektor bzw. einem Merck Hitachi L-4200
UV/Vis Detektor, einer Merck Hitachi L-6200 Intelligent Pump und einem Labsource Solvent
Degaser Unit SDU 2003 durchgefiihrt. Zur Steuerung und Analyse wurde die Software Merck
Hitachi Model D-7000 Chromatography Data Software Vers 4.1 verwendet. Es wurde fol-
gende Séule eingesetzt: Aqua C18 (200A, 5 um, 250 x 4.60 mm), Phenomenex, Torrance,
USA. Die verwendete Standardmethode hatte folgende Parameter: Probenvolumen 20 pL,
Flussrate 1 mL/min, Wellenlédnge variabel zwischen A =200 - 254 nm, Gradient: Aceto-
nitril/Wasser: 0 min (70 % MeCN / 30 % H,O) — 1 min (70 % MeCN / 30 % H,O) —
11 min (100 % MeCN), 20 min.

Préparative RP-HPLC

Priaparative HPLC wurde mit einer Anlage bestehend aus zwei Knauer Smartline 1000
HPLC-Pumpen, einem Knauer Smartline 2500 UV/Vis-Detektor, einem 2-Wege-Entgaser und
einem dynamischen Mischer durchgefiihrt. Zur Steuerung und Analyse wurde die Software
ChromGate Client/Server Version 3.3.1 verwendet. Es wurde folgende Sdule eingesetzt: Luna
C18 (100A, 10 um micron, 250 x 30.00 mm), Phenomenex, Torrance, USA. Die verwendete
Standardmethode hatte folgende Parameter: Probenvolumen 2 mL, Flussrate 10 mL/min,
Wellenlédnge A =214 nm, Gradient: Acetonitril/Wasser + je 0.1 % TFA: 0 min (5 % MeCN /
95 % H,0) — 30 min (40 % MeCN / 60 % H,0) — 40 min (100 % MeCN), 60 min.
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Kernresonanzspektroskopie

Alle 'H-, 13C-NMR-Experirnente sowie zweidimensionale Spektren (COSY, HSQC, HMBC)
wurden auf folgenden NMR-Gerédten der Firma Bruker, Billerica, USA durchgefiihrt:

« Avance III HD 300 (‘H-Spektren 300 MHz und "*C-Spektren 75.5 MHz)
 Avance 11400 (lH-Spektren 400 MHz und 13C-Spektren 100.6 MHz)

« Avance I1T HD 400 ('H-Spektren 400 MHz und "*C-Spektren 100.6 MHz)
« Avance 111 600 (‘H-Spektren 600 MHz und *C-Spektren 150.9 MHz)

Die verwendeten deuterierten Losungsmittel sind bei den jeweiligen Verbindungen angege-
ben. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software ACD/NMR Processor Academic Editi-
on, sowohl fiir einfache als auch fiir zweidimensionale Spektren. Die chemischen Verschie-
bungen beziehen sich auf das Signal des deuterierten Losungsmittels bei relativer Kalibrie-
rung zu Tetramethylsilan als Standard und sind in & (ppm) angegeben. Die Multiplizitdten der
Signale sind wie folgt abgekiirzt: s - Singulett; br. s. - verbreitertes Singulett; d - Dublett; dd -
Dublett vom Dublett; dt - Dublett vom Triplett; t - Triplett; q - Quartett; m - Multiplett. Ist die
Lage eines Signals fiir ein bestimmtes Proton innerhalb eines Multipletts anhand der zweidi-
mensionalen Spektren genauer bestimmbar, dann sind diese chemischen Verschiebungen in
geschweiften Klammern hinter der jeweiligen Zuordnung angegeben. Es wurden folgende
Abkiirzungen im Index zur Kennzeichnung der verschiedenen Zuckereinheiten bei der Zuord-
nung der 'H- und *C-NMR-Signale verwendet: Gal — D-Galactose; Glc — D-Glucose. Fiir die
jeweiligen Aminosduren wurde der 3-Buchstaben-Code als Abkiirzung verwendet. Dariiber
hinaus wurden die Atome der Aminosduren durch indizierte griechische Buchstaben gekenn-

zeichnet. Die Abkiirzung Oxa im Index bezieht sich auf Atomsignale im Oxazolidinonring

Massenspektrometrie

» ESI-Massenspektren (ESI-MS) wurden mit einem LCT-Spektrometer von Micromass, Esch-

born, gemessen. Die Proben wurden hierfiir in Acetonitril/Methanol/Wasser gelost.

» Hochaufgeloste HR-ESI-TOF-Spektren (HR-ESI) wurden mit einem Q-TOF Ultima Spekt-
rometer der Firma Micromass, Eschborn, aufgenommen. Die Proben wurden hierfiir in Ace-

tonitril/Methanol/Wasser gelost.

* MALDI-TOF-Massenspektren wurden mit einem Tofspec-E-Gerédt der Firma Micromass,
Eschborn, bzw. einem Bruker Time-of-flight REFLEX-Spektrometer gemessen. Als Matrices
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wurden 2,5-Dihydroxybenzoesdure (DHB, 17 mg/mL in H,O/Acetonitril 1:1, + 0.1 % TFA),

bzw. Sinapinsdure (10 mg/mL in H,O/Acetonitril 1:1, + 0.1 % TFA) verwendet.

» HPLC-Massenspektren (HPLC-MS) wurden auf einem Agilent 6320 lon Trap-Gerit der

Firma Agilent, Santa Clara, USA aufgenommen.

Drehwertbestimmung

Die spezifischen Drehwerte sind mit einem Perkin-Elmer Polarimeter 241 bei einer Wellen-
lange A =546 und A =578 gemessen worden. Die erhaltenen Werte wurden auf die Na-D-
Linie (89.5 nm) extrapoliert. Die verwendeten Losungsmittel sowie die Temperatur und Kon-

zentration (in g/100 mL) sind fiir die jeweiligen Verbindungen angegeben.

5.1.3 Verwendete Geriite

Festohasensynthese

Die Glycopeptidsynthese an der Festphase wurden an einem Perkin-Elmer ABI 4334-
Peptidsynthesizer der Firma Applied Biosystems®, Carlsbad, USA durchgefiihrt. Die Kontrolle
des Syntheseverlaufs erfolgte iiber die gemessene UV-Absorption bei der Abspaltung der
Fmoc-Gruppe, welche mittels eines Perkin Elmer Series 200 UV/Vis-Detektors von Applied
Biosystems aufgezeichnet wurde. Der verwendete polymere Tréager, ein mit Fmoc-geschiitztes
Serin beladenes Tentagel-Harz, wurde von der Firma Rapp Polymere GmbH, Tiibingen, be-

zogen. Die verwendeten Losungsmittel stammten von der Firma [ris Biotech, Martredwitz.

Das Standardprotokoll zur Festphasenglycopeptidsynthese: Zu Beginn wurde das Serin-
Tentagel-Harz 38 in dem Reaktor vorgelegt und die eingesetzten Fmoc-Aminosduren
(10 Aquiv.) in die Kartuschen eingewogen. Die Aminosiuren wurden von der Firma Orpegen
Pharma bezogen und hatten eine freie Carboxylfunktion, eine Fmoc geschiitzte Aminogruppe
und sédurelabile Seitenkettenschutzgruppen. Es wurden folgende Aminosduren verwendet:
Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Asp(‘Bu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-His(Trt)-OH,
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ser('Bu)-OH, Fmoc-Thr(‘Bu)-OH, Fmoc-Val-OH. Im Allgemeinen be-
stand die Kupplung aus drei aufeinanderfolgenden Schritten. Im ersten Schritt nach der An-
bindung einer Aminosdure an der festen Phase wurde die Fmoc-Schutzgruppe mit einer
20 %igen Piperidin in NMP-Losung abgespalten (3 x 2.5 min). Darauf folgte die Kupplung
der Fmoc-Aminosduren in der entsprechenden Reihenfolge mit Hilfe von HBTU (39)
(1 mmol, 1 Aquiv. bezogen auf die AS), HOBt (40) (1 mmol) und DIPEA (2 mmol) in DMF.

Hierbei wurde innerhalb von 30 min im Wechsel kriftig geschiittelt und inkubiert. Im letzten
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Schritt wurden verbliebene freie Aminogruppen durch 10 miniitiges Schiitteln in einer Losung
aus Ac,O (0.5 M), DIPEA (0.125 M) und HOBt (0.015 M) in NMP acetyliert (Capping). Das
Harz wurde danach mit NMP gewaschen und die verbliebenen Fmoc-geschiitzen Aminoséu-
ren wiederholt dem Standardprozess unterworfen. Die Ankniipfung der Glycosylaminosiduren
17 und 19 sowie des Spacers 52 erfolgte manuell, d. h. dass nach Abspaltung der vorangegan-
gen Fmoc-Gruppe (s. oben) wurde eine Kartusche, gefiillt mit der Glycosylaminosédure
(2 Aquiv.) bzw. dem Spacer (10 Aquiv.), HOAT (2.4 Aquiv.), HOAt (2.4 Aquiv.) und NMM
(5 Aquiv.) gelost in NMP in den Synthesizer eingelegt und nach Bedarf 3 - 8 Stunden im
Wechsel kriftig geschiittelt und inkubiert. Nach dem anschlieBenden Capping wurde die da-
rauf folgende Aminosdure doppelt gekuppelt, d. h. es wurde die gleiche Aminoséure in zwei
Kupplungszyklen nach dem Standardprotokoll angebunden (mit je 10 Aquiv. AS). Hier er-
folgte das Capping jedoch erst nach dem zweiten Kupplungsdurchlauf. Nach beendeter Syn-
these wurde die Fmoc-Schutzgruppe abgespalten, das Harz mehrmals griindlich mit NMP und

Dichlormethan gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet.

Ultrafiltration

Ultrafiltrationen wurden in einer Stirred Ultrafiltration Cell der Firma Millipore, Bedford,
USA durchgefiihrt. Die hierfiir verwendeten Membranen bestanden aus Polyethersulfonen mit

einer Durchléssigkeit von 30 kDa.

Mikrowelle

Alle Mikrowellensynthesen wurden in einem CEM-Discover”-Gerit durchgefiihrt. Hierbei
wurde die gewiinschte Maximaltemperatur vor der Synthese eingegeben und tiber einen Infra-
rotsensor kontrolliert. Die Regulierung der Temperatur erfolgte ggf. durch Druckluftkiihlung.

Der Druck wurde wéhrend der Synthese mittels Piezo-Druck-Zelle kontrolliert.

Verwendete Gerdite fiir die Durchflusssynthesen

* HPLC-Pumpe: Gynkotek HPLC-Pumpe M 480 G (Fordermenge: 0.002 — 8 mL/min)

* Spritzenpumpe von kdScientific (Férdermenge: 0.1 ul/h — 423 mL/h)

« Membran: Teflon® AF 2400-Kapillare; AD: 1.00 mm, ID: 0.8 mm bezogen von Biogeneral
Inc., San Diego, USA

e Ultraschallbad: VWR ultra sonic cleaner, HF 45kHz, 30 W
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5.2 N-Methylaminosiuresynthese

5.2.1 Oxazolidinonsynthese

Allgemeine Versuchsdurchfiihrung zur Oxazolidinonsynthese im Kolben""

Die entsprechende Fmoc-L-Aminosdure (la-g) wurde in 100 mL Toluol suspendiert. An-
schlieBend wurden Paraformaldehyd und p-Toluolsulfonsidure zugegeben und das Gemisch
2 h am Wasserabscheider zum Sieden erhitzt. Die abgekiihlte Reaktionslosung wurde mit ges.
Natriumhydrogencarbonatlésung (3 x 30 mL) gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Erhaltene Feststoff wurden aus Diethyl-

ether umkristallisiert.

(45)-3-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-4-methyl-1,3-oxazolidin-5-on (2a)
(Fmoc-L-Ala-Oxazolidinon)

Nach allgemeiner Synthesevorschrift

O j\ M Emoc-L-Ala-OH (1a) (1.65g, 5.00 mmol), Paraformaldehyd
(@) N
?O L/OKFO (1.00 g) und p-Toluolsulfonsdure (100 mg, 0.58 mmol) wurden

gemal der allgemeinen Synthesevorschrift umgesetzt.

Ausbeute: 1.61 g (4.98 mmol, 99 %) eines farblosen Feststoffs.

Alternativmethode: Synthese im Tube-in-Tube-Reaktor

Fmoc-L-Ala-OH (2a) (100 mg, 0.32 mmol) und 23.7 mg (138 umol) p-Toluolsulfonsdure
wurden unter leichtem Erwédrmen in 1.5 mL Acetonitril gelost und in die Probenschleife inji-
ziert. Die Apparatur wurde iiber den dufleren Schlauch der Tube-in-Tube-Zone mit gasférmi-
gem Formaldehyd gespiilt, das durch Erhitzen von Paraformaldehyd in einem vorgeschalteten
GefiB erzeugt wurde. Mittels HPLC-Pumpe wurde Acetonitril mit 3 mL/h bei 0.5 bar tiber die
Probenschleife bei 75 - 80 °C Wasserbadtemperatur befordert. Das Produkt wurde aufgefan-

gen und nach beendeter Reaktion das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Ausbeute: 95.2 mg (294 umol, 91 %) eines farblosen Feststoffs.

CioH17NO4 [M = 323.35 g/mol]

Rf=0.57 (‘Hex/EtOAc, 3:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 346.11 ((M+Na]", ber. 346.11)

[a]® = +76.8° (c = 1.0, CHCls); Lit.: [a]3° = +66.7° (¢ = 1.0, CH,CL,)"™"
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Schmp.: 143.4 °C (Diethylether); Lit.: 142 - 144 °C 4

'H-NMR ['H-"H-COSY] (400 MHz, CDCls), & (ppm) = 7.79 (d, *Jisai3="Jiisi6=7.43 Hz, 2 H,
H-4,5kmoc), 7.55 (d, *Ju1mo="Jus.u7=7.43 Hz, 2 H, H-1,8kmoc), 7.46 - 7.40 (m, 2 H, H-3,6Fmoc),
7.37 - 7.32 (m, 2 H, H-2,75moc), 5.51 - 5.27 (m, 0.2 H, H-20ya) 5.15 (s, 1 H, H-20ya), 4.75 -
4.94 (m, 2 H, CHy,-Fmoc), 4.25 (t, *Jecin=5.58 Hz, 1.4 H, CH-Fmoc, H-40y,), 4.03 - 3.76*
(m, 0.6 H, H-40,,) 1.62 - 1.38* (m, 1.5 H, CH3), 1.30 - 1.05 (m, 1.5 H, CH3).

BC-NMR [HSQC] (101 MHz, CDCls), & (ppm) = 172.8 (C=Ooxa), 152.7 (C=Ofmoc), 143.3
(Craga-Fmoc), 141.4 (Cyy54-Fmoc), 127.9 (C;6-Fmoc), 127.2 (C,7-Fmoc), 124.5 (C; s-Fmoc),
120.1 (C45-Fmoc), 77.2 (C-Oxa), 67.3 (CHy-Fmoc), 50.5 (C4-Oxa), 47.1 (CH-Fmoc), 16.3
(CHa).

*Signale des Nebenrotamers
4S5)-3-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-4-isopropyl-1,3-oxazolidin-5-on (2b
y y y propy

(Fmoc-L-Val-Oxazolidinon)

HC o Fmoc-L-Val-OH (1b) (1.00 g, 2.95 mmol), Paraformaldehyd
O j\ @ ’ (600 mg) und p-Toluolsulfonsdure (280 mg, 1.63 mmol) wurden

(@) N
. \\ g © gemal der allgemeinen Synthesevorschrift umgesetzt.
Ausbeute: 0.93 g (2.65 mmol, 90 %) eines farblosen Feststoffs.

C21H21NO4 [M = 351.40 g/mol]

R¢=0.59 (‘Hex/EtOAc, 3:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 374.14 ((M+Na]", ber. 374.14)

[a]2® = +68.8° (c = 1.0, CHCl3); Lit.: [a]3° =+69.2° (¢ = 1.0, CH,CL,)""
Schmp.: 73.7 °C (Diethylether); Lit.: 70 - 74 °C %

'H-NMR ['H-"H-COSY] (400 MHz, CDCl3), & (ppm) = 7.78 (d, *Jam3="Jusne=7.35 Hz, 2 H,
H-4,5emoc), 7.55 (d, *Ju1m="Jus 17=7.35 Hz, 2 H, H-1,8moc), 7.46 - 7.39 (m, 2 H, H-3,6pmoc),
7.38 - 7.31 (m, 2 H, H-2,7kmoc), 5.55 - 5.18* (m, 0.9 H, H-204,), 5.05 - 5.02 (m, 1.1 H,
H-20xa), 4.89 - 4.51 (m, 2 H, CH,-Fmoc), 4.29 - 4.17 (m, 1.4 H, CH-Fmoc, H-40y.), 3.47 -
3.73* (m, 0.6 H, H-40y,), 1.93 - 1.65 (m, 1 H, H-"Pr), 1.24 - 0.67 (m, 6 H, 2 x CH3).

BC-NMR [HSQC] (101 MHz, CDCl3), 8 (ppm) = 171.57 (C=00xa), 153.57 (C=Opmoc), 143.67
(Ciaga-Fmoc), 141.79 (Csasa-Fmoc), 12830 (Cs;6-Fmoc), 127.55 (C,7-Fmoc), 124.84
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(C1s-Fmoc), 120.44 (C4s-Fmoc), 78.57 (C,-Oxa), 67.4 (CH,-Fmoc), 60.19 (C4-Oxa), 47.52
(CH-Fmoc), 31.26 (C-Pr), 18.08 (CHy).

*Signale des Nebenrotamers

(45)-4-[(Benzyloxy)methyl]-3-(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-1,3-oxazolidin-5-on
(2¢)
(Fmoc-L-Ser(Bn)-Oxazolidinon)

oBn Fmoc-L-Ser(Bn)-OH (1¢) (1.58 g, 3.78 mmol), Paraformaldehyd

o
O. o )LN (1.60 g) und p-Toluolsulfonsdure (116 mg, 0.64 mmol) wurden
(0]
L
(0]

O gemiB der allgemeinen Synthesevorschrift umgesetzt.
Ausbeute: 1.60 g (3.73 mmol, 99 %) eines farblosen Ols.

C26H23N05 [M =429.47 g/mol]
R¢=0.44 (‘Hex/EtOAc, 3:1)
ESI-MS (positiv): (m/z): 452.16 ((M+Na]", ber. 452.15)
[a]2® =+93.0° (c = 1.0, CHCl); Lit.: [a]3° =+93.7° (¢ = 1.0, CH,Cl,)""
'H-NMR ['H-"H-COSY] (400 MHz, CDCl3), & (ppm) = 7.79 (d, *Jia13="Juis.116=6.99 Hz, 2 H,
H-4,5kmoc), 7.63 - 7.50 (m, 2 H, Harpp), 7.47 - 7.41 (m, 2 H, H-1,8¢moc), 7.38 - 7.29 (m, 5 H,
Har-phy, Har-moc), 7.27 - 7.13 (m, 2 H, Har.ph, Har-Fmoc), 5.53 - 5.28% (m, 1 H, H-20y,), 5.25 -
5.10 (m, 1 H, H-204a), 4.75 - 4.44 (m, 3 H, H-20ya, CH,-Bn), 4.44 - 425 (m, 1.5 H, CH,-Bn,
H-40y,), 4.25 - 4.14 (m, 1 H, CH-Fmoc), 4.11 - 3.98* (m, 0.5 H, -CH>-), 3.95 - 3.85* (m,
0.5 H, -CH,), 3.85 - 3.69 (m, 1 H, H-40y,), 3.65 - 3.50 (m, 0.5 H, -CH,-), 3.25 - 3.11 (m,
0.5 H, -CH>-).
BC-NMR [HSQC] (101 MHz, CDCl3), 8 (ppm) = 170.93 (C=00xa), 152.02 (C=Oppoc), 143.29
(Claga-Fmoc), 141.24 (Cyys,-Fmoc), 137.24 (Cipso-Ph), 128.34, 128.13, 127.85, 127.73,
127.28, 127.13 (Comp-Ph, Cy367-Fmoc), 124.39 (C,g-Fmoc), 120.00 (C4s-Fmoc), 78.56
(C,-Oxa), 73.18 (CH,-Bn), 67.59 (-CH,-), 66.92 (CH,-Fmoc), 55.99 (C4Oxa), 46.91
(CH-Fmoc).

*Signale des Nebenrotamers
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(45)-4-|(Benzylcarboxy)ethyl]-3-(9 H-fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-1,3-oxazolidin-5-on
(2d)

(Fmoc-L-Glu(Bn)-Oxazolidinon)

Fmoc-L-Glu(Bn)-OH (1d) (2.31 g, 5.03 mmol), Paraformalde-
hyd (1.22 g) und p-Toluolsulfonsdure (120 mg, 0.70 mmol)

Oy-0Bn
O
O)J\ NL o wurden gemél der allgemeinen Synthesevorschrift umgesetzt.
O

Ausbeute: 2.33 g (4.94 mmol, 98 %) eines gelben Ols.

CasHasNOg [M =471.51 g/mol]

R¢ = 0.39 (‘Hex/EtOAc, 3:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 494.17 ((M+Na]", ber. 494.16)
[a]3® =+57.9° (c = 1.0, CHCI;)

'H-NMR ['H-"H-COSY] (300 MHz, CDCl3), & (ppm) = 7.77 (d, *Juam3="Jusue=7.35 Hz, 2 H,
H-4,5emoc), 7.54 (d, *Ju1m="Jusu=7.35 Hz, 2 H, H-1,8pmoc), 7.42 - 7.31 (m, 9 H, Hy,
H-2,3,6,7Fmoc), 5.47 - 5.16 (m, 1 H, H-20x,), 5.11 (s, 2 H, CH,-Bn), 5.03 (d, >J=4.41 Hz, 1 H,
H-20xa), 4.75 - 4.50 (m, 2 H, CH,-Fmoc), 4.23 (t,> Jeucio=5.15 Hz, 1 H, CH-Fmoc), 3.95 -
3.68 (m, 1 H, H-4044), 2.30 - 1.94 (m, 2 H, -CH>-), 1.94 - 1.60 (m, 2 H, -CH,-).

BC-NMR [HSQC] (101 MHz, CDCls), 8 (ppm) = 171.72, 171.54 (C=O¢xs, C=O0Bn), 152.80
(C=Ofmoc), 143.19 (Ciaga-Fmoc), 141.34 (Cyqso-Fmoc), 135.58 (Cipso-Ph), 128.55, 128.18,
127.94, 127.91, 127.21 (Comp-Ph, Cy367-Fmoc), 124.48 (C;s-Fmoc), 120.06 (C4s-Fmoc),
77.21 (C,-Oxa), 67.31 (CH,-Fmoc), 66.52 (CH,-Bn), 53.75 (C4-Oxa), 47.04 (CH-Fmoc),
29.10 (-CH,-), 25.54 (-CH,-).

(45)-3-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-4-[2-(methylthio)ethyl]-1,3-oxazolidin-5-on
(2¢)
(Fmoc-L-Met-Oxazolidinon)

SCH; Fmoc-L-Met-OH (1e) (2.00 g, 5.38 mmol), Paraformaldehyd

O j\ (1.20 g) und p-Toluolsulfonsdure (220 mg, 1.16 mmol) wurden
O
. \ g © gemiB der allgemeinen Synthesevorschrift umgesetzt.
O Ausbeute: 1.94 g (5.06 mmol, 94 %) eines farblosen Feststoffs.

C21H21NO4S [M = 383.47 g/mol]

R¢=0.47 (‘Hex/EtOAc, 3:1)
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ESI-MS (positiv): (m/z): 406.10 ((M+Na]", ber. 406.11)

[a]%® =+114.9° (¢ = 1.0, CHCl5)

Schmp.: 78.3 °C (Diethylether); Lit.: 74 - 77 °C 14

'H-NMR ['H-"H-COSY] (400 MHz, CDCl3), & (ppm) = 7.78 (d, *Juas3="Jusne=7.35 Hz, 2 H,
H-4,5kmoc), 7.55 (d, *Juim="Jus.i7=7.35 Hz, 2 H, H-1,8kmoc), 7.46 - 7.39 (m, 2 H, H-3,65moc),
7.38 - 7.31 (m, 2 H, H-2,7¢moc), 5.50 - 5.15% (m, 1H, H-20xa), 5.12 - 5.10 (m, 1 H, H-20,),

4.94 - 445 (m, 2 H, CH,-Fmoc), 4.23 (t, 3JCH,CH2=4.96 Hz, 1 H, CH-Fmoc), 3.91 - 3.72 (m,
1H, H-40xa), 2.64 - 1.50 (m, 7H, 2 x CH,, S-CH3).

BC-NMR [HSQC] (101 MHz, CDCl3), 8 (ppm) = 172.08 (C=00xa), 152.73 (C=Opmoc), 143.17
(Ciaga-Fmoc), 141.30 (Casasa-Fmoc), 127.88 (Cs;e-Fmoc), 127.13 (C,7-Fmoc), 124.40
(C13-Fmoc), 120.05, (Cs5-Fmoc), 77.60 (C,-Oxa), 67.01 (CH,-Fmoc), 53.38 (C4-Oxa), 47.06
(CH-Fmoc), 28.49, 28.35 (-CH,-), 14.69 (S-CHj3).

*Signale des Nebenrotamers
(45)-4-Benzyl-3-(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-1,3-oxazolidin-5-on (2f)
(Fmoc-L-Phe-Oxazolidinon)

Fmoc-L-Phe-OH (1f) (1.94 g, 5.00 mmol), Paraformaldehyd

O j\ (1.00 g) und p-Toluolsulfonsdure (100 mg, 0.58 mmol) wurden
. © '\\l\o 0o gemil der allgemeinen Synthesevorschrift umgesetzt.
O Ausbeute: 1.61 g (4.03 mmol, 81 %) eines farblosen Feststoffs.

CasHy NOy [M = 399.45 g/mol]

R¢=0.43 (‘Hex/EtOAc, 3:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 454.17 ((M+Na]", ber. 422.13)
[a]%® =+140.4° (c = 1.0, CHCl5)

Schmp.: 93.2 °C (Diethylether)

'H-NMR ['H-"H-COSY] (400 MHz, CDCl3), & (ppm) = 7.79 (d, *Jiu13="Ju1s.16=6.99 Hz, 2 H,
H-4,58m0c), 7.76 - 7.49 (m, 2 H, H-1,8Fmoc), 7.48 - 7.32 (m, 4 H, Harph, H-3,6moc), 7.21 - 7.12
(m, 4 H, Har-ph, H-2,7Fmoc), 6.85 - 6.61 (m, 1 H, Happn), 5.14 (s, 1 H, H-204a), 5.06 - 4.91 (m,
1 H, CHy-Fmoc), 4.72 (dd, *Jema.ci=10.66 Hz, *Jemn.cu=5.15 Hz, 1 H, CH,-Fmoc), 4.61 -
4.40% (m, 0.5 H, H-40x,), 4.28 (t, *Jeuci=4.78 Hz, 1 H, CH-Fmoc), 4.15% (s, 1 H, H-20x,),
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4.10 - 3.89 (m, 1 H, H-40xa), 3.51 - 3.32* (m, 0.5 H, CH,-Ph), 3.25 - 3.10* (m, 0.5 H,
CH,-Ph), 2.85 - 2.69 (m, 0.5 H, CH,-Ph), 2.49 - 2.30 (m, 0.5 H, CH,-Ph).

13C-NMR [HSQC] (101 MHz, CDCl3), & (ppm) = 171.82 (C=00xa), 152.26 (C=Ofmoc), 143.35
(Crasa-Fmoc), 14142 (Cyse-Fmoc), 129.51, 128.69, 128.03, 127.95, 127.42, 127.22
(Comp-Phe, Cy367-Fmoc), 124.43 (Cyg-Fmoc), 120.11 (C4s-Fmoc), 77.79 (C,-Oxa), 66.64
(CH,-Fmoc), 56.24 (C4-Oxa), 47.18 (CH-Fmoc), 35.32 (CH,-Ph).

*Signale des Nebenrotamers

(45)-4-|(4-Brom)benzyl]-3-(9 H-fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-1,3-oxazolidin-5-on (2g)
(Fmoc-L-Phe(4-Br)-Oxazolidinon)

gr Fmoc-L-Phe(4-Br)-OH  (1g) (258 mg,  0.55 mmol),

O j\ Paraformaldehyd (200 mg) und p-Toluolsulfonsdure
. © '\\‘\ o (10.0 mg, 58.1 mmol) wurden in 50 mL Toluol suspendiert
(0]
O und gemiB der allgemeinen Synthesevorschrift umgesetzt.

Ausbeute: 250 mg (0.52 mmol, 95 %) eines farblosen Feststoffs.

CasHy0BrNO4 [M = 478.34 g/mol]

R¢=0.45 (‘Hex/EtOAc, 3:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 501.07 ((M+Na]’, ber. 501.03)
[a]3® = +140.5° (¢ = 1.0, CHCl3)

Schmp.: 136.1 °C (Diethylether)

'H-NMR ['H-'H-COSY] (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm) = 7.90 (d, *Ji13="Ju1s.116=6.99 Hz,
2 H, H-4,5kmoc), 7.78 - 7.58 (m, 2 H, H-1,8pmoc), 7.47 - 7.32 (m, 8 H, Har-ph, H-2,3,6,7Fmoc),
5.19 - 5.06 (m, 1 H, H-20y,), 4.65 - 4.52 (m, 2 H, CH,-Fmoc), 4.51 - 4.36 (m, 1 H, H-20y.),
4.35-4.27 (m, 1 H, CH-Fmoc).

BC-NMR [HSQC] (101 MHz, DMSO-dg), & (ppm) = 171.51 (C=00xa), 152.29 (C=Ofmoc),
143.63 (Cjago-Fmoc), 140.86 (Cyyso-Fmoc), 134.50, 131.56, 131.22 (Cipso-Ph), 127.77,
127.70, 127.22 (Comp-Ph, Ca367-Fmoc), 124.93 (C,g-Fmoc), 120.34/120.13* (C4s5-Fmoc),
77.61 (CH,-Oxa), 68.87 (CH,-Fmoc), 55.73 (C4-Oxa), 46.67 (CH-Fmoc), 34.16 (-CH,-).

*Signale des Nebenrotamers
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5.2.2 N-Methylaminosiuresynthese

Allgemeine Versuchsdurchfiihrung zur N-Methylaminosduresynthese im Tube-in-Tube-
Reaktor

Zu Beginn jeder Synthese wurde der Reaktor mit Acetonitril gespiilt und im Stickstoffstrom
getrocknet. Das entsprechende Oxazolidinon (3a-g) wurde unter leichtem Erwidrmen in
1.5 mL Acetonitril gelost und Triethylsilan zugegeben. AnschlieBend wurde die Reaktionsmi-
schung in die Probenschleife injiziert. Trifluoressigsdure (1.50 mL, 19.5 mmol) wurden in die
AuBenkapillare des Tube-in-Tube-Reaktors eingespritzt. Mittels Spritzenpumpe wurde Ace-
tonitril iiber die Probenschleife bei 75 °C Wasserbadtemperatur befordert. Das Rohprodukt
wurde gesammelt und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand
wurde zweimal mit Dichlormethan und einmal mit Diethylether kodestilliert und das Rohpro-

dukt séulenchromatographisch gereinigt (‘Hex / EtOAc 3:1).

N-[(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl]-N-methyl-L-alanin (3a)
(Fmoc-N-Me-L-Ala-OH)

Nach allgemeiner Synthesevorschrift

O CH,
N O Fmoc-L-Ala-Oxazolidinon (2a) (98.4 mg, 0.30 mmol) und Triethyl-
. 0" °N g y
|
O CHs OH  gilan (0.10 mL, 0.63 mmol) wurden bei einer Flussrate von 6 mL/h
gemdll der allgemeinen Synthesevorschrift umgesetzt und ohne

sdulenchromatographische Reinigung analysenrein erhalten.

Ausbeute: 95.0 mg (0.29 mmol, 97 %) eines farblosen Feststoffs.

Alternativmethode: im Kolben nach Freidinger et al P

Fmoc-L-Ala-Oxazolidinon (2a) (321 mg, 1.00 mmol) wurde in 5 mL Chloroform gel6st und
Trifluoressigsdure (5.00 mL, 64.9 mmol), sowie Triethylsilan (0.50 mL, 3.13 mmol) wurden
zugegeben. Das Gemisch wurde 22 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde vor-
sichtig mit ges. Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen. Die wissrige Phase wurde da-
nach mit Dichlormethan (2 x 15 mL) gewaschen und mit 1 M HCI angeséduert (pH~2). Die
saure, wiéssrige Phase wurde mit Dichlormethan (2 x 15 mL) riick-extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden iiber MgSO, getrocknet, und das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt. Der ausgefallen Feststoff wurde mit Diethylether kodestilliert

und sdulenchromatographisch gereinigt (‘Hex / EtOAc 3:1).
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Ausbeute: 320 mg (0.98 mmol, 98 %) eines farblosen Feststoffs.

C19H1oNO4 [M = 325.36 g/mol]

R;= 0.45 (EtOAc)

ESI-MS (positiv): (m/z): 348.13 ((M+Na]", ber. 348.12)

[a]2® =—16.4° (c = 1.0, CHCl3); Lit.: [a]3° =—21.4° (¢ = 1.0, CH,CL,)"™"
Schmp.: 152.9 °C (Diethylether); Lit.: 154.5 - 155.5 °C ¥

'H-NMR ['H-'"H-COSY] (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm) = 7.89 (d, *Juaz="Jusue=7.35 Hz,
2 H, H-4,5pmoc), 7.68 - 7.59 (m, 2 H, H-1,8gmoc), 7.45 - 7.38 (m, 2 H, H-3,6pmoc), 7.33 (t,
Snim = Jurnens=7.17 Hz, 2 H, H-2, 7emoc), 4.93 (q, *Jenens=7.23 Hz, 0.7 H, Ala"), 4.63*
(q, 3JCH,CH3=7.23 Hz, 0.3 H, Ala%), 4.54 - 437 (m, 2 H, CH,-Fmoc), 4.33 - 421 (m, 1 H,
CH-Fmoc), 2.94 (s, 3 H, N-CH3), 1.29 (d, *Jeus.cu=7.35 Hz, 3 H, Ala®).

BC-NMR [HSQC] (75 MHz, DMSO-ds), & (ppm)=173.29 (COOH), 155.90 (C=Opmoc),
144.11 (Cjag.-Fmoc), 141.04 (Cyqso-Fmoc), 127.98 (C3-Fmoc), 127.43 (C,7-Fmoc), 125.35
(Cis-Fmoc), 120.43 (C4s5-Fmoc), 67.13 (CH,-Fmoc), 54.28 (C-Ala"), 46.94 (CH-Fmoc),
30.70 (N-CH3), 14.77 (C-AlaP).

*Signale des Nebenrotamers
N-[(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl]-N-methyl-L-valin (3b)
(Fmoc-N-Me-L-Val-OH)

Fmoc-L-Val-Oxazolidinon (2b) (94.7 mg, 0.27 mmol) und

4C_CH,
O i o Triethylsilan (0.15mL, 0.94 mmol) wurden bei einer Flussrate
O N
. CH, on von 3 mL/h gemdB der allgemeinen Synthesevorschrift umgesetzt.

&

C21H23NO4 [M =353.42 g/l’l’lOl]

Ausbeute: 8.09 mg (0.22 mmol, 94 %) eines farblosen Feststoffs.

R¢= 0.15 (EtOAc)
ESI-MS (positiv): (m/z): 376.17 ((M+Na]", ber. 376.15)
[a]® =—28.4° (c = 1.0, CHCl3); Lit.: [a]3® =-31.2° (¢ = 1.0, CH,CL,)""

Schmp.: 187.6 °C (Diethylether); Lit: 185 - 187 °C ¥
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'H-NMR ['H-'H-COSY] (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm) = 7.89 (d, *Jia13="Jus.116=6.25 Hz,
2 H, H-4,5pmo0c), 7.65 (d, *Jurm="Jus7=4.78 Hz, 2 H, H-1,8pmoc), 7.45 - 7.37 (m, 2 H,
H-3,6Fmoc), 7.36 - 7.28 (m, 2 H, H-2,7Fmoc), 4.51 - 4.20 (m, 3 H, CH,-Fmoc, CH-Fmoc), 4.14
(d, *Jenocnp=10.3 Hz, 0.6 H, Val®), 3.85*% (d, *Jemacup=10.3 Hz, 0.6 H, Val®), 2.74/2.71%
(2 x s, 3 H, N-CH3), 1.91 - 2.13 (m, 1 H, Val®), 0.56 - 0.94 (m, 6 H, Val").

BC-NMR [HSQC] (75 MHz, DMSO-ds), & (ppm)=171.93 (COOH), 152.97 (C=Ofmoc),
143.86 (Ciaga-Fmoc), 140.80 (Cayso-Fmoc), 128.93*/127.65 (Cse-Fmoc), 127.29%/127.11
(Ca7-Fmoc), 124.93 (C;s-Fmoc), 121.39*/120.09 (C4s-Fmoc), 66.74 (CH,-Fmoc), 63.74
(C-Val®), 46.65 (CH-Fmoc), 30.15 (N-CH3), 26.88 (C-Val®), 19.71%/18.81 (C-Val").

*Signale des Nebenrotamers

N-[(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl]-N-methyl-O-(phenylmethyl)-L-serin (3¢)
(Fmoc-N-Me-L-Ser)

o OBn Fmoc-L-Ser(Bn)-Oxazolidinon (2¢) (105 mg, 0.24 mmol) und
O. o)J\N O Triethylsilan (0.15 mL, 0.94 mmol) wurden bei einer Flussrate von
|
O CHs OH 3 mI/h gemiB der allgemeinen Synthesevorschrift umgesetzt.

Ausbeute: 100 mg (0.23 mmol, 95 %) eines farblosen, amorphen Feststoffs.

Ca6HasNOs [M = 431.49 g/mol]
Ry=0.17 (‘Hex/EtOAc, 1:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 454.22 (IM+K]", ber. 454.14)

[a]2® =—3.1° (¢ = 1.0, CHCly); Lit.: [a]%® = —6.4° (c = 1.0, CH,Cl,)"*

'"H-NMR ['H-'H-COSY] (300 MHz, CDCl), & (ppm)=7.81 - 7.71 (m, 2 H, H-4,5pmoc),
7.66-7.52 (m, 2 H, H-1,8pmoc), 7.47 - 728 (m, 9 H, Harrmee Harpn), 5.03 (t,
*Jerac=5.88 Hz, 0.6 H, Ser®), 4.82 - 437 (m, 4.4 H, CH,-Fmoc, CH,-Bn, Ser®), 4.30 (t,
*Jetacmz=7.5 Hz 0.6 H, CH-Fmoc), 4.22* (t, *Jen.cna=6.0 Hz, 0.4 H, CH-Fmoc), 4.03 - 3.83
(m, 1.3 H, SerP), 3.82 - 3.60* (m, 0.7 H, Ser”), 3.06/2.98* (2 x s, 3 H, N-CH3).

BC-NMR [HSQC] (75 MHz, CDCl3), & (ppm) = 174.25/174.09* (COOH), 157.0/156.08*
(C=OFmoc), 143.80 (Ciago-Fmoc), 141.27 (Cyas.-Fmoc), 137.42/137.32% (Cipeo-Ph), 128.42,
127.82, 127.67, 127.04 (Comp-Ph, Ci3e7-Fmoc), 125.05/124.75%(C;g-Fmoc), 119.94
(C45-Fmoc), 73.17 (CHy-Bn), 68.00 (C-Ser’), 67.55 (CH,-Fmoc), 59.04 (C-Ser”), 47.09
(CH-Fmoc), 32.47 (N-CHj).
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*Signale des Nebenrotamers

N-[(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl]-V-methyl-O-(phenylmethyl)-L-glutaminsiure
(3d)

(Fmoc-N-Me-L-Glu-OH)

o. oBn Fmoc-L-Glu(Bn)-Oxazolidinon (2d) (118 mg, 0.25 mmol) und
o Triethylsilan (0.10 mL, 0.63 mmol) wurden bei einer Flussrate
)J\“.‘ o

O o von 3 mL/h gemdl der allgemeinen Synthesevorschrift umgesetzt.
. CH; OH
O Ausbeute: 95.0 mg (0.20 mmol, 80 %) eines farblosen, amorphen
Feststoffs.

CasH27NOg [M = 473.53 g/mol]

Ry=0.51 (EtOAc)

ESI-MS (positiv): (m/z): 496.20 ((M+Na]", ber. 496.17)
[a]2® =—11.5° (¢ = 1.0, CHCI5)

'H-NMR ['H-'H-COSY] (300 MHz, CDCls), & (ppm)="7.81 - 7.66 (m, 2 H, H-4,5pm0c),
7.63 - 7.50 (m, 2 H, H-1,8moc), 7.46 - 7.27 (m, 9 H, H-2,3,6,7¢moc, Harpn), 5.17 - 5.09 (m,
2 H, CHy-Bn), 4.80 (dd, *Jena crop=10.48 Hz, *Jena cropp=3.86 Hz, 0.6 H, Glu®), 4.62 - 4.53
(m, 0.4 H, Glu%, 4.51 - 438 (m, 2 H, CHy-Fmoc), 4.26 (t, *Jencu=6.80 Hz, 0.6 H,
CH-Fmoc), 4.18 (t, *Je.cuo=7.5 Hz, 0.4 H, CH-Fmoc), 2.87/2.84* (2 x s, 3 H, N-CH3), 2.48 -
2.32 (m, 2 H, GIu®, Glu"), 2.27 - 2.02 (m, 2 H, Glu®, Glu").

3C-NMR [HSQC] (75 MHz, CDCl3), & (ppm) = 175.45/175.30% (COOH), 172.41/172.24*
(C=00Bn), 156.98/156.20* (C=Ofmoc), 143.76*/143.67 (Cias.-Fmoc), 141.25 (Cysas.-Fmoc),
135.62 (Cipso-Ph), 129.99, 128.51, 128.24, 128.21, 127.67, 127.03 (Comp-Ph, Cs367-Fmoc),
124.93/124.67* (C;s-Fmoc), 119.90 (Css-Fmoc), 67.80 (CH,-Fmoc), 66.47 (CH,-Bn),
58.25/57.96* (C-Glu"), 47.13 (CH-Fmoc), 31.56*/31.23 (N-CHj3), 30.67/30.37* (C-Glu"),
23.90%/23.66 (C-GluP).

*Signale des Nebenrotamers
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N-[(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl]-V-methyl-L-methionin (3e)
(Fmoc-N-Me-L-Met-OH)

ScH, Fmoc-L-Met-Oxazolidinon (2e) (98.7 mg, 0.26 mmol) und Tri-

o] ethylsilan (0.10 mL, 0.63 mmol) wurden bei einer Flussrate von
O. O)J\l}l © 3 mL/h gemiB der allgemeinen Synthesevorschrift umgesetzt.
CH; OH
O Ausbeute: 43.0 mg (0.11 mmol, 42 %) eines gelben Ols.

C21H23NO4S [M =385.48 g/l’IlOl]
R;=0.39 (EtOAC)

ESI-MS (positiv): (m/z): 408.13 ([M+Na]", ber. 408.12), 424.12 ([M+Na]", ber. 424.10),
793.27 ([2M+Na]", ber. 793.26)

[«]23 = —4.4° (¢ = 2.0, CHCl)

'H-NMR ['H-"H-COSY] (400 MHz, CDCl3), & (ppm) = 8.45 (br. s. 1 H, OH), 7.82 - 7.71 (m,
2 H, H-4,5kmoc), 7.64 - 7.53 (m, 2 H, H-1,8kmoc), 7.41 (t, *Juzome="Juensur=7.72 Hz, 2 H,
H-3,6Fmoc),  7.32 (4, “Jiomims=Jurmens= 7.72Hz, 2 H, H-27eme), 4.86* (dd,
3 Jetocupa=10.30 Hz, *Jepo cupp=4.41 Hz, 0.3 H, Met"), 4.74 - 437 (m, 2.5 H, CH,-Fmoc,
Met®), 4.35 - 4.15 (m, 1.3 H, CH-Fmoc, Met%), 2.91/2.89% (2 x s, 3 H, N-CH3), 2.61 - 2.43
(m, 2 H, Met*), 2.36 - 2.17 (m, 2 H, Met*), 2.11/2.10% (2 x s, 3 H, CH3).

3C-NMR [HSQC] (75 MHz, CDCLy), & (ppm) = 176.35/176.02* (COOH), 156.99/156.10*
(C=Ofmoc), 143.72/143.53* (Cjasa-Fmoc), 141.27%/141.24 (Caase-Fmoc), 127.70%/127.03
(Co7-Fmoc), 124.99%/124.93 (Cyg-Fmoc), 120.07%/119.94 (C4s-Fmoc), 67.80%/67.07
(CH,-Fmoc), 58.16%/57.39 (C-Met"), 53.45%/52.94 (C-Met"), 47.17%/47.07 (CH-Fmoc),
31.76/31.42* (N-CHs), 29.87/29.66*, 28.05%/27.95 (C- Met®), 15.34/15.24* (CHs).

*Signale des Nebenrotamers

N-[(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl]-N-methyl-L-phenylalanin (3f)
(Fmoc-N-Me-L-Phe-OH)

Fmoc-L-Phe-Oxazolidinon (2f) (101 mg, 0.25 mmol) und

O j)\ Triethylsilan (0.15 mL, 0.94 mmol) wurden bei einer Flussrate
(0]

. o N von 3 mL/h gemdB der allgemeinen Synthesevorschrift umgesetzt.
CH3 OH

O Ausbeute: 91.0 mg (0.23 mmol, 90 %) eines farblosen Feststoffs.
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C25sH23NO4 [M =401.46 g/mol]

Rf=0.21 (‘Hex/EtOAc, 1:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 424.21 ((M+Na]", ber. 424.15)
[a]3® =—39.2° (c = 1.0, CHCI5)

Schmp.: 76.2 °C (Diethylether)

'H-NMR ['H-'H-COSY] (300 MHz, CDCl;), & (ppm) = 10.18 (br. s., 1 H, OH), 7.80 (d,
3T ms=Jus.16=6.99 Hz, 2 H, H-4,5pm0c), 7.57 (d, *Jurmo="Jusur=7.35 Hz, 1 H, H-1,8kmoc),
7.48 - 7.27 (m, 9 H, H-2,3,6,7kmoc: Harpn), 7.02 (d, *Jer.cu=5.88 Hz, 1 H, Harpp), 5.00 (dd,
*Jenocrpa=11.03 Hz, *Jengcupp=4.78 Hz, 0.6 H, Phe®), 4.75 - 4.52 (m, 1.4 H, CH,-Fmoc,
Phe®), 4.48 - 4.39 (m, 2 H, CH,-Fmoc), 432 - 4.15 (m, 1 H, CH-Fmoc), 3.58 - 3.38* (m,
0.7 H, Phef), 3.30 - 3.08 (m, 1.3 H, Phef), 2.87/2.85* (2 x s, 3 H, N-CHa).

BC-NMR [HSQC] (75 MHz, CDCls), & (ppm) = 175.57/175.28* (COOH), 156.68/156.07*
(C=OFmoc), 143.76/143.61%* (Ciug-Fmoc), 141.21/141.15% (Cyes.-Fmoc), 136.84/136.78*
(Cipso-Ph), 128.67, 128.58, 128.48, 127.56, 127.00, 126.94, 12691, 126.71, 126.67
(Comyp-Phe, Ci367-Fmoc), 124.96/124.61% (Cg-Fmoc), 119.84 (Cys-Fmoc), 67.73/67.38*
(CHy-Fmoc), 60.51/60.37* (C-Phe®), 47.03*/46.91 (CH-Fmoc), 34.67*/34.51 (C-Phe®), 32.14
(N-CH3).

*Signale des Nebenrotamers

N-[(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl]-/N-methyl-L-4-brom-phenylalanin (3g)
(Fmoc-N-Me-L-Phe(4-Br)-OH)

Br Fmoc-L-Phe(4-Br)-Oxazolidinon (2g) (96.9 mg, 0.20 mmol)

0 und Triethylsilan (0.10 mL, 0.63 mmol) wurden bei einer
O. OJJ\N o Flussrate von 3 mL/h gemiB3 der allgemeinen Synthesevor-
O CHs OH schrift umgesetzt.

Ausbeute: 89.0 mg (0.19 mmol, 91 %) eines farblosen Feststoffs.

CasH2oBrNO4 [M = 480.36 g/mol]

Ry=0.35 (“Hex/EtOAc, 1:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 503.10 ((M+Na]’, ber. 503.05)
[a]3® =—26.4° (c = 1.0, CHCI;)
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Schmp.: 88.7 °C (Diethylether)

"H-NMR ['H-'"H-COSY] (300 MHz, CDCl3),  (ppm) = 9.11 (br. s., 1 H, OH), 7.82 - 7.73 (m,
2 H, H-4,5Fmoc), 7.56 - 7.47 (m, 2 H, H-1,8fmoc), 7.46 - 7.37 (m, 4 H, H-3,6Fmoc, Har-ph), 7.36 -
7.30 (m, 2 H, H-2,7¢moc), 7.09 (d, *Jencn=8.09 Hz, 1 H, Harpn), 6.76 (d, *Jencn=8.09 Hz,
1 H, Hacpn), 4.90 (dd, *Jenacrp=10.58 Hz, *Jenq crop=4.96 Hz, 0.6 H, CH"), 4.65% (dd,
3 Jer.c2a=10.66 Hz, *Jey cuav=5.15 Hz, 0.4 H, CH%), 4.50 - 4.35 (m, 2 H, CH,-Fmoc), 4.28 -
4.15 (m, 1 H, CH-Fmoc), 3.35 (dd, “Jemmacrn=10.58 Hz, *Jemacu=4.96 Hz, 0.7 H, CH,P),
3.18-2.99 (m, 1.3 H, CH,"), 2.79/2.75* (2 x s, 3 H, N-CH3).

BC-NMR [HSQC] (75 MHz, CDCl3), & (ppm) = 175.31/174.97* (COOH), 156.71/155.92*
(C=OFmoc), 143.79%/143.70 (Ciag,-Fmoc), 141.33%/141.27 (Cya5:-Fmoc), 135.89 (Cipso-Ph),
131.68, 131.61, 130.49, 130.37, 127.68, 127.10, 127.04 (Comp-Ph, Cipse-Ph, C2367-Fmoc),
124.87/124.48* (C,g-Fmoc), 120.72%/119.94 (C4s-Fmoc), 67.83/67.23* (CH,-Fmoc), 55.91
(C%), 47.12/%/46.98 (CH-Fmoc), 34.15/34.00 (C"), 32.46 (N-CH3).

*Signale des Nebenrotamers
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5.3 Vakzinsynthesen

5.3.1 Synthese des Tnx-Threonins

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-L-threonin (8)1%

(Fmoc-Thr-OH)

J1O._CHy Zu einer Suspension aus 20.0 g (168 mmol) L-Threonin (7) und

O ° )J\NICOOH 14.3 g (170 mmol) Natriumhydrogencarbonat in 800 mL Ace-
. H ton/Wasser (1:1) wurden 56.9 g (169 mmol) N-(9H-Fluoren-9-
O yl)-methoxycarbonyl-succinimidylcarbonat portionsweise zuge-
geben. Das Reaktionsgemisch wurde 20 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die klare Reaktions-
16sung wurde mit konz. Salzsdure auf pH 2 angeséduert und das Aceton anschlieend unter
vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde mit Dichlormethan extrahiert
(3 x 200 mL) und die vereinigten organischen Phasen zum einen mit 1N HCI (2 x 200 mL)
und zum anderen mit Wasser (1 x 250 mL) gewaschen. Die tiber Magnesiumsulfat getrockne-
te Produktlosung wird unter vermindertem Druck eingeengt und der Riickstand mit abs. Tolu-
ol (3 x 100 mL) und Dichlormethan (2 x 100 mL) kodestilliert. Ohne weitere Reinigung wur-

de es zu Fmoc-Thr-O'Bu umgesetzt.
Ausbeute: 57.1 g (167 mmol, 99 %) eines leicht gelben, amorphen Feststoffs

C19H19NO5 [M =1341.36 g/mol]
R¢= 0.7 (“Hex/EtOAc, 1:1)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & (ppm) =7.69 (d, *Jusr3="us6=7.35 Hz, 2 H, H-4,5moc),
7.59 - 7.48 (m, 2 H, H-1,8¢moc), 7.37 - 7.28 (m, 2 H, H-3,6Fmec), 7.26 - 7.21 (m, 2 H,
H-2,7Fmoc), 6.10 (d, 3JNH,Ta:9-19 Hz, 1 H, NH), 4.47 - 424 (m, 4 H, Thr*, Thr", CH,-Fmoc),
4.13 (t, *Joncm=6.99 Hz, 1 H, CH-Fmoc), 1.20 (d, *Jr,15=6.25 Hz, 3 H, Thr"), 1.03 (s, 1 H,
OH).

Weitere analytische Daten siche Literatur. >+
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-L-threonin-tert-butylester (9)**°
(Fmoc-Thr-O'Bu)

J10LCHs In einen mit Argon gefluteten Rundkolben wurden 110.3 g
O O)J\NICOOtBu (535 mmol) N,N “-Dicyclohexylcarbodiimid, 22.7 g (306 mmol)
?O " tert.-Butanol und 1.27 g (12.8 mmol) wasserfreies Kupfer(I)-
chlorid vorgelegt. Das Reaktionsgemisch wurde 6 d unter
Lichtausschluss und Argonatmosphéire bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde die
Reaktionslosung mit 90 mL Dichlormethan verdiinnt und auf 0 °C abgekiihlt. Hierzu wurden
57.1g (167 mmol) Fmoc-Thr-OH (8) in 60 mL Dichlormethan innerhalb von 30 min
zugetropft. Das Gemisch wurde weitere 30 min bei 0 °C geriihrt. Anschlieend wurde die
Suspension iiber Hyflo"™ filtriert und mit ges. Natriumhydrogencarbonatldsung (3 x 200 mL)
und ges. Natriumchloridlosung (2 x 200 mL) gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen
wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Der Riickstand wurde sdulenchromatographisch gereinigt (“‘Hex/EtOAc, 2:1) und
anschliefend zweimal aus Diethylether/Petrolether (1:1) umkristallisiert.

Ausbeute: 29.2 g (73.5 mmol, 43 %) eines farblosen, amorphen Feststoffs.

C23H27NO5 [M =1397.47 g/mol]

R¢=0.34 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

[a]2® =+11.6° (c = 1.0, CHCl3); Lit.: [a]3° =+9.0 (¢ = 1.15 CHCI3)!"!

Schmp.: 81 °C (Diethylether/Petrolether 1:1); Lit.: 83 °C!'*!

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & (ppm) =7.78 (d, *Juass="usu6=7.35 Hz, 2 H, H-4,5¢moc),
7.62 (d, *Juim="Jusu7=6.99 Hz, 2 H, H-1,8¢moc), 7.41 (t, “Juz o= Juensur=7.35 Hz, 2 H,
H-3,65m0c), 7.32 (t, “Jizmins= Juzpions=7-35 Hz, 2 H, H-2,Trmoc), 5.60 (d, *Jan1a=8.46 Hz,
1 H, NH), 4.42 (d, 3J(;Hz,CH=6.99 Hz, 2 H, CH,-Fmoc), 4.39 - 4.30 (m, 1 H, CH-Fmoc), 4.29 -
4.21 (m, 2 H, Thr”, Thr"), 2.09 (br. s., 1 H, OH), 1.50 (s, 9 H, ‘Bu), 1.26 (d, *Jr,1p =6.25 Hz,
3 H, Thr").

Weitere analytische Daten siche Literatur.!'*"*"!
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2,3,4,6-Tetra-0O-acetyl-a-D-galactosylbromid (1 )
(aAcsGalBr)

AcO _oac Es wurden 210 mL Acetanhydrid mit 1.25 mL Perchlorsdure versetzt. An-
Acog% schlieBend wurde Galactose (10) (47.4 g, 263 mmol) portionsweise zugefiigt,
AOB  sodass die Innentemperatur 40 °C nicht iiberstieg. Das Reaktionsgemisch wur-
de eine weitere Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurden 233 mL Bromwasser-
stoffsdure in Eisessig (33 %ig) zugetropft und nach beendeter Zugabe 20 h bei Raumtempera-
tur geriihrt. Die Reaktionslosung wurde mit 300 mL Dichlormethan verdiinnt und anschlie-
Bend vorsichtig auf 200 mL Eiswasser gegossen. Die organische Phase wurde mit Natrium-
hydrogencarbonat neutralisiert und danach mit ges. Natriumhydrogencarbonatlésung
(5 x 200 mL) und mit ges. Natriumchloridlésung (1 x 200 mL) gewaschen. Die organische
Phase wurde {iber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem

Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung in der nichsten Stufe einge-

setzt.
Ausbeute: 90.7 g (221 mmol, 84 %) eines gelben, hochviskosen Ols.

C14H19BrOs [M = 411.20 g/mol]
R¢= 0.94 (CH,CL/EtOAc, 5:1)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & (ppm)= 6.67 (d, *Juim=4.04 Hz, 1 H, H-1), 5.48 (d,
3Juas=2.57 Hz, 1 H, H-4), 5.36 (dd, *Ji3,1=10.66, *Juzu=3.31 Hz, 1 H, H-3), 5.01 (dd,
Jim=10.66, *Jipm= 4.04 Hz, 1 H, H-2), 4.50 - 440 (m, 1 H, H-5), 4.20 - 4.03 (m, 2 H,
H-6.), 2.12 (s, 3 H, OAc), 2.08 (s, 3 H, OAc), 2.03 (s, 3 H, OAc), 1.98 (s, 3 H, OAc).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.>**]

3,4,6-Tri-O-acetylgalactal (12)!'*'""]
(AcsGal)

Es wurden 350 mL Essigsdure und 470 mL Wasser vorgelegt und auf —5 °C
AcO _0OAc

ACO /O abgekiihlt. AnschlieBend wurden 130g (1.99 mol) Zinkpulver und

Kupfersulfatlosung (13.3 g (83.1 mmol) Kupfersulfat in 65 mL Wasser)
zugegeben. Nachdem die Wasserstoffentwicklung einsetzte, wurde innerhalb von 60 min eine
Losung aus 90.9 g (221 mmol) Galactosylbromid (11) in 130 mL Dichlormethan zugetropft.
Das Reaktionsgemisch wurde langsam auf 10 °C erwérmt, iiber Hyflo® filtriert und mit

150 mL eines Essigsdure/Wasser 1 : 1-Gemisches nachgewaschen. Die wissrige Phase wurde
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mit Dichlormethan (3 x 200 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
anschlieBend mit Eiswasser (1 x250mL) und mit kalter, ges. Natriumhydrogen-
carbonatlosung (2 x 200 mL) gewaschen und iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde ohne

weitere Reinigung umgesetzt.
Ausbeute: 58.0 g (213 mmol, 96 %) eines farblosen, hoch viskosen Ols.

C12H1607 [M =272.25 g/mol]

R¢=0.42 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

'H-NMR (300 MHz, CDCL3), & (ppm) = 6.45 (d, *Ju; 12=6.25 Hz, 1 H, H-1), 5.55 - 5.53 (m,
1 H, H-3), 5.44 - 5.41 (m, | H, H-4), 4.74 - 4.68 (m, 1H, H-2), 436 - 4.27 (m, 1 H, H-5),
4.27-4.14 (m, 2 H, H-6), 2.11 (s, 3 H, OAc), 2.07 (s, 3 H, OAc), 2.01 (s, 3 H, OAc).

Weitere analytische Daten siche Literatur.*”!

3,4,6-Tri-0O-acetyl-2-azido-2-desoxy-a/p-D-galactopyranosylnitrat (13)'*"
(0.AC3N3G8.10N02)

Es wurden 25.6 g (94.0 mmol) 3,4,6-Tri-O-acetylgalactal (12) in 400 mL

AcO _0OAc
ACO &O: absol. Acetonitril gelost und auf —25 °C gekiihlt. Die gekiihlte Losung
N3 ONO2  yrde anschlieBend  mit 170 g (310 mmol) trockenem

Cerammoniumnitrat und 10.3 g (158 mmol) trockenem Natriumazid versetzt. Die Suspension
wurde 18 h bei -20 °C geriihrt, danach mit 350 mL Diethylether verdiinnt und auf 350 mL
Eiswasser gegossen. Die organische Phase wurde mit Wasser (3 x 250 mL) gewaschen und
iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt, der Riickstand sdulenchromatographisch (“Hex/EtOAc, 1:1) gereinigt und

anschliefend aus Diethylether umkristallisiert.

Ausbeute: 15.8 g (41.9 mmol, 45 %) eines blass gelben, amorphen Feststoffs.
C12H16N4Ojo [M = 376.28 g/mol]

R¢=0.77 (‘Hex/EtOAc, 1:1)

[a]® = +82.5 ° (¢ = 2.0, CHCls); Lit. vom a-Anomer: [a]%® = +125 ° (¢ = 1.0 CHCl3)!'"™

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & (ppm)=6.33 (d, 1H, *Juiame=4.41 Hz, H-1a), 5.59 (d,
Jmipmp=8.83 Hz, 1 H, H-1p), 5.48 (d, *Jiuame=221Hz, 1 H, H-4a), 537 (d,
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Jrapizp=2.94 Hz, 1 H, H-4p), 5.22 (dd, *Jizeime=11.40 Hz, *Jizeiue=3.31 Hz, 1 H, H-3a),
4.96 (dd, Ji3pap=10.48 Hz, *Juzppap=3.13 Hz, 1 H, H-3p), 4.35 (t, *Jus6av=6.07 Hz , 1 H,
H-5a), 4.15 - 4.04 (m, 6 H, H-2a, H-5p, H-6ab", H-6ab’), 3.81 (dd, *Jinpmp=10.66 Hz,
> Jiopanp=8.82 Hz, 1 H, H-2B), 2.17 (s, 6H, OAc), 2.08 (s, 3 H, OAc), 2.04 (s, 3 H, OAc).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.*"!

3,4,6-Tri-0O-acetyl-2-azido-2-desoxy-a-D-galactopyranosylbromid (14)1'%

(OLAC3N3 GalBr)

AcO _OAc Es wurden 6.94 g (79.9 mmol) trockenes Lithiumbromid in 70 mL absol.
AcO 0 Acetonitril vorgelegt. Danach wurde o/fAcsN3GalONO, (13) (5.68 g,
N3Br 15.1 mmol) in 30 mL absol. Acetonitril gelost und tropfenweise zugegeben.

Das Reaktionsgemisch wurde 19 h bei Raumtemperatur geriihrt. Darauthin wurde das Ge-
misch mit 120 mL Dichlormethan verdiinnt, mit ges. Natriumchlorid Losung (4 x 50 mL)
gewaschen und die vereinigten organischen Phasen {iber Magnesiumsulfat getrocknet. Das

Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der erhaltene Riickstand sdulen-

chromatographisch (‘Hex/EtOAc, 1:1) gereinigt.
Ausbeute: 4.52 g (11.5 mmol, 76 %) eines gelben, hoch viskosen Ols.

C12H16BI'N307 [M =394.18 g/l’l’lOl]
R¢= 0.7 (‘Hex/EtOAc, 1:1)
[a]2® =+185.2 ° (¢ = 2.0, CHCl3); Lit.: [a]2° =+188.6 ° (¢ = 1.95 CHCl3)!"*"

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm) = 6.47 (d, *Ji1.12=3.68 Hz, 1 H, H-1), 5.51 - 5.46 (m,
1 H, H-4), 5.33 (dd, *Ju3.44=2.94 Hz, *Ji3 1p=10.66 Hz, 1 H, H-3), 4.50 - 4.44 (m, 1 H, H-5),
4.10 (dd, *Jueanns=6.99, 2.57 Hz, 2 H, H-6a,b), 3.98 (dd, *Jip.11=3.86 Hz, *Ji213=10.85 Hz,
1 H, H-2), 2.15 (s, 3 H, OAc), 2.05 (s, 3 H, OAc), 2.04 (s, 3 H, OAc).

Weitere analytische Daten siche Literatur.!'+4-242!
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-a-D-
galactopyranosyl)-L-threonin-zerz-butylester (15)11°

(Fmoc-Thr-(aAcsN3Gal)-OrBu)

ACO oA Eine Losung aus 4.94 g (12.4 mmol) Fmoc-Thr-O'Bu (9) in 50 mL
Acogﬁ‘ absol. Dichlormethan/absol. Toluol (1:1) wurde 1 h mit 15.2 g gepul-
Nag CH, vertem aktiviertem Molsieb (4 A) bei Raumtemperatur und unter

Fmoc. I Argonatmosphiére gertihrt. Nach Abkiihlen der Suspension auf 0 °C

H ook wurde unter Lichtausschluss 3.49 g (12.7 mmol) festes Silbercarbo-
nat, sowie 0.55 g (2.65 mmol) Silberperchlorat, gelost in 4 mL absol. Toluol, zugesetzt. Es
wurde weitere 30 min bei 0 °C gertihrt. Danach wurde innerhalb von 90 min eine Losung aus
4.53 g (11.5 mmol) aAcsN3GalBr (14) in 40 mL absol. Dichlormethan/absol. Toluol (1:1) bei
0 °C zugetropft. Die Reaktionsmischung wurde langsam auf Raumtemperatur erwdrmt und
weitere 24 h geriihrt. AnschlieBend wurde mit 50 mL Dichlormethan verdiinnt und iiber
Hyflo® filtriert. Das Filtrat wurde mit ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung (2 x 80 mL),
sowie mit ges. Natriumchlorid-Losung (2 x 80 mL) gewaschen. Die vereinigten organischen
Phasen wurden tiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wurde unter vermin-

dertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel

(CH2CL/EtOAC, 10:1) gereinigt.
Ausbeute: 4.54 g (6.39 mmol, 56 %) eines farblosen, amorphen Feststoffs.

C35sH4N4015 [M = 710.74 g/mol]

Rr=0.81 (CH,Cl,/EtOAc, 10:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 733.27 ((M+Na]", ber. 710.74), 1443.55 ([2M+Na]", ber. 1443.55)
[a]2® =+62.2° (c = 1.0, CHCl3); Lit.: [a]3® = +60.8 (¢ = 1.0 CHCl3)!"**!

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & (ppm)=7.78 (d, *Juams="usue=7.35 Hz, 2 H, H-4,5¢moc),
7.65 (d, *Jurm="Jus.u7=7.35 Hz, 2 H, H-1,8pmoc), 7.43 - 7.38 (m, 2 H, Hur-rmoc), 7.36 - 7.31
(m, 2 H, H-rimoc), 5.66 (d, *Jnpre =9.56 Hz, 1 H, NHpmoc), 5.50 - 5.47 (m, 1 H, H-4), 5.35 -
532 (m, 1 H, H-3), 5.12 (d, *Ji1.2=3.31 Hz, 1 H, H-1), 4.48 - 4.46 (m, 1 H, Thr), 4.42 - 435
(m, 2 H, H-6a,b), 4.31 - 4.24 (m, 3 H, Thr®, H-5, CH-Fmoc), 4.11 (d, *Jeuz.cu=6.25 Hz, 2 H,
CH,-Fmoc), 3.65 (dd, *Jim=3.68 Hz, *Jipu3=11.03 Hz, 1 H, H-2), 2.16 (s, 3 H, OAc), 2.09
(s, 3 H, OAc), 2.06 (s, 3 H, OAc), 1.52 (s, 9 H, O'Bu), 1.37 (d, *Jr,15=6.25 Hz, 3 H, Thr").

Weitere analytische Daten siche Literatur.!'****”]
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-o-D-
galactopyranosyl)-L-threonin-zerz-butylester (16)!'""

(Fmoc-Thr-(aAc;GalNAc)-O'Bu)

ACO _OAc Zunichst wurde das Zinkpulver (4.50g, 69.0 mmol) durch
A coé% mehrfaches Aufschldmmen in verd. Kupfersulfat-Losung (3.20 g
AcHN . (12.8 mmol) Kupfersulfat-Pentahydrat, gel6st in 100 mL Wasser)
FmOC\NICOO - aktiviert, mit Wasser gewaschen und mit Diethylether getrocknet. Das
aktivierte Zinkpulver wurde zu einer Losung aus 2.33 g (3.28 mmol)
Fmoc-Thr-(aAc;N3Gal)-O'Bu (15) in 160 mL eines Tetrahydrofuran/Acetanhydrid/Essigsiure
(3:2:1)-Gemisches gegeben und 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach beendeter Reaktion
wurde mit 500 mL Tetrahydrofuran verdiinnt, iiber Hyflo® filtriert und das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Losungsmittelreste wurden durch Kodestillation mit
Toluol (4 x 30 mL) entfernt. Der Riickstand wurde in 220 mL Dichlormethan gelost, mit ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung (3 x 150 mL) und Natriumchlorid-Lésung (1 x 180 mL)
gewaschen. Die organische Phase wurde iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel  unter  vermindertem  Druck  entfernt. Das  Produkt  wurde

sdulenchromatographisch (‘Hex/EtOAc, 1:2) gereinigt.
Ausbeute: 1.36 g (1.87 mmol, 57 %) eines farblosen, amorphen Feststoffs.

C37H46N,013 [M = 726.78 g/mol]

R¢=0.26 (‘Hex/EtOAc, 1:2)

ESI-MS (positiv): (m/z): 749.29 ((M+Na]", ber. 749.29), 1475.56 ([2M+Na]", ber. 1475.58)
[a]2® = +47.4° (c = 0.2, CHCls); Lit.: [a]3® =+60.4 (c = 1.0 CHCl5) ['**!

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & (ppm)=7.79 (d, *Juams="Jusue=7.35 Hz, 2 H, H-4,5¢moc),
7.65 (d, *Jurm="Jusu7=7.35 Hz, 2 H, H-1,8pmoc), 7.47 - 7.39 (m, 2 H, H-3,6Fmec), 7.36 (d,
3J=6.99 Hz, 2 H, H-2,7¢moc), 5.97 (d, *Jnm1e=9.93 Hz, 1 H, NHgmoc), 5.51 (d, *Jnmmz=9.56 Hz,
1 H, NHga), 5.38 (d, *Juans=1.21 Hz, 1 H, H-4), 5.10 (dd, *Ji3 14=2.94 Hz, *Jy31=11.03 Hz,
1 H, H-3), 4.90 (d, *Ju1.12=3.31 Hz, 1 H, H-1), 4.68 - 4.58 (m, 1 H, H-2), 4.51 - 4.37 (m, 2 H,
CH,-Fmoc), 4.32 - 4.05 (m, 6 H, CH-Fmoc, H-5, H-6ab, Thr* ThrB), 2.18 (s, 3 H, OAc), 2.05
(s, 3 H, NHACc), 2.02 (s, 6 H, 2 x OAc), 1.47 (s, 9 H, O'Bu), 1.33 (d, *Jr,15=6.25 Hz, 3 H,
Thr").

Weitere analytische Daten siche Literatur.!'%®!
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-o-D-
galactopyranosyl)-L-threonin 17

(Fmoc-Thr-(aAc;GalNAc)-OH)

Es wurden 1.50 g (2.06 mmol) Fmoc-Thr-(aAc3;GalNAc)-O'Bu (16) in

AcO _0OAc
Acoé% 8.00 mL Dichlormethan gelost und mit 12 mL (162 mmol) Trifluores-
ACANG CH;  sigsdure und 2.50 mL dest. Wasser versetzt. Es wurde 6 h bei Raum-
Fmoc\NIC ooy temperatur gerithrt und anschlieBend mit 15 mL Toluol verdiinnt. Das

H

Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der
Riickstand mit Toluol (2 x 15 mL) kodestilliert. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatogra-
phisch an Kieselgel gereinigt (‘Hex/EtOAc 1:1 — “Hex/EtOAc 1:2 — CH,Cl,/MeOH/AcOH,
95:4:1).

Ausbeute: 1.03 g (1.54 mmol, 74 %) eines farblosen, amorphen Feststoffs.

C33H3sN,043 [M = 670.67 g/mol]

R¢= 0.1 (EtOAc)

HPLC-MS: (m/z): 671.2 ((M+Na]", ber. 671.24)

[a]2® =+100.6° (c = 0.1, CHCl3); Lit.: [a]2® =+90.3° (c = 1.0, CHCl5)**!

'H-NMR (300 MHz, CDCl;), & (ppm)=7.80 - 7.70 (m, 2 H, H-4,5pme), 7.63 (d,
iim="Jusu=7.34 Hz, 2 H, H-1,8¢mec), 7.44 - 729 (m, 4 H, H-2,3,6,7moc), 6.17 (d,
Sni1e=6.60 Hz, 1 H, NHgmeo), 5.85 (d, *Jaum=7.34Hz, 1 H, NHg), 538 (d,
Juans=1.47 Hz, 1 H, H-4), 5.15 (dd, *Ju314=2.74 Hz, *Juz1p=11.37 Hz, 1 H, H-3), 5.06 (d,
*Jurmo=1.83 Hz, 1 H, H-1), 4.57 - 4.51 (m, 1 H, H-2), 4.50 - 4.38 (m, 2H, CH,-Fmoc), 4.36 -
4.05 (m, 6 H, CH-Fmoc, H-5, H-6ab, Thr", Thrﬁ), 2.16 (s, 3 H, OAc), 2.05 (s, 3 H, NHAc¢),
2.03 (s, 3 H, OAc), 2.00 (s, 3 H, OAc), 1.29 (d, *Jr,15=5.87 Hz, 3 H, Thr").

Weitere analytische Daten siehe Literatur.***!
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5.3.2 Synthese der N-Methylglycosylaminosiuren

(45)-4-| O-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)]-3-(9 H-
fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-1,3-oxazolidin-5-on (18)

(Fmoc-Thr-(aAc;GalNAc)-Oxazolidinon)

AcO _OAc Synthese ausgehend von Fmoc-Thr-(aAc;GalNAc)-OH (17)

(0]
AcO AE cH:NO o Fmoc-Thr-(aAc;GalNAc)-OH (17) (32.7 mg, 48.8 umol) wurde in
Iﬁ?’ 2.00 mL  Acetonitril  gelost.  Paraformaldehyd (100 mg) und
Fmoc.
N

- © p-Toluolsulfonsdure (6.50 mg, 37.7 pumol) wurden zugegeben und das
Gemisch 6 d zwischen Raumtemperatur und 60 °C geriihrt. Dabei wurde der Umsatz stets
mittels DC kontrolliert. Danach wurde iiber Hyflo® filtriert, das Losungsmittel unter vermin-
dertem Druck entfernt und mit Chloroform (3 x 2 mL) kodestilliert. Das Rohprodukt wurde
sédulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (‘Hex/EtOAc 1:1 — “Hex/EtOAc 1:2).

Ausbeute: 23.3 mg (34.1 umol, 70 %) eines farblosen, amorphen Feststoffs.

Synthese ausgehend von Fmoc-Thr-(aAc;GalNAc)-O'Bu (16)

Fmoc-Thr-(aAc;GalNAc)-O'Bu (16) (50.2 mg, 69.1 pmol) wurde in 2.00 mL Acetonitril ge-
16st. Paraformaldehyd (100 mg) und p-Toluolsulfonsdure (11.0 mg, 63.9 umol) wurden zuge-
geben und die Mischung 6 d zwischen Raumtemperatur und 60 °C geriihrt. Dabei wurde der
Umsatz stets mittels DC kontrolliert. Die Reaktionslésung wurde anschliefend iiber Hyflo®
filtriert, eingeengt und sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (‘Hex/EtOAc 1:1 —
‘Hex/EtOAc 1:2).

Ausbeute: 38.4 mg (56.2 umol, 81 %) eines farblosen, amorphen Feststoffs.

C34H33N,013 [M = 682.68 g/mol]

R¢=0.24 (‘Hex/EtOAc, 1:2)

ESI-MS (positiv): (m/z): 705.24 ([M+Na]", ber. 705.23), 1387.51 ([2M+Na]", ber. 1387.46).
[a]3® =+113° (¢ = 0.1, CHCl5)

'H-NMR ['H-"H-COSY] (400 MHz, CDCl3), & (ppm) = 7.79 (d, *Ji13="J11s.116=6.85 Hz, 2 H,
H-4,5m0c), 7.55 (d, *Ju1m="Jusu7=7.34 Hz, 2 H, H-1,85moc), 7.47 - 7.39 (m, 2 H, H-3,65moc),
7.38 - 7.30 (m, 2 H, H-2,7¢moc), 5.65 (d, *Jxumz=9.29 Hz, 1 H, NHga), 5.40 - 5.29 (m, 1 H,
H-4), 5.10 - 5.02 (m, 1 H, H-20x), 4.97 - 4.81 (m, 2 H, H-1, H-3), 4.70 - 4.65 (m, 2 H,
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CH,-Fmoc, H-40y,), 4.58 - 4.44 (m, 1 H, H-2), 431 - 4.18 (m, 3 H, CH-Fmoc, CHP), 4.16 -
3.99 (m, 3 H, H-5, H-6ab), 2.17 (s, 3 H, OAc), 2.04 (s, 3 H, OAc), 1.99 (s, 6 H, OAc, NHAc),
1.26 (s, 3 H, CH5").

BC-NMR [HSQC, HMBC] (101 MHz, CDCl;), & (ppm) = 170.76, 170.51, 169.99, 169.90
(C=00xa, C=Oxc), 153.38 (C=Ofmoc), 141.08, 127.79, 127.73, 126.99, 124.14, 119.87
(Car-Fmoc), 99.54 (C-1), 78.70 (C,-Oxa), 67.56, 67.21, 66.92 (C-3, C-4, C-5, CH,-Fmoc, CHP),
61.56 (C-6), 59.06 (C4-Oxa), 47.52 (C-2), 46.87 (CH-Fmoc), 29.35, 26.57, 22.73 (CHs-Ac),
20.39 (CH5"), 20.34 (CHs-Ac).

N-[(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-
galactopyranosyl)]-N-methyl-L-threonin (19)

(Fmoc-N-Me-Thr-(aAc;GalNAc)-OH)

AcO _OAc Zunichst wurde  Fmoc-Thr-(aAc;GalNAc)-Oxazolidinon  (18)
Acog% (80.1 mg, 117 pumol) in 0.60 mL Chloroform geldst. Danach wurden
AcHN

CH;  Trifluoressigsdure (1.00 mL, 13.0 mmol) und Triethylsilan (0.50 mL,

Fmoc\NICOOH 3.13 mmol) zugespritzt und das Gemisch 3 d bei Raumtemperatur ge-

CHs, riihrt. Danach wurden zur Umsatzsteigerung erneut 0.50 mL

(3.13 mmol) Triethylsilan zugespritzt und weitere 3 d bei Raumtemperatur geriihrt. Dabei

wurde der Umsatz stets mittels DC kontrolliert. AnschlieBend wurde das Losungsmittel unter

vermindertem Druck entfernt und mit Chloroform (3 x 2 mL) kodestilliert. Das Rohprodukt

wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (‘Hex/EtOAc 1:1 — “Hex/EtOAc 1:2
— CH,Cl,/MeOH/AcOH, 95:4:1).

Ausbeute: 70.8 mg (103 umol, 88 %) eines farblosen, amorphen Feststoffs.

C34H40N2013 [M =684.70 g/mol]
R¢=0.15 (EtOAc)

ESI-MS (positiv): (m/z): 707.2629 ([M+Na]", ber. 707.2416), 1391.5815 ([2M+Na]", ber.
1391.4935).

[o]23 =-88.2° (¢ = 0.1, CHCl)

'"H-NMR ['H-'H-COSY] (400 MHz, CDCL), & (ppm)=7.81 - 7.72 (m, 2 H, H-4,5rmoc),
7.66 - 7.50 (m, 2 H, H-1,8pmoc), 7.44 - 7.36 (m, 2 H, H-3,6pmec), 7.36 - 7.29 (m, 2 H,
H-2,7moc), 6.42 - 6.26/6.20 - 6.07* (2 x m, 1 H, NHgy)), 5.43 - 5.34 (m, 1 H, H-4), 5.22 - 5.12
(m, 1 H, H-3), 5.10 - 5.01 (m, 1 H, H-1), 4.59 - 4.38 (m, 4 H, CH,-Fmoc, Thr", H-2), 4.33 -

128



Experimenteller Teil

4.19 (m, 3 H, CH-Fmoc, Thr", H-5), 4.17 - 4.01 (m, 2 H, H-6ab), 3.13/3.00* (2 x s, 3 H, N-
CH3), 2.16 (s, 3 H, OAc), 2.05 (s, 6 H, OAc, NHAc), 1.99 (s, 3 H, OAc), 1.28/1.09* (2 x d,
> Jry1=5.87 Hz, *J*r, 15=4.89 Hz, 3H, Thr").

BC.NMR [HSQC, HMBC] (101 MHz, CDCly), & (ppm)=172.58 (COOH), 171.17,
171.02/170.98%, 170.35/170.31%, 170.22/170.16* (C=04.), 157.25/156.63* (C=Ofmoc),
143.81%/143.60 (Ciasa-Fmoc), 141.27/141.18% (Caqse-Fmoc), 127.68 (Csg-Fmoc), 127.01
(Ca7-Fmoc), 124.92/124.67* (C,g-Fmoc), 119.95 (C4s-Fmoc), 99.82/99.67* (C-1), 68.23,
68.01, 67.91/67.63*, 67.16, 67.12 (C-3, C-4, C-5, CHy-Fmoc, C-Thr’), 63.19 (C-Thr%)
62.02/61.96* (C-6), 48.46*/48.27 (C-2), 47.12 (CH-Fmoc), 34.09/32.59* (N-CHj3), 22.68,
20.71, 20.66, 20.60 (CHs-Ac), 18.28/18.09* (C-Thr").

*Signale des Nebenrotamers

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-
galactopyranosyl)-L-serin 21t

(Fmoc-Ser-(aAc;GalNAc)-OH)

AcO _0OAc Es wurden 82.0mg (115pumol) Fmoc-Ser-(aAcs;GalNAc)-
(0]
Acoéﬂ O'Bu (20)"'? in 4.00 mL Dichlormethan gelost und mit 1.00 mL
AcHN
Oj\ (13.0 mmol) Trifluoressigsdure und 0.10 mL dest. Wasser versetzt. Es
Fmoc.

” cooH wurde 3h bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend mit
4 mL Toluol verdiinnt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der
Riickstand mit Toluol (3 x 10 mL) kodestilliert. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatogra-
phisch an Kieselgel gereinigt (‘Hex/EtOAc 1:1 — “Hex/EtOAc 1:2 — CH,Clp/MeOH/AcOH,
95:4:1).

Ausbeute: 74.9 mg (114 pmol, 99 %) eines farblosen, amorphen Feststoffs.
C3H36N2053 [M = 656.64 g/mol]

R¢=0.10 (EtOAc)

ESI-MS (positiv): (m/z): 679.21 ([IM+Na]", ber. 679.21), 695.20 ((M+K]", ber. 695.18).
[a]%® =+108.5° (¢ = 0.1, CHCl3); Lit.: [a]3® =+76.0° (¢ = 3.69, CHCl3)**"

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm)=7.75 (d, *Ju1mo="Jusur=7.34 Hz, 2 H, Har-Fmoc)s
7.63 - 7.56 (m, 1 H, Harpmoc), 7.55 - 7.48 (m, 1 H, Har-pmoc), 743 - 7.35 (m, 2 H, Har-rmoc),
734 - 730 (m, 2 H, Hacrme), 643 (d, *Jause=9.17Hz, 1 H, NHpmoo), 6.37 (d,
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3 ni2=8.44 Hz, 1 H, NHga), 5.37 (d, *Jusns=1.83 Hz, 1 H, H-4), 5.24 - 5.19 (m, 1 H, H-3),
5.03 - 495 (m, 1 H, H-1), 4.56 - 4.39 (m, 4 H, H-2, CH,-Fmoc, Ser"), 4.27 - 3.94 (m, 6 H,
H-5, H-6ab, CH-Fmoc, SerB), 2.15 (s, 3 H, OAc), 2.08 (s, 3 H, OAc), 1.99, 197 (2 x s, 6 H,
OAc, NHAc).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.**”

(45)-4-]0-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)|-3-(9H-
fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-1,3-o0xazolidin-5-on (22)

(Fmoc-Ser-(aAc;GalNAc)-Oxazolidinon)

Synthese ausgehend von Fmoc-Ser-(aAc;GalNAc)-OH (21)

AcO _OAc

o
Acogm by Fmoc-Ser-(aAcs;GalNAc)-OH (21) (60.0 mg, 91.4 umol) wurde in
C
20mL  Acetonitril  gelost.  Paraformaldehyd (100 mg) und
F ~
moe N\_ © p-Toluolsulfonsdure (8.00 mg, 46.4 pmol) wurden zugegeben. Das Ge-
(0]

misch wurde 6 d bei Raumtemperatur geriihrt. Dabei wurde der Umsatz
stets mittels DC kontrolliert. Danach wurde die Reaktionslosung iiber Hyflo® filtriert, das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und sédulenchromatographisch an Kieselgel

gereinigt (‘Hex/EtOAc 1:1 — “Hex/EtOAc 1:2).
Ausbeute: 50.1 mg (74.9 pmol, 82 %) eines farblosen, amorphen Feststoffs.

Synthese ausgehend von Fmoc-Ser-(aAc;GalNAc)-O'Bu (20)

Fmoc-Ser-(aAc;GalNAc)-O'Bu (20) (21.5 mg, 30.7 umol) wurde in 1.50 mL Acetonitril
gelost. Paraformaldehyd (100 mg) und p-Toluolsulfonsdure (8.1 mg, 47.0 pumol) wurden
zugegeben. Das Gemisch wurde 6 d zwischen Raumtemperatur und 60 °C geriihrt. Dabei
wurde der Umsatz stets mittels DC kontrolliert. Bei annéhernd vollstindigem Umsatz wurde

die Reaktionslosung iiber Hyflo® filtriert, eingeengt und siulenchromatographisch an

Kieselgel gereinigt (‘Hex/EtOAc 1:1 — “Hex/EtOAc 1:2).

Ausbeute: 14.3 mg (21.4 umol, 70 %) eines farblosen, amorphen Feststoffs.
C33H36N,043 [M = 668.65 g/mol]

R¢=0.30 (EtOAc)

ESI-MS (positiv): (m/z): 691.2183 ([M+Na]’, ber. 691.2104), 1359.5011 ([2M+Na]’, ber.
1359.4311)
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a]23 =+98.0° (c = 1.0, CHCly)
D

'H-NMR ['H-"H-COSY] (400 MHz, CDCls), & (ppm) = 7.79 (d, *Jia3="Jiisi6=7.34 Hz, 2 H,
H-4,50m0c), 755  (d,  “Jnim=Jusur=6.85Hz, 2 H, H-1,8kme), 743 (4,
s o na= e s ur=7.34 Hz, 2 H, H-3,6pmoc), 7.35 (4, “Jurmims=Jurnens=7.34 Hz, 2 H,
H-2,7Emoc), 5.53 - 5.41 (m, 1 H, NHga), 5.34 (d, *Jusns=2.93 Hz, 1 H, H-4), 5.20 - 5.15 (m,
1 H, H-20xa), 4.99 (d, *Ji312=9.78 Hz, 1 H, H-3), 4.90 - 4.30 (m, 5 H, H-1, H-2, CH,-Fmoc,
H-40x,), 4.30 - 4.20 (m, 3 H, CH-Fmoc, CH,"), 4.15 - 3.93 (m, 3 H, H-5, H-6ab), 2.16 (s, 3 H,
OAc), 2.01, 1.99 (2 x s, 6 H, OAc, NHAc), 1.96 (s, 3 H, OAc).

BC-NMR [HSQC, HMBC] (101 MHz, CDCly), & (ppm)=170.96, 170.34, 170.18
(C=00x2,C=04c), 152.26 (C=Ofmoc), 141.36, 128.07, 127.76, 127.27, 127.08, 124.46, 120.14
(C Ar-Fmoc), 98.58 (C-1), 78.34 (C,-Oxa), 67.85 (C-3, C-4, C-5, CH,-Fmoc, CH,), 62.05 (C-6),
55.39 (C4-Oxa), 47.52 (C-2), 46.99 (CH-Fmoc), 23.13, 20.73, 20.69, 20.58 (CHz-Ac).

N-[(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-
galactopyranosyl)]-NV-methyl-L-serin (23)

(Fmoc-N-Me-Ser-(aAc;GalNAc)-OH)

AcO _OAc Zunidchst wurde  Fmoc-Ser-(aAc;GalNAc)-Oxazolidinon  (22)
(0]
Acogﬁ (50.1 mg, 74.9 pmol) in 1.00 mL Chloroform gelost. Danach wurden
AcHN
Ol Trifluoressigsdure (1.00 mL, 13.0 mmol) und Triethylsilan (100 pL,
Fmoc.

N~ “COooH 626 umol) zugespritzt. Das Gemisch wurde anschlieend 3 d zwischen

CH .
° Raumtemperatur und 40 °C geriihrt. Dabei wurde der Umsatz stets

mittels DC kontrolliert. Danach wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt
und mit Chloroform (3 x 2 mL) kodestilliert. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatogra-
phisch an Kieselgel gereinigt (‘Hex/EtOAc 1:1 — “Hex/EtOAc 1:2 — CH,Cl,/MeOH/AcOH,
95:4:1).

Ausbeute: 50.3 mg (75.0 umol, 99 %) eines farblosen, amorphen Feststoffs
C33H3sN,043 [M = 670.67 g/mol]

R¢= 0.12 (EtOAc)

ESI-MS (positiv): (m/z): 693.2247 ([M+Na]’, ber. 693.2260), 1363.4928 ([2M+Na]", ber.
1363.4623)

]33 =-45.5° (c = 1.0, CHCly)
D
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'H-NMR ['H-"H-COSY] (400 MHz, CDCls), & (ppm) = 7.77 (d, *Jyas3="Jiis.i6=7.34 Hz, 2 H,
H-4,5Fmoc), 7.65 - 7.53 (m, 2 H, H-1,8fmoc), 7.44 - 7.36 (m, 2 H, H-3,6pmo), 7.31 (4,
= Jurnens=71.34 Hz, 2 H, H-27mmec), 6.22/591% (2 x d, *Jnum=9.29 Hz/
S n=8.80 Hz*, 1 H, NHga), 5.39 - 536 (m, 1 H, H-4), 5.11 (dd, *Jusm=11.25 Hz,
Jisa=2.93 Hz, 1 H, H-3), 5.00/4.98* (2 x d, *Ju112=3.42 Hz/*Ju1 1o=3.91 Hz*, 1 H, H-1),
4.89 (t, *Jsus5=4.65 Hz, 1 H, Ser”), 4.63 - 4.36 (m, 3 H, H-2, CH,-Fmoc), 4.32 - 4.19 (m, 2 H,
CH-Fmoc, Ser’), 4.18 - 3.87 (m, 4 H, H-5, H-6ab, Ser’), 3.03/2.93* (2 x s, 3 H, N-CH3), 2.16
(s, 3 H, OAc), 2.04 (s, 3 H, OAc), 1.99, 1.96 (2 x s, 6 H, OAc, NHACc).

BC-NMR [HSQC, HMBC] (101 MHz, CDCl3), & (ppm) = 171.63, 171.27, 171.08, 170.53,
170.29 (COOH, C=04c), 156.89 (C=Ofmoc), 143.69%/143.62 (Ciag.-Fmoc), 141.28/141.26*
(Csasa-Fmoc), 127.76 (C;6-Fmoc), 127.05 (C,7-Fmoc), 124.89/124.73* (C, s-Fmoc), 120.01
(C45-Fmoc), 98.58 (C-1), 68.20, 67.92, 67.16, 66.79, 66.26 (C-3, C-4, C-5, CH,-Fmoc,
C-Ser®), 61.86 (C-6), 59.30/58.55* (C-Ser”), 48.00 (C-2), 47.04 (CH-Fmoc), 32.66/32.02*
(N-CH3), 22.78, 20.73, 20.69, 20.64 (CH3-Ac).

*Signale des Nebenrotamers

(45)-4-|0-{2-Acetamido-2-desoxy-6-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-
didesoxyaglycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)-onat]-a-D-galactopyranosyl}]-3-(9 H-
fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-1,3-oxazolidin-5-on (25)

(Fmoc-Thr-(aAcsNeuNAcCOOBn-(2—6)-aGalNAc)-Oxazolidinon)

AcO_ OAc Fmoc-Thr-(aAcsNeuNAcCOOBn-(2—6)-aGalNAc)-OH (24)1*>!"]
OAc COOBnN
AGHN —~0 (50.0 mg, 42.4 pmol) wurde in 2.00 mL Acetonitril gelost. Paraf-
¢ 0
AcO ACOE o ormaldehyd (100 mg) und p-Toluolsulfonsdure (16.0 mg,
AoO AcHN 69.6 pmol) wurden zugegeben. Das Gemisch wurde 6 d zwischen

O _CHj
Ifé Raumtemperatur und 40 °C geriihrt. Dabei wurde der Umsatz stets
(0]

Fmoc-
N\_O mittels DC kontrolliert. Danach wurde die Reaktionslosung tiber

Hyflo" filtriert, das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und siulenchromato-

graphisch an Kieselgel gereinigt (EtOAc — CH,Cl,/MeOH/AcOH, 95:4:1).
Ausbeute: 26.3 mg (22.1 umol, 52 %) eines farblosen, amorphen Feststoffs.

C53H67N3024 [M =1190.18 g/mol]
R¢=0.20 (EtOAc)

ESI-MS (positiv): (m/z): 1228.41 ([M+K]", ber. 1228.37)
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[a]23 = +56.6° (c = 1.0, CHCls)

'H-NMR ['H-"H-COSY] (400 MHz, CDCls), & (ppm) = 7.79 (d, *Jisai3="Jiisi6=7.34 Hz, 2 H,
H-4,5kmoc), 7.55 (d, *Ju1 mo="Jus.u7=7.34 Hz, 2 H, H-1,8kmoc), 7.46 - 7.40 (m, 2 H, H-3,6Fmoc),
7.40 - 7.30 (m, 7 H, H-2, 7¢moce, Har.pp), 5.54 (d, *Jnpi2=9.29 Hz, 1 H, NHga), 5.38 - 5.29 (m,
2 H, H-7°, H-8"), 5.27 - 5.07 (m, 3 H, H-4, CH,-Bn), 5.07 - 5.00 (m, 3 H, H-3, H-20y,), 4.95 -
4.69 (m, 4 H, H-1, H-4’, CH,-Fmoc), 4.54 - 4.40 (m, 1 H, H-40y,), 4.29 - 421 (m, 4 H, H-2,
H-6’, H-9’a, CHP), 4.11 - 4.00 (m, 4 H, CH-Fmoc, H-5>, H-5, H-9°b), 3.86 - 3.73 (m, 1 H, H-
6a), 3.17 - 3.07 (m, 1 H, H-6b), 2.57 (dd, *Jissqurax=12.47 Hz, *Juzaqua= 3.67 Hz, 1 H, H-
3%), 2.12,2.10, 2.03, 1.99, 1.96, 1.88 (6 x s, 25 H, 8 x CH; (OAc, NHAc), {1.88 (H-3"5)}),
1.28 - 1.19 (m, 3 H, CH3").

BC-NMR [HSQC, HMBC] (101 MHz, CDCLy), & (ppm) = 170.76, 170.51, 170.47, 170.15,
170.09 (C=0ac, C=O0xa), 167.29 (C-1°), 156.36 (C=Opmoc), 141.43, 134.70, 128.83, 128.67,
128.08, 127.34, 120.19 (Carph, Car-Fmoc), 98.45 (C-1), 96.38 (C-2°), 77.85 (C»-Oxa), 72.57,
68.91, 68.11, 67.88, 67.50, 67.08 (C-3, C-4, C-5, C-4°, C-6°, C-7°, C-8’, CH,-Fmoc, CH,-Bn,
CHP), 62.33 (C6, C-9°), 60.64 (C4-Oxa), 49.17 (C-5°), 47.68 (C-2), 47.23 (CH-Fmoc), 34.80
(C-3%), 23.21, 23.12, 21.02, 20.83, 20.64 (CHs-Ac), 19.36 (CHs").

N-[(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-{2-acetamido-2-desoxy-6-O-[benzyl-(5-
acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-a-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)-
onat]-a-D-galactopyranosyl}]-/N-methyl-L-threonin (26)

(Fmoc-N-Me-Thr-(aAcsNeuNAcCOOBn-(2—6)-aGalNAc)-OH)

AcO  OAc Zunichst wurde Fmoc-Thr-(aAcsNeuNAcCOOBn-(2—6)-
° ACO 7ooen aGalNAc)-Oxazolidinon (25) (26.3 mg, 22.1 pmol) in
ACHNAcO AcO (° 0.50 mL Chloroform gel6st. Danach wurden Trifluoressig-
ACO%% sdure (0.50 mL, 6.49 mmol) und Triethylsilan (50 pL,

O._CH,

Fmoc. I

N™ "COOH  zwischen Raumtemperatur und 40 °C geriihrt. Dabei wurde
CH;

313 umol) zugespritzt. Das Gemisch wurde anschlieBend 3 d

der Umsatz stets mittels DC kontrolliert. Danach wurde das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und mit Chloroform (3 x 2 mL) kodestil-
liert. Das Rohprodukt wurde sidulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (‘Hex/EtOAc
1:1 — “Hex/EtOAc 1:2 — CH,Cl,/MeOH/AcOH, 95:4:1).

Ausbeute: 25.0 mg (21.0 pmol, 95 %) eines farblosen, amorphen Feststoffs

C5gH69N3024 [M =1192.19 g/mol]
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R;=0.11 (EtOAc)
ESI-MS (positiv): (m/z): 1214.4371 ((M+Na]", ber. 1214.4148)
[o]23 = —43.4° (c = 1.0, CHCL)

'H-NMR ['H-'H-COSY] (400 MHz, CDCl3),  (ppm) = 7.81 - 7.72 (m, 2 H, Har-rmoc), 7.63 (t,
3J,5=6.11 Hz, 1 H, HarFmoc), 7.59 - 7.51 (m, 1 H, Harpmoo)s 7.45 - 7.28 (m, 9 H, HarFmoc,
Harpn), 6.16 - 6.01%/5.87 (m*/d, *Jxi.12=8.80 Hz, 1H, NHga), 5.37 - 5.21 (m, 3 H, H-7°, H-8",
CH,-Bn), 5.20 - 5.08 (m, 2 H, H-4, CH,-Bn), 4.94 (dd, *Jus1=11.25 Hz, *Ji314=2.93 Hz,
1 H, H-3), 4.90 - 4.77 (m, 2 H, H-1, H-4"), 4.59 - 4.37 (m, 4 H, CH,-Fmoc, H-2, Thr"), 4.32 -
421 (m, 3 H, CH-Fmoc, H-6’, H-9a), 4.14 - 3.92 (m, 4 H, H-5", H-5, H-9’b, Thr"), 3.89 -
3.76 (m, 1 H, H-6a), 3.19 - 2.96 (m, 4 H {3.13/3.00* (2 x s, 3 H, N-CH3)}, {3.19 - 3.07 (m,
1 H, H-6b)}), 2.56 (dd, *Juzsqusa=12.47, *Juyaqua= 4.16 Hz, 1 H, H-3",), 2.12, 2.10, 2.05,
2.04,2.02,2.00, (6 x s, 21 H, 7 x CH3 (OAc, NHAc)), 1.90 - 1.85 (m, 4 H, OAc, H-3",), 1.32
- 1.21/1.09* (m/d*, *Jr, 15=6.36 Hz*, 3 H, Thr").

BC-NMR [HSQC, HMBC] (101 MHz, CDCLy), § (ppm) = 172.38 (COOH), 171.21, 171.12,
170.83, 170.56, 170.34, 170.10, 169.55 (C=0y,c), 167.34 (C-1°), 157.30 (C=Ofmoc),
143.92%/143.73 (Ciasa-Fmoc), 14128 (Cypsa-Fmoc), 134.70 (Cipso-Ph), 128.97, 128.81,
128.67 (Comp-Ph), 127.72 (C3-Fmoc), 127.06 (C,7-Fmoc), 124.98/124.75% (C,s-Fmoc),
120.20%/119.98 (C4s-Fmoc), 99.76 (C-1), 98.51 (C-2°), 72.57, 68.88, 68.45, 68.32, 68.08,
68.01, 67.85, 67.65, 67.46, 67.09 (C-3, C-4, C-5, C-4*, C-6°, C-7°, C-8, CH,-Fmoc, CH,-Bn,
ThrP), 63.87 (C-6), 63.14, 62.34 (C-9°, Thr®), 49.16 (C-5°), 48.28 (C-2), 47.19 (CH-Fmoc),
37.59 (C-3°), 33.83/32.46* (N-CHs), 23.13, 22.83, 20.99, 20.80, 20.70, 20.61 (CHs-Ac),
18.27/18.09* (C- Thr").

*Signale des Nebenrotamers

(45)-4-[ C-[4-0-Acetyl-2,3,6-tri-O-benzyl-B-D-glucopyranosyl]-3-(9 H-fluoren-9-
ylmethoxycarbonyl)-1,3-oxazolidin-5-on (28)

(Fmoc-C-Tyr-[B-AcBn3Glc]-Oxazolidinon)

OBn Fmoc-C-Tyr-[B-AcBn;Glc]-OH (27)P%% (8.6 mg, 9.83 pmol)
A&Ro 2 wurde in 1.0 mL Acetonitril gelost. Paraformaldehyd (50 mg)
o8 und p-Toluolsulfonsdure (3.20 mg, 18.6 umol) wurden zugege-
FmOC\N\_ O ben. Das Gemisch wurde 4 d zwischen Raumtemperatur und

o)

40 °C geriihrt. Dabei wurde der Umsatz stets mittels DC kon-

trolliert. Danach wurde die Reaktionslosung iiber Hyflo® filtriert, das Losungsmittel unter
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vermindertem Druck entfernt und sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt

(‘Hex/EtOAc 2:1 — “Hex/EtOAc 1:1 — “Hex/EtOAc 1:2 — EtOAc).
Ausbeute: 7.90 mg (8.90 pmol, 91 %) eines farblosen, amorphen Feststoffs.

CssHs3NOyo [M = 888.03 g/mol]
R = 0.67 (‘Hex/EtOAc 1:2)

ESI-MS (positiv): (m/z): 910.38 ((M+Na]", ber. 910.35)
[a]%® =+56.1° (c = 1.0, CHCl;)

'"H-NMR ['H-'H-COSY] (400 MHz, CDCl;), & (ppm)=7.78 - 7.76 (m, 2 H, H-4,5rmoc),
7.57 - 7.43 (m, 2 H, H-1,8mec), 7.45 - 7.18 (m, 20 H, H-2,3,6,7kmoc> Harphs Hartye), 7.15 -
6.94 (m, 2 H, Har1yr), 6.71 - 6.53* (m, 1 H, Hartye), 5.21 - 5.07 (m, 1 H, H-20x,), 4.99 (t,
Juamsns=9.29 Hz, 1 H, H-4), 4.95 - 4.88 (m, 1 H, CH,-Bn), 4.85 - 4.78 (m, 1 H, CH,-Bn),
4.77 - 4.58 (m, 3 H, CH,-Bn, CH,-Fmoc), 4.57 - 431 (m, 3 H, CH,-Bn), 4.30 - 4.20 (m, 1 H,
CH-Fmoc), 4.08 - 3.93 (m, 1 H, H-40xa), 3.68 (t, *Ji3.12.084=9.05 Hz, 1 H, H-3), 3.55 - 3.28 (m,
5 H, H-1, H-2, H-5, H-6ab), 3.20 - 3.02 (m, 1 H, CHj-exo), 2.83 - 2.70 (d,
2Jem.cm=12.72 Hz, 1 H, CH,"), 2.70 - 2.56 (m, 1 H, CH,-ex0), 2.49 - 2.31 (m, 1 H, CH,"),
1.85 (s, 3 H, OAc).

BC-NMR [HSQC, HMBC] (101 MHz, CDCl3), & (ppm) = 169.86 (C=04c, C=00ya), 143.38
(Claga-Fmoc), 141.44 (Cyys,-Fmoc), 138.17, 137.98, 137.92, 137.83 (Cipso-Ph, Cipso-Tyr),
129.85, 129.31 (Com-Tyr), 128.54, 128.46, 128.27, 127.97, 127.76, 127.73, 127.56, 127.24
(Ca367-Fmoc, Comp-Ph, Com-Tyr), 124.40 (C,g-Fmoc), 120.13 (Cys-Fmoc), 84.75 (C-3),
81.49 (C-2), 79.88 (C-1), 77.42 (C-5), 75.28, 75.21, 73.47 (CH»-Bn, C,-Oxa), 71.57 (C-4),
69.76 (C-6), 66.68 (CH,-Fmoc), 56.32 (C4-Oxa), 47.23 (CH-Fmoc), 37.31 (CH,-ex0), 35.10
(CH,"), 20.89 (CHs-Ac).

*Signale des Nebenrotamers

N-[(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl)-C-[4-0-acetyl-2,3,6-tri-O-benzyl-f-D-
glucopyranosyl]]-/V-methyl-L-tyrosin (29)

(Fmoc-N-Me-C-Tyr-[-AcBn;Glc]-OH)

OBn Standardmethode mit Trifluoressigsédure
AcO O
Bno > Zunidchst wurde Fmoc-C-Tyr-[B-AcBn3;Glc]-Oxazolidinon
n
(28) (7.90 mg, 8.90 umol) in 0.50 mL Chloroform gelost.
Fmoc.

l}l COOH
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Danach wurden Trifluoressigsdure (0.50 mL, 6.49 mmol) und Triethylsilan (50 pL,
313 umol) zugespritzt. Das Gemisch wurde anschlieBend 3 d zwischen Raumtemperatur und
40 °C geriihrt. Dabei wurde der Umsatz stets mittels DC kontrolliert. Danach wurde das Lo-
sungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und mit Chloroform (3 x 2 mL) kodestilliert.
Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (‘Hex/EtOAc 2:1 —
‘Hex/EtOAc 1:1 — “Hex/EtOAc 1:2 — CH,Cl,/MeOH/AcOH, 95:4:1).

Ausbeute: 5.10 mg (5.73 pmol, 64 %) eines farblosen, amorphen Feststofts

Alternativmethode mit AICl;

Fmoc-C-Tyr-[B-AcBn;Glc]-Oxazolidinon (15.2mg, 17.1 pumol) und Aluminiumchlorid
(5.2 mg, 38.9 umol) wurden mit 1.00 mL Chloroform versetzt. Danach wurde Triethylsilan
(50 nL, 313 pmol) zugespritzt. Das Gemisch wurde anschlieend 3 d zwischen Raumtempe-
ratur und 50 °C geriihrt. Dabei wurde der Umsatz stets mittels DC kontrolliert. Danach wurde
die Reaktionslosung iiber Hyflo® filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck

entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt

(‘Hex/EtOAc 2:1 — “Hex/EtOAc 1:1 — “Hex/EtOAc 1:2 — CH,Cl,/MeOH/AcOH, 95:4:1).
Ausbeute: 10.8 mg (12.1 pmol, 71 %) eines farblosen, amorphen Feststoffs

CssHssNO o [M = 890.04 g/mol]

Ry=0.11 (EtOAc)

ESI-MS (positiv): (m/z): 912.37 ((M+Na]", ber. 912.37)
[o]23 = —42.4° (c = 1.0, CHCls)

'"H-NMR ['H-'H-COSY] (400 MHz, CDCl;), & (ppm)=7.74 - 7.71 (m, 2 H, H-4,5pmoc),
7.58 - 7.43 (m, 2 H, H-1,8kmoc), 7.43 - 7.17 (m, 21 H, Har-Fmoces Harph, Harty), 7.16 - 7.09 (m,
1 H, Har.1yr), 6.85 (d, *J=7.83 Hz, 1 H, Har1y), 5.03 - 4.93 (m, 1 H, H-4), 4.89 - 4.84 (m, 1 H,
CH,-Bn), 4.83 - 4.78 (m, 1 H, CH,-Bn), 4.71 - 4.60 (m, 3 H, CH,-Bn, CH,-Fmoc), 4.59 - 4.45
(m, 1 H, CH,-Bn), 4.46 - 433 (m, 2 H, CH,-Bn), 4.30 - 4.23 (m, 1 H, Tyr%), 4.21 - 4.09 (m,
1 H, CH-Fmoc), 3.72 - 3.54 (m, 1 H, H-3), 3.53 - 3.32 (m, 4 H, H-1, H-2, H-6ab), 3.27 - 3.20
(m, 1 H, H-5), 3.15 - 3.00 (m, 3 H, CH;-exo, Tyrﬁ), 2.82/2.76* (2 x s, 3 H, N-CH3), 2.72 -
2.56 (m, 1 H, CH,-exo0), 1.84 (s, 3 H, OAc).

3C-NMR [HSQC, HMBC] (101 MHz, CDCls), & (ppm) = 175.26 (COOH), 169.89 (C=O),
156.77 (C=Ofmoc), 143.92%/143.60 (Cjase-Fmoc), 141.24 (Cuase-Fmoc), 138.18, 138.01,
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137.96, 137.22, (Cipso-Ph, Cipso-Tyr), 134.57 (Cipso-Tyr), 129.82, 129.76, 128.51, 128.48,
128.43, 128.23, 127.91%, 127.78*, 127.73, 127.65, 127.52, 127.05 (Cp367-Fmoc, Comp-Ph,
Com-Tyr), 125.14, 125.01/124.69* (C,5-Fmoc), 119.92 (C4s-Fmoc), 84.75%/84.65 (C-3),
81.44 (C-2), 79.96 (C-1), 77.20 (C-5), 75.25, 75.19, 75.09, 73.43 (CH,-Bn), 71.39 (C-4),
69.57 (C-6), 67.81 (CH,-Fmoc), 60.64/60.35% (Tyr"), 47.20%/47.00 (CH-Fmoc), 37.24
(CH,-ex0), 34.27 (C-Tyr"), 32.25 (N-CH;), 20.87 (CHs-Ac).

*Signale des Nebenrotamers

(45)-4-[C-(2,3,4-tri-O-Benzyl-B-L-fucopyranosyl)-L-tyrosin|-3-(9H-Fluoren-9-ylmethyl)-
1,3-oxazolidin-5-on (31)

(Fmoc-C-Tyr-[B-BnsFuc]-Oxazolidinon)

o Fmoc-C-Tyr-[B-BnsFuc]-OH (30)"”*! (10.0 mg, 12.3 pmol)

o wurde in 1.00mL Acetonitril gelost. Paraformaldehyd

(50.0 mg) und p-Toluolsulfonsdure (2.00 mg, 11.6 umol) wur-

BnoOBn

den zugegeben. Das Gemisch wurde 6 d zwischen Raumtempe-
ratur und 40 °C geriihrt. Dabei wurde der Umsatz stets mittels DC kontrolliert. Danach wurde
die Reaktionslosung iiber Hyflo® filtriert, das Lsungsmittel unter vermindertem Druck ent-
fernt und sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (‘Hex/EtOAc 2:1 — “Hex/EtOAc
1:1 — “Hex/EtOAc 1:2 — EtOAc).

Ausbeute: 8.70 mg (10.5 pmol, 85 %) eines farblosen, amorphen Feststoffs.

Cs3HsNOg [M = 829.99 g/mol]

R¢= 0.66 (‘Hex/EtOAc 1:2)

ESI-MS (positiv): (m/z): 868.35 ((M+K]", ber. 868.32).
[a]2® = +48.1° (¢ = 1.0, CHCl5).

'H-NMR ['H-"H-COSY] (400 MHz, CDCl3), & (ppm) = 7.78 (d, *Ju13="Juis.6=7.34 Hz, 2 H,
H-4,5kmoc), 7.70 - 7.48 (m, 2 H, H-1,85moc), 7.46 - 7.30 (m, 19 H, H-2.3,6, 7rmocs Harph, Harryr)
7.23 - 6.97 (m, 3 H, Harry), 6.67 - 6.53 (m, 1 H, Harry), 5.08 - 4.88 (m, 4 H, CH,-Bn,
H-20xa), 4.83 - 4.66 (m, 5 H, CH,-Bn, CH,-Fmoc), 4.63 - 4.41 (m, 1 H, CH,-Fmoc), 4.27 (t,
3 Jercha-Fmoc=4.89 Hz, 1 H, CH-Fmoc), 4.20 - 3.95 (m, 1 H, H-40y,), 3.82 - 3.58 (m, 3 H, H-2,
H-3, H-4), 3.46 - 3.25 (m, 2 H, H-1, H-5), 3.22 - 3.02 (m, 1 H, CH,-ex0), 2.83 - 2.62 (m, 2 H,
CH,-ex0, CH5"), 2.50 - 2.30 (m, 1 H, CH,"), 1.11 (d, *Ji6ave.1s=6.36 Hz, 3 H, H-6abc).
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BC-NMR [HSQC, HMBC] (101 MHz, CDCly), & (ppm)=171.97%/171.69 (C=Ooxa),
156.12/155.39% (C=Opmoc), 143.94/143.79%, 143.34 (Cjasa-Fmoc), 141.37%/141.27 (Cyqsa-
Fmoc), 138.81, 138.57, 138.41, 138.33, 138.25% (Cipso-Ph, Cipso-Tyr), 134.63 (Cipso-Tyr),
129.79, 129.03, 128.83, 128.42, 128.38, 128.14, 128.01, 127.91, 127.69, 127.63, 127.57,
127.53, 127.43, 12738, 127.18, 127.05, 127.01 (Cy367-Fmoc, Comp-Ph, Com-Tyr),
125.0/124.86*, 124.41/124.27* (C,5-Fmoc), 120.26%/120.16, 120.07/119.94* (C4s-Fmoc),
85.33 (C-3), 80.54 (C-1), 78.59%/78.52 (C-2), 76.26 (C-4), 75.34, 74.44 (CH,-Bn, C,-Oxa),
74.01 (C-5), 72.35 (CH,-Bn), 67.89/67.69*, 66.52 (CH,-Fmoc), 56.32 (C4-Oxa), 47.20%/47.16
(CH-Fmoc), 37.54*/37.34 (CHy-ex0), 35.07 (CH,?), 17.17 (C-6).

*Signale des Nebenrotamers

N-[(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-C-|2,3,4-tri-O-benzyl-B-L-fucopyranosyl]]-/V-
methyl-L-tyrosin (32)

(Fmoc-N-Me-C-Tyr-[-BnsFuc]-OH)

Standardmethode mit Trifluoressigsidure

COOH
%@;}icm Zunichst wurde Fmoc-C-Tyr-[-BnsFuc]-Oxazolidinon (31)
OBn

BnO (7.00 mg, 8.43 pmol) in 0.50 mL Chloroform gel6st. Danach

wurden Trifluoressigsdure (0.50 mL, 6.49 mmol) und Triethylsilan (50 pL, 313 pmol) zuge-
spritzt. Das Gemisch wurde anschlieend 3 d zwischen Raumtemperatur und 40 °C geriihrt.
Dabei wurde der Umsatz stets mittels DC kontrolliert. Danach wurde das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und mit Chloroform (3 x 2 mL) kodestilliert. Das Rohprodukt
wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (‘Hex/EtOAc 2:1 — “Hex/EtOAc 1:1
— “Hex/EtOAc 1:2).

Ausbeute: 4.1 mg (4.93 umol, 59 %) eines farblosen, amorphen Feststoffs

Alternativmethode mit AICl;

Fmoc-C-Tyr-[B-AcBn;Glc]-Oxazolidinon (7.00 mg, 8.43 pmol) und Aluminiumchlorid
(6.5 mg, 48.7 pumol) wurden mit 1.00 mL Chloroform versetzt. Danach wurde Triethylsilan
(0.05 mL, 0.31 mmol) zugespritzt. Das Gemisch wurde anschlieBend 3 d zwischen Raumtem-
peratur und 50 °C geriihrt. Dabei wurde der Umsatz stets mittels DC kontrolliert. Danach
wurde die Reaktionslosung iiber Hyflo® filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt

(‘Hex/EtOAc 2:1 — “Hex/EtOAc 1:1 — “Hex/EtOAc 1:2).
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Ausbeute: 3.8 mg (4.57 umol, 54 %) eines farblosen, amorphen Feststoffs

Cs3Hs3NOg [M = 832.01 g/mol]

R¢=0.10 (EtOAc)

ESI-MS (positiv): (m/z): 854.36 ((M+Na]", ber. 845.37)
[a]%® =—30.2° (c = 0.5, CHCl;)

'H-NMR ['H-'H-COSY] (400 MHz, CDCls), & (ppm)=7.80 - 7.69 (m, 2 H, H-4,5pmoc),
7.59 - 7.43 (m, 2 H, H-1,8pm0c), 7.43 - 7.24 (m, 18 H, H-2,3,6,7¢moc; Har-phs Haryr), 7.24 -
7.07 (m, 4 H, Harpn, Har1ye), 6.83 (d, J=7.82 Hz, 1 H, Har1y1), 5.04 - 4.96 (m, 1 H, CH,-Bn),
4.92 - 4.62 (m, 4 H, CH,-Bn, Tyr"), 4.62 - 443 (m, 2 H, CH,-Bn), 4.40 - 4.29 (m, 2 H, CH>-
Fmoc), 4.21 (t,” Jew.cra-pmoe=6.36 Hz, 1 H, CH-Fmoc), 3.73 (t, *Jiz.m1.13=9.05 Hz, 1 H, C-2),
3.68 - 3.54 (m, 2 H, C-3, C-4), 3.48 - 3.20 (m, 2 H, C-1, C-5), 3.18 - 3.04 (m, 3 H, CHj-exo,
Tyr®), 2.83 - 2.58 (m, 4 H, {2.77/2.79* (2 xs, 3 H, N-CHs)}, CH,-ex0), 1.07 (d,
3 Jt6abenis=06.36 Hz, 3 H, H-6a,b,c).

BC-NMR [HSQC, HMBC] (101 MHz, CDCl;), 8 (ppm)=174.91 (COOH), 156.82
(C=Ofmoc), 143.83, 143.70 (Ciaga-Fmoc), 141.27 (Cspse-Fmoc), 138.63, 138.47, 138.39
(Cipso-Ph, Cipso-Tyr), 134.26 (Cipso-Tyr), 129.79, 128.45, 128.42, 128.26, 128.16, 128.04,
127.97, 127.65, 127.56, 127.06 (Cy367-Fmoc, CompPh, Com-Tyr), 125.04, 124.70
(C15-Fmoc), 119.92 (C4s-Fmoc), 85.38 (C-3), 80.60 (C-1), 78.62 (C-2), 76.32 (C-4), 75.34
(CH,-Bn), 74.44/74.01* (C-5), 72.38 (CH,-Bn), 67.84 (CH,-Fmoc), 61.42/60.33* (C-Tyr®),
47.20%/47.10 (CH-Fmoc), 37.44 (CHa-exo), 34.28 (C-Tyr"), 32.91 (N-CHs), 17.19 (C-6).

*Signale des Nebenrotamers

5.3.3 Synthese des Triethylenglycol-Spacers

12-Hydroxy-4,7,10-trioxa-dodecansiure-zert-butylester 48yt

Es wurden 12.3 mL (91.7 mmol) Triethylenglycol (46) in 60 mL tro-

HO%\/OJ\/\”/UB” ckenem Tetrahydrofuran geldst und unter Argon 19.9 mg (866 mmol)
3 0 Natrium darin gelost. Danach wurden 4.8 mL (33.1 mmol) Acrylsiu-
re-tert-butylester (47) zugespritzt und die Reaktionslosung bei Raumtemperatur 21 h geriihrt.
AnschlieBend wurde durch Zugabe von 3 mL 1 N Salzsdure neutralisiert und das Losungsmit-

tel im Vakuum entfernt. Der verbliebene Riickstand wurde in 40 mL ges. Natriumchlorid-
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Losung aufgenommen und mit Ethylacetat (3 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten organi-
schen Phasen wurden mit 30 mL Natriumchlorid-Losung gewaschen und anschlieBend tiber
Magnesiumsulfat getrocknet. Das Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung in der néchsten

Stufe umgesetzt.
Ausbeute: 6.08 g (21.8 mmol, 66 %) eines gelben Ols.

C13H2606 [M =278.34 g/mol]
R¢=0.50 (EtOAc)

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm)=3.69 - 3.55 (m, 14 H, 7 xOCH,), 2.49 (t,
3 Jera.cn=6.0 Hz, 2 H, CH,-C=0), 1.39 (s, 9 H, ‘Bu).

Weitere analytische Daten siche Literatur.!**”)

12-Azido-4,7,10-trioxa-dodecanséure-zert-butylester (49)[132]

t Es wurden 15.1g (54.2mmol) 12-Hydroxy-4,7,10-trioxa-

Ns{/\/omo % dodecansdure-tert-butylester (48) in 25 mL absol. Dichlormethan ge-
16st und 20.0 mL (145 mmol) Triethylamin zugegeben. Bei 0 °C wur-

den 9.00 mL (116 mmol) Methansulfonsdurechlorid zugetropft und unter langsamen Erwir-
men auf Raumtemperatur 4 h geriihrt. Das gebildete Triethylaminhydrochlorid wurde an-
schlielend tiber Hyﬂo® abfiltriert und das Filtrat zweimal mit Eiswasser (2 x 50 mL) und ges.
Natriumchloridlosung (1 x 20 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde tiber Magnesi-
umsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der erhaltene Riickstand
wurde in 25 mL Dimethylformamid gelost und mit 21.0 g (323 mmol) Natriumazid versetzt.
Die Reaktionslosung wurde 15 h bei 60 °C geriihrt und das Losungsmittel anschlieBend im
Vakuum eingeengt. Der Riickstand wurde in 50 mL Wasser aufgenommen und mit Diethyl-
ether (4 x 40 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Magnesi-

umsulfat getrocknet, das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Rohpro-

dukt séulenchromatographisch gereinigt (Isolera, Gradienten 100 % “Hex — 100 % EtOAc).
Ausbeute: 10.0 g ( 33.0 mmol, 61 %) eines gelben Ols.

C13H25N305 [M =1303.36 g/mol]
Rf=0.44 (‘Hex/EtOAc, 1:2)

'"H-NMR (300 MHz, CDCL3), § (ppm) = 3.76 - 3.59 (m, 12 H, 6 x OCH,), 3.4 - 3.36 (m, 2 H,
N3CHy), 2.51 (t, *Jem.cip=6.60 Hz, 2 H, CH,-C=0), 1.45 (s, 9 H, Bu).
140



Experimenteller Teil

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[*”

12-Amino-4,7,10-trioxa-dodecansiure-zer-butylester (50)[132]

Ein Gemisch aus 7.44 g einer Aluminium-Nickel-Legierung in
HZN%\/OJ‘B/\Q/UBU 220 mL dest. Wasser wurde solange mit festem Natriumhydroxid

versetzt bis  keine  Gasentwicklung mehr auftrat. Die
Katalysatormischung wurde zuerst 10 min bei Raumtemperatur und dann 30 min bei 70 °C
gerithrt. Durch Abdekantieren wurde das Raney-Nickel vom Losungsmittel befreit, mit
200 mL Wasser neutral gewaschen und das Wasser anschlieBend durch mehrfaches
Aufschlimmen mit insg. 200 mL Isopropanol ausgespiilt. Im Anschluss wurde zum
aktivierten Katalysator 10.0g (33.0 mmol) 12-Azido-4,7,10-trioxadodecansiure-terz-
butylester (49), gelost in 50 mL Isopropanol, zugespritzt. Unter einer Wasserstoffatmosphére
wurde die Reaktion 22 h bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde das Raney-Nickel tiber

Hyflo® abfiltriert und das Filtrat im Vakuum vom Losungsmittel befreit. Ohne weitere

Reinigung wurde das erhaltene Rohprodukt in der ndchsten Stufe eingesetzt.
Ausbeute: 5.00 g (18.0 mmol, 55 %) eines gelben Ols.

C13H,sNOs [M = 277.36 g/mol]
R¢=0.10 (PE/EtOAc, 1:2)

'H-NMR (300 MHz, CDCly), & (ppm)=3.76 - 3.45 (m, 12 H, 6 x OCH,), 2.85 (t,
3 Jerp.cm=5.14 Hz, 2 H, NCH,), 2.49 (t, *Jem.cp=6.42 Hz, 2 H, CH,-C=0), 1.43 (s, 9 H, ‘Bu).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[*”

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-amido-4,7,10-trioxa-dodecansiure-zert-butylester
(51)[ 132]

t In 100 mL einer 1:1 Aceton/Wasser-Mischung wurden 5.00 g
FmOCHN%\/OhO > (18.0 mmol) 12-Amino-4,7,10-trioxa-dodecansiure-zert-
butylester (50) gelost und mit 1.51g (18.0 mmol)

Natriumhydrogencarbonat versetzt. Unter heftigem Rithren wurden 6.01 g (17.8 mmol)
Fmoc-OSu portionsweise hinzugefiigt und die Reaktionslésung anschlieBend 23 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde mit halbkonzentrierter Salzsdure auf pH 6

angesduert, das Aceton unter vermindertem Druck entfernt und die verbliebene wissrige

Phase mit Dichlormethan (4 x 75 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte
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wurden anschlieBend mit je 175 mL 1 M Salzsdure-Losung und Wasser gewaschen und {iber
Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das erhaltene

Rohprodukt ohne weitere Reinigung in der ndchsten Stufe umgesetzt.
Ausbeute: 8.90 g (17.8 mmol, quant.) eines gelben, viskosen Ols.

CasH37NO; [M = 499.60 g/mol]
R¢= 0.84 (PE/EtOAc, 10:1)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & (ppm) = 7.79 (d, *Jusms="Jus.u6=7.34 Hz, 2 H, H-4,5¢m00),
7.63 (d, *Juime="Jusur=7.34 Hz, 2 H, H-1,8pmoc), 7.42 (t, *Juz o= Jusnsur=7.34 Hz, 2 H,
H-3,6pmoc), 7.34 (t, *Jim3=Ju7.m6us=7.34Hz, 2 H, H-2,7kmoc), 5.32 (s, 1 H, NH), 4.43 (d,
3JCH2,CH=6.97 Hz, 2 H, CH;-Fmoc), 4.30 - 4.20 (m, 1 H, CH-Fmoc), 3.78 - 3.54 (m, 12 H,
6 x OCH,), 3.38 - 3.47 (m, 2 H, NCH,), 2.51 (t, *Jemp.cnz=6.42 Hz, 2 H, CH,-C=0), 1.46 (s,
9 H, ‘Bu).

Weitere analytische Daten siche Literatur.**”!

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-amido-4,7,10-trioxa-decansiure (52)“32]

Es  wurden 8.90 g (17.8 mmol)  N-(9H-Fluoren-9-yl)-
FmocHN%\/ OJs/\g/(DH methoxycarbonyl-amido-4,7,10-trioxa-dodecanséure-zert-butylester
(51) in einer Mischung aus 66.0 mL Trifluoressigsdure und 6 mL
Wasser 48 h geriihrt. AnschlieBend wurde mit 50 mL Toluol verdiinnt und das Losungsmittel
im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde mit Toluol (3 x 30 mL) und Dichlormethan

(2 x 30 mL) kodestilliert und das erhaltene Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kiesel-
gel gereinigt (CH,Cl,/MeOH/AcOH 95:4:1).

Ausbeute: 7.80 g (17.6 mmol, 99 %) eines gelben, viskosen Ols.

C24H29NO7 [M =443.49 g/mol]
R¢=0.19 (EtOAc)

ESI-MS (positiv): (m/z): 444.21 ([M+H]', ber. 444.20), 466.19 ([M+Na]", ber. 466.18),
482.16 ([M+K]", ber. 482.16)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & (ppm)=7.77 (d, *Juamz="usue=7.70 Hz, 2 H, H-4,5¢moc),
7.56 - 7.65 (m, 2 H, H-1,85moc), 7.40 (t, *Jis 12.14= Juo.ns.i7=7.34 Hz, 2 H, H-3,6Fmoc), 7.32 (1,
= Jurens=7.15 Hz, 2 H, H-2,7rmoc), 5.54 (br. s., 1 H, NH), 4.49 - 438 (m, 2 H,
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CH,-Fmoc), 4.23 (t, >*JCH,CH2=6.79 Hz, 1 H, CH-Fmoc), 3.78 - 3.68 (m, 12 H, 6 x OCH,),
3.48 - 3.33 (m, 2 H, NCH,), 2.60 (t, *Jcm.c1=6.05 Hz, 2 H, CH,-C=0).

BC-NMR (75 MHz, CDCly), & (ppm)=175.22 (COOH), 143.86 (Cj.s.-Fmoc), 141.24
(Csasa-Fmoc), 127.60 (Cse-Fmoc), 126.99 (Cse-Fmoc), 124.98 (Cis-Fmoc), 119.88
(C45-Fmoc), 70.42, 70.32, 70.25, 70.09 (OCH,), 66.24 (CH,-Fmoc), 47.14 (CH-Fmoc), 34.71
(CH,-C=0).
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5.3.4 Synthese der Glycopeptide

12-Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-/NV-L-glycyl-L-seryl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-
histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alany-L-prolyl-L-aspartyl-O-(2-acetamido-
3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-
alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-serin (53)

(H,N-(CH,CH,0);CH,CH,CONH-Gly-Ser-Thr(aAc;GalNAc)-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly-
Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr(aAc;GalNAc)-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-OH)

AcO _OAc AcO _OAc

0 0
AcO AcO

o HACHON ° w © o o u © w © OHH o HACHgo w © o h © OH
N/WN\:)LN NJNJKNJKNHNJNHWNJN N\:)LNHN N\:)LNH N\)LNJLNHN N\)J\N/Q(OH
H o H H o) B v K/’: H o) H N O H H o B H I <) H o o H v H o <) H o)

o “oH \E\> N SoH e \L

K/O\L NH OH NH

o/\ HN%\NH2

NH,

Die Glycopeptidsynthese erfolgte am Peptidsynthesizer nach dem Standardprotokoll (siehe
Kap. 5.1.3, Festphasensynthese) ausgehend von 588.2 mg (100 umol) eines mit Fmoc-
Ser(Trt) vorbeladenen Tentagel-Harzes 38 (Beladung: 0.17 mmol/g). Nach der automatisier-
ten Kupplung der Aminosiuren Gly, Pro, Ala, Pro und Arg (je 10 Aquiv.) wurde die Glyco-
sylaminosdure manuell angekniipft. Hierbei wurden 134.1 mg (200 umol, 2 Aquiv.)
Fmoc-Thr-Ty-OH 17 in 2 mL NMP gelost und zusammen mit 91.2 mg (240 umol,
2.4 Aquiv.) HATU (41), 32.7 mg (240 pmol, 2.4 Aquiv.) HOAt (42) und 55 pL (500 pmol)
NMM in eine Kartusche tiberfithrt und 8 h im Synthesizer stark geschiittelt. Die Kupplung des
nachfolgenden Aspartats (2 x 10 Aquiv.) erfolgte iiber eine automatisierte Doppelkupplung.
Danach wurde bis zur nichsten Glycosylaminosiure das Standardprotokoll mit je 10 Aquiv.
der Fmoc-Aminosduren wieder aufgenommen. Nach Anbindung des Alanins wurde erneut
eine manuelle Kupplung eingeleitet, indem die Glycosylaminosdure 17 (134.1 mg, 200 pmol,
2 Aquiv.), in 2 mL NMP gelost, zusammen mit 91.2 mg (240 umol, 2.4 Aquiv.) HATU (41),
32.7 mg (240 umol, 2.4 Aquiv.) HOAt (42) und 55 pL (500 umol) NMM in eine Kartusche
tiberfithrt und 8 h im Synthesizer stark geschiittelt wurde. Ebenfalls wurde das nachfolgende
Serin (2 x 10 Aquiv.) iiber eine automatisierte Doppelkupplung angekniipft, wihrend Gly
(10 Aquiv.) einfach gekuppelt wurde. Zuletzt wurde der Spacer manuell angebunden, indem
444 mg (1.0 mmol, 10 Aquiv.) der N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-amido-4,7,10-
trioxa-decansdure (52) in 2 mL NMP gelost und zusammen mit 91.2 mg (240 pmol,
2.4 Aquiv.) HATU (41), 32.7 mg (240 pmol, 2.4 Aquiv.) HOAt (42) und 55 pL (500 umol)
NMM in eine Kartusche tiberfiihrt und 3 h im Synthesizer stark geschiittelt wurde. Nach dem
Capping wurde lediglich die N-terminale Fmoc-Gruppe abgespalten, das Harz griindlich mit
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NMP und Dichlormethan nachgewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet. Danach wurde
das Harz in einem Merrifield-Glasreaktor mit 1 mL Wasser, 1 mL TIPS und 10 mL TFA ver-
setzt und 2 h geschiittelt. AnschlieBend wurde filtriert und das Harz mit TFA (3 x 3 mL)
nachgewaschen. Die vereinigten Filtrate wurden mit 15 mL Toluol versetzt, im Vakuum ein-
geengt und der Riickstand mit Toluol kodestilliert (2 x 15 mL). Das Rohprodukt wurde in
2 mL eines Wasser/MeOH-Gemischs gelost und an der préparativen RP-HPLC gereinigt
(Standardmethode, siehe Kap. 5.1.2, Praparative RP-HPLC).

Ausbeute: 235 mg (81.2 umol, 81 %) eines farblosen Lyophilisats.

Ci22H190N300s; [M = 2893.02 g/mol] [2891.32 g/mol]

R¢=25.80 min

ESI-MS (positiv): (m/z): 1446.68 ((M+2H]*", ber. 1446.66), 964.78 ([M+3H]>", ber. 964.77)
[a]3® =-102.8 ° (¢ = 1.0, H,0)

'H-NMR ['H,'H-COSY] (400 MHz, D,0), & (ppm) = 8.55 (d, *Ji,ne=0.98 Hz, 1 H, His'?),
725 (s, 1 H, His"™), 5.35 (d, *Juim=2.45, 2 H, 2 x H-4), 5.17 - 499 (m, 4 H, 2 x H-2,
2 x H-3,4.97 (d, *Jin.12=3.91 Hz, 2 H, 2 x H-1), 4.66 - 4.61 (m, 1 H, Asp®), 4.60 - 4.45 (m,
8 H, 2 x Ala® {4.54 - 4.45},2 x H-5 {4.60 - 4.49}, His" {4.52 - 4.47}, 3 x Ser® {4.52 - 4.45}),
4.44 - 420 (m, 12 H, Arg" {4.44 - 436}, Thr®, 2 x TNThr* {4.37 - 431}, 5 x Pro® {4.37 -
420}, 2 x TyThr® {4.31 - 427}, 1 x Ala® {4.29 - 4.20}), 4.20 - 4.00 (m, 9 H, 1 x Ala® {4.29 -
420}, Val” {4.16}, Thr” {4.15}, 3 x Ser’{4.14}), 3.97 - 3.86 (m, 6 H, 3 x Gly"), 3.86 - 3.66
(m, 14 H, 2 x H-6 {3.86 - 3.74}, 5 x CH,O-Spacer {3.74 - 3.66}), 3.64 - 3.50 (m, 12 H,
1 x CH,O-Spacer {3.64 - 3.59}, 5xPro® {3.59 - 3.50}), 3.22 (dd, *Js5=15.6 Hz,
J5~=5.60Hz, 1 H, Arg®), 3.18 - 3.06 (m, 5 H, CH,O-Spacer, His", Arg®), 2.92 (dd,
3 Jpapp=16.8 Hz, *J3,=6.40 Hz, 1 H, Asp®,), 2.79 (dd, *Jpbp.=16.8 Hz, *Jp,=7.20 Hz, 1 H, As-
pPy), 2.54 (t, *Jemn.cio=5.87 Hz, 2 H, H,N-CH,O-Spacer), 2.27 - 2.12 (m, 9 H, OAc {2.14},
3 x Prof {2.27 - 2.12}), 2.05 - 1.87 (m, 32 H, 5 x OAc {2.03, 2.02, 2.00, 1.92, 1.90},
2 x NHAc {1.92}, 5 x Pro’ {1.98 - 1.89}, Val® {2.06 - 1.98}), 1.86 - 1.77 (m, 5 H, Arg",,
2 x Prof), 1.68 - 1.56 (m, 3 H, Arg", Argh), 1.32 - 1.24 (m, 12 H, 4 x Ala" {1.29, 1.28, 1.26,
1.25}), 1.23 - 1.16 (m, 6 H, 2 x TyThr"), 1.13 (d, *J,5=6.36 Hz, 3 H, Thr"), 0.89 - 0.84 (m,
6 H, Val").

C-NMR [HSQC, HMBC] (101 MHz, D,0), § (ppm)= 174.82, 174.60, 174.57, 173.89,
173.86, 173.77, 173,57, 173.49, 173.46, 173.43, 173.35, 173.30, 173.13, 173.06, 173.00,

172.59, 172.56, 172.14, 172.07, 171.93, 171.48, 171.28, 171,10, 170.80, 170.74, 163.28,
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162.91, 162.57, 162.22 (32 x C=0), 156.68 (Arg®), 133.44 (His“?), 128.27 (His™), 117.29
(His“™), 98.64 (2 x C-1), 76.89 (2 x TyThr’), 69.58, 69.46 (4 x CH,O-Spacer), 69.43
(2 xC-5), 69.39 (2xC-4), 68.18, 68.10 (2xC-3), 66.98 (Thr’), 66.50, 66.30
(2 x CH,O-Spacer), 62.63, 62.55 (3 x Ser’), 61.11 (2 x C-6), 61.07, 60.75, 60.32, 60.05,
59.89 (5 x Pro%), 59.51 (Val), 58.85 (Thr"), 58.39 (2 x TxThr"), 56.89, 56.83 (3 x Ser"),
55.15 (Arg"), 54.79 (His®“), 52.27 (Asp®), 51.10 (2 x C-2), 49.85, 49.59 (2 x Ala"), 47.97,
47.90, 47.75, 47.65, 47.43 (2 x Ala®, 5 x Pro®), 42.37, 42.32 (3 x Gly"), 40.39 (Arg®), 39.05
(CH,O-Spacer), 35.60 (H,N-CH,-Spacer), 35.07 (Aspﬁ), 30.09 (Valf), 29.33, 29.23, 29.17,
28.04 (5 x ProP), 27.26 (Arg®), 26.30 (His), 24.76, 24.70, 24.63, 24.60 (5 x Pro’), 24.13
(Arg"), 22.00, 21.98 (2 x NHAc), 21.13, 20.33, 20.14, 20.05, 20.01, 19.98 (6 x OAc), 18.65
(Thr"),18.36 (Val’,), 18.20, 18.09 (2 x TyThr"), 17.59 (Val'y), 16.35, 15.46, 15.03 (4 x AlaP).

12-Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-/NV-L-glycyl-L-seryl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-
D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-
L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alany-L-prolyl-L-aspartyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-
L-glycyl-L-serin (54)

(HoN-(CH,CH,0);CH,CH,CONH-Gly-Ser-Thr(aGalNAc)-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-
Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr(aGalNAc)-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-OH)

OH_oH OH_oH
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HO HO
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Zunéchst wurden 235 mg (81.2 umol) des Glycopeptids 53 in 15 mL absol. MeOH gelost.
Dazu wurde vorsichtig frisch hergestellte 2.5 %ige NaOMe-Losung getropft, bis ein pH-Wert
von 8.5 erreicht war. Das Gemisch wurde 40 h bei Raumtemperatur geriihrt, wobei der
pH-Wert regelmiaBig kontrolliert und ggf. nachreguliert wurde. Anschlieend wurde die Reak-
tionslosung durch drei Tropfen konz. Essigsdure neutralisiert und das Losungsmittel im Va-
kuum entfernt. Das Riickstand wurde in 2 mL eines Wasser/MeOH-Gemischs gelost und mit-
tels priparativen RP-HPLC gereinigt (Standardmethode, s. Kap. 5.1.2, Préparative
RP-HPLC).

Ausbeute: 176.4 mg (66.7 umol, 82 %) eines farblosen Lyophilisats.

C110H17sN30045 [M = 2640.80 g/mol] [2639.26 g/mol]
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R,=21.85 min

ESI-MS (positiv): (m/z): 1320.64 ((M+2H]>", ber. 1320.63), 880.75 ([M+3H]*", ber. 880.76)
HR-ESI-MS (positiv): (m/z): 1320.6378 ((M+2H]*", ber. 1320.6360)

[0]23 =-118.5 ° (c = 1.0, H,0)

'H-NMR ['H,'H-COSY] (400 MHz, D,0), & (ppm)=8.41 (s, 1 H, His"?), 7.10 (s, 1 H,
His'"™), 4.67 - 4.59 (m, 2 H, 2 x H-1), 4.49 (t, °J,;=6.85 Hz, 1 H, Asp®), 4.44 - 4.39 (m, 2 H,
2 x TyThr* {4.43, 4.42}), 439 - 427 (m, 7 H, 1 x Ala% 2 x H-2, His®, 3 x Ser"), 4.28 - 4.09
(m, 9 H, Arg” {4.26, 4.24, 423}, Thr* {4.21, 4.19}, 2 x TyThr® {4.15, 4.13, 4.12}, 5 x Pro"
{4.21 - 4.09}), 4.05 - 3.98 (m, 2 H, Thr®, Val®), 3.90 - 3.83 (m, 2 H, 2 x Ala%), 3.83 - 3.72 (m,
10 H, 3 x Gly* {3.77}, 2 x H-5 {3.79}, 2 x H-3 {3.74}), 3.72 - 3.49 (m, 23 H, 1 x Ala"
{(3.72 - 3.61}, 3 x Ser’ {3.62, 3.61, 3.53, 3.52}, 5 x CH,O-Spacer {3.58 - 3.49}, 2 x H-4
{3.55}, 2 x H-6 {3.53, 3.52}), 3.49 - 3.36 (m, 12 H, 5 x Pro® {3.44 - 3.36}, 1 x CH,O-Spacer
{(3.74 - 3.67}), 3.13 - 3.04 (m, 1 H, Arg®), 3.03 - 2.93 (m, 5 H, 1 x CH,0-Spacer, His",
Arg®), 2.78 (dd, *Jpp=17.12 Hz, *J3,=6.85 Hz, 1 H, Asp’,), 2.65 (dd, *Jppp=17.12 Hz,
3J5.0=6.85 Hz, , Aspy), 2.40 (t, *Jems.cno=5.87 Hz, 2 H, H,;N-CH,0-Spacer), 2.18 - 1.99 (m,
5H, 2.5 x Prof), 1.93 - 1.74 (m, 17 H, 2 x NHAc {1.82, 1.81}, Val® {1.91, 1.89, 1.87, 1.85},
5x Pro’ {1.93 - 1.74}), 1.74 - 1.58 (m, 6 H, Arg’,, 2.5 x Prof), 1.54 - 1.42 (m, 3 H, Arg’,
Arghy), 1.19 - 1.07 (m, 12 H, 4 x Ala® {1.15, 1.14, 1.12, 1.10}), 1.07 - 1.00 (m, 6 H,
2 x TyThr' {1.04, 1.03, 1.01}), 0.98 (d, *J, 5=6.36 Hz, 3 H, Thr"), 0.76 - 0.69 (m, 6 H, Val").

BC-NMR [HSQC, HMBC] (101 MHz, D;0), & (ppm)=174.71, 174.55, 173.80, 173.68,
173.66, 173.58, 173.35, 173.04, 172.93, 172.59, 172.45, 172.05, 171.94, 171.88, 171.82,
171.38, 171.19, 171.03, 170.93, 170.80, 170.68, 170.56, 162.79, 162.44, 162.08, 161.71
(26 x C=0), 156.58 (Arg®), 133.35 (His“?), 128.21 (His<™), 117.37 (His“™), 98.51, 98.42
(2 x C-1), 75.53, 7542 (2xTnNThi®), 71.28, 7120 (2xC-5), 69.47, 69.34, 69.29
(4 x CH,O-Spacer), 68.44 (2xC-3), 68.00 (2xC-4), 6691 (Th"), 66.40, 66.19
(2 x CH,O-Spacer), 61.24, 61.18 (3 x Ser’), 61.05 (2 x C-6), 60.10, 60.68, 60.26, 59.98,
59.81 (5 x Pro%), 59.46 (Val®), 58.76 (Thr"), 58.33 (2 x TyThr%), 56.98 (3 x Ser®), 55.07
(Arg®), 54.72 (His%), 52.18 (Asp“), 51.00 (2 x C-2), 49.72, 49.51 (2 x Ala®), 47.84, 47.66,
47.60, 47.53, 4736 (2xAla% 5xPro°, 4225 (3xGly"), 4036 (Arg’), 38.99
(CH,0-Spacer), 35.52 (HoN-CH,-Spacer), 35.01 (Asp®), 29.99 (Val®), 29.25, 29.16, 29.07,
27.90 (5 x ProP), 27.32 (Argh), 26.21 (HisP), 24.62, 24.57, 24.51 (5 x Pro"), 24.04 (Arg"),
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22.10 (2 x NHAc), 18.57 (Thr"), 18.28 (Val',), 18.24 (2 x TyThr"), 17.51 (Val’y), 16.27,
15.38, 15.16, 14.96 (4 x AlaP).

12-(2-Ethylsquaramido)-amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-/N-L-glycyl-L-seryl-O-(2-
acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-
alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alany-L-prolyl-L-aspartyl-O-(2-
acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-arginyl-L-
prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-serin (64)

(EtO-Squarat-HN-(CH,CH,0);CH,CH,CONH-Gly-Ser-Thr(aGalNAc)-Ala-Pro-Pro-Ala-His-
Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr(aGalNAc)-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-OH)

OH_oH OH_oH
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In 20 mL eines Wasser/EtOH 1 : 1-Gemisches wurden 176.4 mg (66.7 umol) des deblockier-
ten Glycopeptids 54 gelost und 11.4 mg (9.90 pL, 67.0 umol) des Quadratsidurediethylesters
63 zugespritzt. AnschlieBend wurde ges. Na,CO;-Losung zugegeben, bis ein pH-Wert von 8.0
erreicht war. Das Gemisch wurde 3 h bei Raumtemperatur geriihrt und danach mit 1 N Essig-
sdure neutralisiert. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das erhaltene Rohpro-

dukt mittels praparativen RP-HPLC gereinigt (Standardmethode, s. Kap. 5.1.2, Préparative
RP-HPLC).

Ausbeute: 133.8 mg (48.4 umol, 73 %) eines farblosen Lyophilisats.

C] 16H182N3()O43 [M =2764.89 g/mol] [276327 g/rnol]

R{=23.62 min

ESI-MS (positiv): (m/z): 1382.65 ((M+2H]*", ber. 1382.64), 922.12 ([M+3H]"", ber. 922.10)

HR-ESI-MS (positiv): (m/z): 1382.6404 ([M+2H]*", ber. 1382.6413)

'H-NMR ['H,'H-COSY] (400 MHz, D,0), & (ppm) = 8.44 (d, *Jinng=0.98 Hz, 1 H, His"?),

7.14 (s, 1 H, His™), 4.68 - 4.65 (m, 2 H, 2 x H-1, {4.69, 4.67, 4.65} z. T. im D,O Signal),

4.58 - 4.49 (m, 3 H, Asp® {4.54, 4.52, 4.51}, CH,-Squarat {4.56, 4.54, 4.52}), 4.49 - 4.44 (m,

2 H, 2 x TNThr* {4.47, 4.46, 4.45}), 443 - 432 (m, 7 H, 2 x H-2 {4.43}, His" {441},

1 x Ala® {4.39, 4.38}, 3 x Ser” {4.38, 4.34}), 4.31 - 4.13 (m, 9 H, Arg" {4.29, 4.27, 4.26},

Thr” {4.25}, 5 x Pro® {4.25 - 4.13}, 2 x T\Thr® {4.17, 4.15}), 4.08 - 4.01 (m, 2 H, Val® {4.06,
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4.05}, Thr” {4.04, 4.03}), 3.94 - 3.86 (m, 2 H, 2 x Ala" {3.93, 3.92, 3.91, 3.90, 3.89, 3.88}),
3.86 - 3.76 (m, 10 H, 3 x Gly" {3.86 - 3.76}, 2 x H-5 {3.82, 3.81}, 2 x H-3 {3.80, 3.79}),
3.75-3.52 (m, 21 H, 1 x Ala® {3.74, 3.73}, 2 x H-4 {3.71, 3.70, 3.69}, 2 x H-6 {3.65, 3.64},
4 x CH,O-Spacer {3.61, 3.60, 3.58}, 3 xSer" {3.57, 3.55}), 3.52 - 3.40 (m, 16H,
3 x CH,O-Spacer {3.50, 3.49}, 5 x Pro® {3.46}), 3.16 - 3.08 (m, 1 H, Arg’,), 3.07 - 2.97 (m,
3H, His", Arg%), 2.81 (dd, *Jpm=17.12Hz, *J;,=6.85Hz, 1 H, Asp’), 2.69 (dd,
pop=17.12 Hz, *Jy,=6.85Hz, 1 H, Asp"), 2.42 (t, *Jomcm=5.62Hz, 2 H, H,N-
CH,O-Spacer), 2.20 - 2.02 (m, 5 H, 2.5 x Pro®), 1.96 - 1.77 (m, 17 H, Val® {1.96, 1.94, 1.92,
1.90}, 2 x NHAc {1.85, 1.84}, 5 x Pro’ {1.85- 1.77}), 1.76 - 1.62 (m, 6 H, Arg",, 2.5 x ProP),
1.58 - 1.47 (m, 3 H, Arg’, Argﬁb), 1.27 - 1.21 (m, 3 H, CH3-Squarat {1.27, 1.25, 1.23, 1.21}),
1.20 - 1.13 (m, 12 H, 4 x Ala" {1.19, 1.17, 1.15, 1.13}), 1.10 - 1.03 (m, 6 H, 2 x TyThr"
{1.08, 1.06, 1.05}), 1.02 (d, */,5=6.36 Hz, 3 H, Thr"), 0.78 - 0.73 (m, 6 H, Val").

PC-NMR [HSQC, HMBC] (101 MHz, D,0), & (ppm)=188.73, 183.21 (2 x C=Osquarar),
174.75, 174.59, 173.83, 173.70, 173.64, 173.57, 173.4, 173.07, 172.97, 172.62, 172.52,
172.08, 171.98, 171.91, 171.86, 171.42, 171.24, 171.06, 170.96, 170.83, 170.71, 170.59,
163.00, 162.63, 162.28, 161.92 (26 x C=0, 2 x C=Csquarat)> 156.61 (Arg®), 133.38 (His?),
128.24 (His“), 117.26 (His®™), 98.55, 98.46 (2 x C-1), 75.54, 75.44 (2 x TyThrP), 71.33,
71.22 (2 x C-5), 70.54 (CH,-Squarat), 69.55, 69.45 (4 x CH,0O-Spacer), 68.45 (2 x C-3),
68.03 (2 x C-4), 66.94 (Thr’), 66.44 (2 x CH,0O-Spacer), 61.27, 61.22 (3 x Ser’), 61.08
(2 x C-6), 61.02, 60.70, 60.27, 60.01, 59.82 (5 x Pro®), 59.47 (Val), 58.79 (Thr"), 58.36
(2 x TNThr®), 57.33, 57.01 (3 x Ser®), 55.10 (Arg"), 54.75 (His%), 52.21 (Asp®), 51.02
(2 x C-2), 49.73, 49.54 (2 x Ala"), 47.85, 47.71, 47.63, 47.57, 47.38 (2 x Ala", 5 x Pro®),
43.70 (CH,O-Spacer), 42.37, 42.27 (3 x Gly"), 40.39 (Arg®), 35.60 (H,N-CH,-Spacer), 35.05
(Asp®), 30.02 (Val®), 29.29, 29.20, 29.11, 27.93 (5 x ProP), 27.35 (Arg"), 26.24 (HisP), 24.65,
24.59, 24.54 (5% Pro"), 24.07 (Arg'), 22.16 (2 xNHAc), 18.60 (Thr'), 18.31 (Val',
2 x TyThr"), 17.54 (Val'y), 16.68 (CHs-Squarat), 16.30, 15.41, 15.19, 14.97 (4 x AlaP).
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Konjugation von EtO-Squarat-HN-(CH,CH,0);CH,CH,CONH-Gly-Ser-
Thr(aGalNAc)-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr(aGalNAc)-Arg-
Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-OH an Rinderserumalbumin (BSA) (66)
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Es wurden 3.03mg (1.10 umol) des Glycopeptid-Squaratmonoamids 64 und 2.02 mg
(0.03 umol) des Rinderserumalbumins (BSA) in 2 mL einer Na,HPOs-Losung (130 mg
NaHPOy4 in 2 mL Wasser) gelost. Das Gemisch wurde 6 d bei Raumtemperatur geriihrt. An-
schlieBend wurden nicht gekuppelte Glycopeptidmolekiile aus der Reaktionsmischung ent-
fernt, indem das Gemisch in einer Ultrafiltrationsanlage durch eine Membran (30 kDa) fil-
triert und mit 4 x 50 mL Wasser nachgewaschen wurde. Der Riickstand wurde in Wasser auf-
genommen und lyophilisiert.

Ausbeute: 2.5 mg eines farblosen Lyophilisats.
MALDI-TOF-MS (Sinapinscure, positiv): (m/z): 69005.23 - 142763.70.

Aus dem MALDI-TOF ergibt sich eine Belegung von 1 - 28 Molekiile 64 pro BSA-Molekiil.

Konjugation von EtO-Squarat-HN-(CH,;CH;,0);CH,CH,CONH-Gly-Ser-
Thr(aGalNAc)-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr(aGalNAc)-Arg-
Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-OH an Tetanus Toxoid (TTox) (68)
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Es wurden 2.56 mg (0.93 umol) des Glycopeptid-Squaratmonoamids 64 und 114 puL
(2.00 mg, 0.013 pmol, c=17.5mg/mL) des Tetanus-Toxoids (TTox) in 2 mL einer
Na,HPO4-Losung (130 mg Na,HPO,4 in 2 mL Wasser) gelost. Das Gemisch wurde 6 d bei
Raumtemperatur gerithrt. AnschlieBend wurden nicht gekuppelte Glycopeptidmolekiile aus
der Reaktionsmischung entfernt, indem das Gemisch in einer Ultrafiltrationsanlage durch eine
Membran (30 kDa) filtriert und mit 4 x 50 mL Wasser nachgewaschen wurde. Der Riickstand

wurde in Wasser aufgenommen und lyophilisiert.
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Ausbeute: 3.0 mg eines farblosen Lyophilisats.
MALDI-TOF-MS (Sinapinsdure, positiv): (m/z): 159122.87 - 210020.95.

Aus dem MALDI-TOF ergibt sich eine Belegung von 3 - 21 Molekiile 64 pro TTox-Molekiil.

12-Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-/V-L-glycyl-L-seryl-[ O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-N-methyl]-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-
L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alany-L-prolyl-L-aspartyl-O-(2-
acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-arginyl-L-
prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-serin (55)

(HoN-(CH,CH;0);CH,CH,CONH-Gly-Ser-N-MeThr(aAc3;GalNAc)-Ala-Pro-Pro-Ala-His-
Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr(aAc;GalNAc)-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-OH)
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Die Glycopeptidsynthese erfolgte am Peptidsynthesizer nach dem Standardprotokoll (sieche
Kap. 5.1.3, Festphasensynthese) ausgehend von 294.1 mg (50 umol) eines mit Fmoc-Ser(Trt)
vorbeladenen Tentagel-Harzes (Beladung: 0.17 mmol/g). Nach der automatisierten Kupplung
der Aminosiuren Gly, Pro, Ala, Pro und Arg (je 10 Aquiv.) wurde die Glycosylaminosiure
manuell angekniipft. Hierbei wurden 73.7 mg (110 pmol, 2 Aquiv.) Fmoc-Thr-Ty-OH 17 in
1 mL NMP gelost und zusammen mit 45.7 mg (120 umol, 2.4 Aquiv.) HATU (41), 17.1 mg
(120 pmol, 2.4 Aquiv.) HOAt (42) und 27.5 uL (250 pmol) NMM in eine Kartusche iiber-
fithrt und 8 h im Synthesizer stark geschiittelt. Die Kupplung des nachfolgenden Aspartats
(2 x 10 Aquiv.) erfolgte iiber eine automatisierte Doppelkupplung. Danach wurde bis zur
nichsten Glycosylaminosiure das Standardprotokoll mit je 10 Aquiv. der Fmoc-Aminoséuren
wieder aufgenommen. Nach Anbindung des Alanins wurde erneut eine manuelle Kupplung
eingeleitet, indem Fmoc-N-Me-Thr-(aAc;GalNAc)-OH 19 (70.8 mg, 100 umol, 2 Aquiv.), in
1 mL NMP gelost, zusammen mit 45.6 mg (120 pmol, 2.4 Aquiv.) HATU (41), 16.3 mg
(120 pmol, 2.4 Aquiv.) HOAt (42) und 27.5 pL (250 pmol) NMM in eine Kartusche iiber-
fithrt und 8 h im Synthesizer stark geschiittelt wurde. Ebenfalls wurde das nachfolgende Ser
(2 x 10 Aquiv.) iiber eine automatisierte Doppelkupplung angekniipft. Zur Steigerung der
Ausbeute wurde Fmoc-Ser('Bu)-OH zusitzlich noch zweimal manuell gekuppelt. Dazu wur-
den 2 x50 mg (2 x 130 umol) der Aminosdure in 1 mL NMP gelost, zusammen mit je

50.0 mg (132 pmol) HATU (41), 18.0 mg (132 pmol) HOAt (42) und 27.5 uL (250 pmol)
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NMM in eine Kartusche tiberfithrt und 3 h bzw. 2 h im Synthesizer stark geschiittelt. Im An-
schluss wurde Gly (10 Aquiv.) automatisiert gekuppelt. Zuletzt wurde der Spacer manuell
angebunden, indem 444 mg (1.0 mmol, 20 Aquiv.) der N-(9H-Fluoren-9-yl)-
methoxycarbonyl-amido-4,7,10-trioxa-decanséure (52) in 1 mL NMP gelost und zusammen
mit 45.6 mg (120 umol, 2.4 Aquiv.) HATU (41), 16.3 mg (120 umol, 2.4 Aquiv.) HOAt (42)
und 27.5 pL (250 pmol) NMM in eine Kartusche tiberfithrt und 4 h im Synthesizer stark ge-
schiittelt wurde. Nach dem Capping wurde lediglich die N-terminale Fmoc-Gruppe abgespal-
ten, das Harz griindlich mit NMP und Dichlormethan nachgewaschen und im Stickstoffstrom
getrocknet. Danach wurde das Harz in einem Merrifield-Glasreaktor mit 1 mL Wasser, 1 mL
TIPS und 10 mL TFA versetzt und 2 h geschiittelt. Anschlieend wurde filtriert und das Harz
mit 3 x 3 mL TFA nachgewaschen. Die vereinigten Filtrate wurden mit 15 mL Toluol ver-
setzt, im Vakuum eingeengt und der Riickstand mit Toluol kodestilliert (2 x 15 mL). Das
Rohprodukt wurde in 2 ml eines Wasser/MeOH-Gemischs gelost und an der priparativen
RP-HPLC gereinigt (Standardmethode, siehe Kap. 5.1.2, Praparative RP-HPLC). Es wurden
funf Fraktionen erhalten, vier Fraktionen bestehend aus Abbruchsequenzen und eine Fraktion
als Mischfraktion aus Produktpeptid 55 wund MN-acetylierter Abbruchsequenz nach
N-Me-Thr-Ty 56.

Ausbeute: 18.9 mg (max. 6.50 umol) eines farblosen Lyophilisats als Mischfraktion aus 55
und 56.

C123H192N3()O51 [M =2907.05 g/mol] [290534 g/mol]
R;=26.00 min

ESI-MS (positiv): (m/z): 1453.76 ((M+2H]*", ber. 1453.67), 969.51 (IM+3H]*", ber. 969.45),
727.53 ((M+4H]", ber. 727.34)

HR-ESI-MS (positiv): m/z: 1453.6703 ([M+2H]*", ber. 1453.6754)
Charakteristische Signale des Produkts:

'H-NMR ['H,'H-COSY] (400 MHz, D,0), & (ppm)=8.57 (s, 1 H, His"?), 7.26 (s, 1 H,
His"™™), 5.43 - 5.34 (m, 2 H, 2 x H-4), 5.18 - 4.96 (m, 6 H, 2 x H-2, 2 x H-3 {5.18 - 5.00},
2 xH-1 {4.99, d, *Ju1m=4.99 Hz}), 4.68 - 462 (m, 1 H, Asp®), 4.59 - 4.46 (m, 9 H,
2 x TyThr®, {4.59 - 4.56}, 1 x Ala® {4.59 - 4.45}, 2 x H-5 {4.55 - 4.49}, His" {4.52 - 4.46},
3 x Ser® {4.52 - 4.45}), 4.45 - 422 (m, 12 H, Arg® {4.45 - 435}, Thr” {4.45 - 434}, 5 x Pro"
{4.45 - 422}, Thr* {437 - 431}, 2 x Ala" {4.33 - 422}, 2 x T\Thr" {431 - 4.27}), 4.22 -
4.03 (m, 8 H, Val®, 3 x Ser®, 1 x Ala%), 4.01 - 3.88 (m, 8 H, 3 x Gly* {4.01 - 3.88}, 2 x H-6a
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{3.96 - 3.88}), 3.88 - 3.67 (m, 12 H, 2 x H-6b {3.88 - 3.73}, 1 x Pro® {3.80 - 3.67},
4 x CH,O-Spacer {3.74 - 3.67}), 3.66 - 3.51 (m, 12 H, 4 xPro® {3.66 - 3.51},
2 x CH,O-Spacer {3.66 - 3.58}), 3.35 - 3.20 (m, 2 H, His"), 3.20 - 3.08 (m, 7 H, Arg’® {3.20 -
3.08}, N-CH; {3.16 - 3.11}, CH,O-Spacer {3.14 - 3.11}), 2.98 - 2.89 (m, 1 H, Asp®,), 2.87 -
2.76 (m, 1 H, Asp™), 2.56 (t, *Jemn.cin=5.62 Hz, 2 H, H,N-CH,O-Spacer), 2.35 - 2.17 (m,
6 H, 3 x Pro’), 2.16 (s., 6 H, 2 x OAc), 2.06 - 2.01 (m, 10 H, 3 x OAc {2.03, 2.02}, Val®
{2.06 - 2.01}), 2.00 - 1.91 (m, 19 H, 1 x OAc {1.94}, 2 x NHAc {1.94}, 5 x Pro’ {2.00 -
1.91}), 1.88 - 1.77 (m, 5 H, ArgP,, 2 x ProP), 1.68 - 1.59 (m, 3 H, Arg", ArgPy), 1.35 - 1.25 (m,
12 H, 4 x Ala® {1.33, 1.31, 1.30, 1.28, 1.26}), 1.25 - 1.17 (m, 6 H, 2 x TyThr"), 1.15 (d,
>J,5=5.87 Hz, 3 H, Thr"), 0.92 - 0.85 (m, 6 H, Val").

BC-NMR [HSQC, HMBC] (101 MHz, D,0), & (ppm) = 174.84, 173.89, 173.80, 173.75,
173.51, 173.34, 173.10, 173.02, 172.62, 172.45, 171.97, 171.79, 171.52, 171.31, 171.11,
163.05, 162.71 (32 x C=0), 156.70 (Arg®), 133.45 (His“?), 128.28 (His“™), 117.31 (His“™),
98.68, 98.48 (2 x C-1), 76.59, 75.59 (2 x TyThr’), 69.45, 69.41 (4 x CH,0-Spacer), 69.00
(2 x C-5), 68.93 (2 x C-4), 68.04, 68.00 (2 x C-3), 66.99 (Thr’), 66.32 (2 x CH,O-Spacer),
62.56, 62.52, 62.49 (3 x Ser®), 61.12, 61.07 (2 x C-6), 60.75, 60.30, 60.04, 59.97 (5 x Pro®),
59.52 (Val®), 58.87 (Thr"), 58.54 (2 x TyThr"), 56.91, 55.85, 55.82 (3 x Ser®), 55.16 (Arg®),
54.81 (His"), 52.29 (Asp%), 51.09 (2 x C-2), 49.87, 49.59 (2 x Ala%), 47.77, 47.74, 47.67,
47.62, 47.55, 4752 (2xAla% 5xPro®, 4231 (3xGly"), 40.40 (Arg’), 39.06
(CH,0-Spacer), 35.59 (H,N-CH,-Spacer), 35.12 (AspB), 34.71 (N-CH3-Tx), 30.09 (ValB),
29.37, 29.28, 29.19, 28.56, 28.00 (5 x Pro®), 27.25 (Arg"), 26.31 (His"), 24.72, 24.64, 24.60
(5 x Pro’), 24.12 (Arg"), 20.05, 20.11 (6 x OAc), 21.93 (2 x NHAc), 18.66 (Thr"), 18.36
(Val',), 18.22, 18.10 (2 x TxThr"), 17.59 (Val%y), 16.35, 15.45, 15.03 (4 x AlaP).
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12-Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-/V-L-glycyl-L-seryl-[O-(2-acetamido-2-desoxy-
a-D-galactopyranosyl)-NV-methyl]-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-
histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-O-(2-
acetamido-3.,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-arginyl-L-
prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-serin (59)

(H,N-(CH,CH,0);CH,CH,CONH-Gly-Ser-N-MeThr(aGalNAc)-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly-
Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr(aGalNAc)-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-OH)

OH_OH OH_OH
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Zunéchst wurden 18.9 mg (max. 6.50 umol) der Mischfraktion aus N-methyliertem Glycopep-
tid 55 und N-acetylierter Abbruchsequenz 56 in 2 mL absol. MeOH geldst und danach vor-
sichtig frisch hergestellte 2.5 %ige NaOMe-Losung zugetropft bis ein pH-Wert von 8.5 er-
reicht war. Das Gemisch wurde 40 h bei Raumtemperatur geriihrt, wobei der pH-Wert regel-
méBig kontrolliert und ggf. nachreguliert wurde. AnschlieBend wurde die Reaktionslosung
durch einen Tropfen konz. Essigsdure neutralisiert und das Losungsmittel im Vakuum ent-
fernt. Das Riickstand wurde in 2 mL eines Wasser/MeOH-Gemischs gelost und mittels prépa-
rativen RP-HPLC gereinigt (Standardmethode, s. Kap. 5.1.2, Préparative RP-HPLC). Es wur-
den zwei Fraktionen erhalten, eine Fraktion mit dem B-Eliminierungsprodukt 62 und eine
Mischfraktion aus Produktpeptid 59, acetylierter Abbruchsequenz nach N-Me-Thr-Ty 61 und
B-Eliminierungsprodukt des Produktpeptids 60.

Ausbeute: 12.5 mg (max. 4.71 pmol) eines farblosen Lyophilisats als Mischfraktion aus 59,
60, 61.

C111H180N30045 [M = 2654.83 g/mol] [2653.27 g/mol]

R{=22.27 min

ESI-MS (positiv): (m/z): 1327.65 ((M+2H]*", ber. 1327.63), 885.43 ([M+3H]*", ber. 885.43)
HR-ESI-MS (positiv): (m/z): 1327.6403 ([M+2H]*", ber. 1327.6438)

Charakteristische Signale des Produkts:

'H-NMR ['H,'H-COSY] (600 MHz, D,0), & (ppm)=28.49 (s, 1 H, His"?), 7.19 (s, 1 H,
His"™), 4.75 - 4.73 (2 x H-1, im D,O Signal), 4.59 - 4.56 (m, 1 H, Asp®), 4.55 - 4.37 (m, 9 H,
2 x TNThr" {4.49,4.47, 446}, 1 x Ala® {4.42},2 x H-2 {4.44}, His" {4.43}, 3 x Ser” {4.39}),
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4.33 (t, °J,p=5.46 Hz, 1 H, Arg"), 431 - 426 (m, 4 H, 3 x Pro” {4.30, 4.28}, Thr" {4.29}),
425 - 420 (m, 4 H, 2 x Pro® {423}, 2 x TNThr® {4.21}), 4.12 - 4.06 (m, 2 H, 1 x Ala"
{4.10}, Val® {4.09}, Thr® {4.09, 4.07}), 3.99 - 3.44 (m, 49 H, 2 x Ala" {3.96, 3.94, 3.75,
3.74}, 2 x H-5 {3.88, 3.87}, 2 x H-3 {3.84}, 3 x Gly" {3.83, 3.81}, 6 x CH,O-Spacer {3.72,
3.71,3.57,3.55}, 2 x H-4 {3.71, 3.70}, 2 x H-6 {3.68, 3.67}, 3 x Ser® {3.62, 3.61}, 5 x Pro°
{3.52 - 3.44}), 3.23 - 3.02 (m, 8 H, His" {3.23 - 3.13}, Arg® {3.08}, CH,O-Spacer {3.08},
N-CH; {3.05}), 2.89 - 2.81 (m, 1 H, Asp®,), 2.77 - 2.70 (m, 1 H, Asp™,), 2.52 - 2.45 (m, 2 H,
H,N-CH,0O-Spacer), 2.23 - 2.12 (m, 6 H, 3 x Pro®), 2.00 - 1.80 (m, 17 H, 5 x Pro’ {2.00 -
1.91}, Val® {1.99}, 2 x NHAc {1.90, 1.89}), 1.80 - 1.69 (m, 6 H, Arg®,, 2 x Pro®), 1.60 - 1.53
(m, 3 H, Arg’,, Arg" {1.58, 1.56, 1.54}), 1.27 - 1.17 (m, 12 H, 4 x Ala" {1.24, 1.23, 1.21,
1.19}), 1.12 (d, *J,5=6.40 Hz , 6 H, 2 x TyThr"), 1.07 (d, *J,5=6.40 Hz, 3 H, Thr"), 0.84 - 0.79
(m, 6 H, Val").

BC-NMR [HSQC, HMBC] (151 MHz, D,0), & (ppm)=174.81, 173.88, 173.85, 173.78,
173.76, 173.66, 173.50, 173.12, 173.07, 172.67, 171.95, 171.92, 171.47, 171.25, 171.06,
170.96, 170.86, 170.76, 163.27, 163.03, 162.80, 162.57 (26 x C=0), 156.63 (Arg®), 133.40
(His“?), 128.21 (His®®), 117.19 (His™), 98.48 (2 x C-1), 75.74"/75.44 (TyTht®), 71.35
(2 x C-5), 69.55, 69.42, 69.38, 69.34 (4 x CH,O-Spacer), 68.44 (2 x C-3), 68.05 (2 x C-4),
66.96 (Thr"), 66.27 (2 x CH,0-Spacer), 61.30, 61.26, 61.20 (3 x Ser’), 61.07 (2 x C-6),
61.00, 60.99, 60.24, 59.99, 59.82 (5 x Pro%), 59.46 (Val®), 58.83 (Thr®), 58.53 (TnThr"),
57.10, 57.04 (3 x Ser"), 55.11 (Arg®), 54.79 (His%), 52.277/52.24 (Asp®), 51.03%/51.00
(2 x C-2), 49.76, 49.597/49.55 (2 x Ala®), 47.72, 47.69, 47.66, 47.61 (2 x Ala", 5 x Pro°),
42.26 (3 x Gly"), 40.36 (Arg®), 39.00 (CH,O-Spacer), 35.54 (H,N-CH,-Spacer), 35.10%/35.08
(Asp®), 34.45"/34.42 (N-CH;-Ty), 30.06 (Val), 29.34, 29.23, 29.15, 27.99, 27.96 (5 x ProP),
27.34 (Argh), 26.26 (HisP), 24.68, 24.64, 24.61, 24.57 (5 x Pro"), 24.07 (Arg"), 22.21, 21.11
(2 x NHAc), 18.63 (Thr"), 18.34 (Val’,), 18.32 (TnThr"), 17.57 (Val'y), 16.30, 15.36, 14.92
(4 x AlaP).

# Signale der Abbruchsequenz
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12-(2-Ethylsquaramido)-amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-/N-L-glycyl-L-seryl-[ O-(2-
acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-/N-methyl]-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-
prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-
aspartyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-
L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-serin (65)
(EtO-Squarat-HN-(CH,CH,0);CH,CH,CONH-Gly-Ser-N-MeThr(aGalNAc)-Ala-Pro-Pro-
Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr(aGalNAc)-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-OH)

OH_oH OH_OH
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In 2.6 mL eines Wasser/EtOH 1 : 1-Gemisches wurden 12.5 mg (max. 4.71 pmol) der Misch-
fraktion aus 59, 60 und 61 gelost und 0.80 mg (0.70 uL, 4.7 umol) des Quadratsduredi-
ethylesters 63 zugespritzt. AnschlieBend wurde ges. Na,COs-Losung zugegeben, bis ein
pH-Wert von 8.0 erreicht war. Das Gemisch wurde 3 h bei Raumtemperatur geriihrt und da-
nach mit 1 N Essigsdure neutralisiert. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das
erhaltene Rohprodukt mittels praparativen RP-HPLC gereinigt (Standardmethode, s. Kap.
5.1.2, Préparative RP-HPLC). Es wurden drei Fraktionen erhalten: Fraktion mit acetylierter
Abbruchsequenz 61, Peptid mit einem fehlenden Kohlehydratrest und die Produktfraktion 65.

Ausbeute: 5.1 mg (1.8 pmol, 4 % tiber alle Stufen) eines farblosen Lyophilisats.

C117H184N30043 [M =2778.92 g/mol] [277729 g/mol]
R{=22.03 min

ESI-MS (positiv): (m/z): 1390.24 ([M+2H]>", ber. 1390.15), 1394.23 ([M+%H,0+2H]*", ber.
1394.15), 937.15 ([M+%H,0+3H]>", ber. 937.10)

HR-ESI-MS (positiv): (m/z): 1412.1345 ((M+2Na]*", ber. 1412.1377)

Aufgrund der geringen Probenmenge konnten keine gut aufgelosten NMR-Spektren gemessen

werden. Daher werden nur die eindeutigen, charakteristischen Signale aufgefiihrt:

'"H-NMR ['H,'H-COSY] (600 MHz, D,0), & (ppm)=28.50 (s, 1 H, His"?), 7.20 (s, 1 H,
His"™), 4.60 - 4.58 (m, 2 H, Asp®, CH,-Squarat), 4.50 - 4.46 (m, 2 H, 2 x TyThr" {4.49, 4.48,
4.47}), 426 - 421 (m, 2 x TNThr® {4.24, 423, 4.24}), 3.92 - 3.81 (m, 2 x H-5 {3.88, 3.87},
2 x H-3 {3.84, 3.83}), 3.80 - 3.47 (m, 2 x H-6 {3.70, 3.71, 3.63, 3.62, 3.61}), 3.21 - 3.04 (m,
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7 H, N-CH; {3.20}, His? {3.16, 3.15, 3.06, 3.05}, Arg® {3.09, 3.08}), 2.88 - 2.82 (m, 1 H,
Asp’, {2.87, 2.86, 2.84, 2.83}), 2.77 - 2.70 (m, 1 H, Asp®, {2.75, 2.74, 2.72, 2.71}), 2.50 -
2.46 (m, 2 H, H,N-CH,0-Spacer), 2.04 - 1.83 (m, NHAc {1.91, 1.90}), 1.34 - 1.27 (m, 3 H,
CHs-Squarat {1.33, 1.31, 1.30, 1.29}), 1.25 - 1.19 (m, 12 H, 4 x Ala® {1.25, 1.24, 1.21,
1.20}), 1.16 - 1.10 (m, 6 H, 2 x TyThr" {1.14, 1.13, 1.12, 1.11}), 1.08 (d, *J,5=6.02 Hz, 3 H,
Thr'), 0.84 - 0.79 (m, 6 H, Val").

BC-NMR [HSQC, HMBC] (151 MHz, D,0), & (ppm) = 128.30 (His“?), 117.19 (His“™),
98.46 (C-1), 75.41 (TxThr?), 71.37 (C-5), 70.54 (CH,-Squarat), 69.48 (CH,O-Spacer), 66.97
(Thr’), 66.44 (CH,O-Spacer), 61.18 (C-6), 60.70 (Pro®), 58.83 (Thr"), 58.08 (2 x TyThr"),
55.08 (Arg®), 52.23 (Asp®), 51.00 (C-2), 49.55, 47.64, 47.61 (Ala®, Pro®), 42.27 (Gly®), 40.36
(Arg®), 35.60 (H,N-CH,-Spacer), 34.42 (N-CHs-Ty), 30.04 (Val’), 29.14 (5 x Pro"), 26.16
(HisP), 24.60, 24.57, 24.55 (Pro’), 22.21 (2 x NHAc), 18.62 (Thr"), 18.31(Val’,, TyThr?),
17.54 (Val'y), 16.29, 15.36, 14.91 (4 x AlaP), 14.87 (CH;-Squarat).

Konjugation von EtO-Squarat-HN-(CH,CH,0);CH,CH,;CONH-Gly-Ser-N-
MeThr(aGalNAc)-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr(aGalNAc)-
Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-OH an Rinderserumalbumin (BSA) (67)
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Es wurden 1.91 mg (0.69 umol) des N-methylierten Glycopeptid-Squaratmonoamids 65 und
1.51 mg (0.023 umol) des Rinderserumalbumins (BSA) in 2 mL einer Na,HPO4-Losung

AcHN ¢,

(130 mg Na,HPOy4 in 2 mL Wasser) gelost. Das Gemisch wurde 6 d bei Raumtemperatur ge-
rithrt. AnschlieBend wurden nicht gekuppelte Glycopeptidmolekiile aus der Reaktionsmi-
schung entfernt, indem das Gemisch in einer Ultrafiltrationsanlage durch eine Membran
(30 kDa) filtriert und mit 4 x 50 mL Wasser nachgewaschen wurde. Der Riickstand wurde in

Wasser aufgenommen und lyophilisiert.

Ausbeute: 2.0 mg eines farblosen Lyophilisats.

157



Experimenteller Teil

Konjugation von EtO-Squarat-HN-(CH,CH,0);CH,CH,CONH-Gly-Ser-N-
MeThr(aGalNAc)-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr(aGalNAc)-
Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-OH an Tetanus Toxoid (TTox) (69)
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Es wurden 2.00 mg (0.72 umol) des N-methylierten Glycopeptid-Squaratmonoamids 65 und
85.7 uL (1.50 mg, 0.01 pmol, ¢ =17.5 mg/mL) des Tetanus-Toxoids (TTox) in 2 mL einer
Na,HPO4-Losung (130 mg Na,HPO,4 in 2 mL Wasser) gelost. Das Gemisch wurde 6 d bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurden nicht gekuppelte Glycopeptidmolekiile aus
der Reaktionsmischung entfernt, indem das Gemisch in einer Ultrafiltrationsanlage durch eine
Membran (30 kDa) filtriert und mit 4 x 50 mL Wasser nachgewaschen wurde. Der Riickstand

wurde in Wasser aufgenommen und lyophilisiert.
Ausbeute: 3.0 mg eines farblosen Lyophilisats.
MALDI-TOF-MS (Sinapinsdure, positiv): (m/z): 180956.31.

Aus dem MALDI-TOF ergibt sich eine Belegung von 1 - 11 Molekiile 65 pro TTox-Molekiil.
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5.4 C-Glycosylaminosiuresynthese

5.4.1 Synthese der Saccharidbausteine

Allyl-a-D-galactopyranosid (70)1'7¢)
OH_OH Zunichst wurden 17.3 g Dowex-50 X-8 in 170 mL Allylalkohol 30 min
HO % unter Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wurde der lonentauscher abfiltriert
HOO\/\ und mit frischem Allylalkohol nachgewaschen. Absol. Allylalkohol
(340 mL, 4.98 mol) wurde vorgelegt und 30 g (0.17 mol) D-Galactose (10) (zuvor im Hoch-
vakuum getrocknet) darin suspendiert. Der filtrierte lonentauscher wurde zugegeben und das
Gemisch 90 min unter Riickfluss erhitzt. Die Suspension wurde heif filtriert und anschlieBend

auf Raumtemperatur abgekiihlt. Das Filtrat wurde mit Diethylether (1 x 150 mL) und Toluol
(2 x 30 mL) kodestilliert und aus Diethylether umkristallisiert.

Ausbeute: 34.6 g (0.16 mol, 94 %) eines farblosen, wachsartigen Feststoffs.

CoH 606 [M = 220.22 g/mol]

R¢=0.17 (“Hex/ EtOAc, 2:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 243.09 ([IM+Na]", ber. 243.08), 259.10 ((M+K]", ber. 259.06)

[a]Z® =+100.1° (¢ = 1.0, MeOH); Lit.: [a]2® =+178.6 ° (¢ = 1.0, H,0)!**"!

'H-NMR (300 MHz, D,0), & (ppm) = 6.00 - 5.82 (m, 1 H, =CH-All), 5.34 - 5.13 (m, 2 H,
=CH,-All), 4.92 (d, *Ju11=2.9 Hz, 1 H, H-1), 4.21 - 4.09 (m, 1 H, O-CH,-All), 4.07 - 4.03
(m, 1 H, O-CH,-All), 4.02 - 3.95 (m, 1 H, H-4), 3.92 - 3.78 (m, 2 H, H-3, H-5), 3.77 - 3.73
(m, 1 H, H-2), 3.68 - 3.51 (m, 2 H, H-6ab).

BC-NMR (75 MHz, D,0), & (ppm) = 133.38 (=CH-All), 117.98 (=CH,-All), 97.28 (C-1),
70.73 (C-5), 69.26 (C-3), 69.01 (C-4), 68.26 (C-2), 67.96 (O-CH,-All), 60.95 (C-6).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.*****!

Allyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-D-galactopyranosid (7 1)[177]
BnO _OBn Es wurden 54.4 mg Allyl-a-D-galactopyranosid (70) (0.25 mol) in Ben-
Bnoé&‘ zylbromid (185 mL, 1.56 mol) und Dichlormethan (65 mL) gelost. Kali-
Bnoo\/\ umhydroxidpulver (83.2 g, 1.47 mol) und Tetrabutylammonium-bromid
(2.0 g, 6.2 mmol) wurden zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 6 d bei Raumtemperatur

kréftig gertihrt. AnschlieBend wurde mit 200 mL Methanol verdiinnt und weitere 18 h geriihrt.

159



Experimenteller Teil

Danach wurde das Gemisch filtriert und mit Dichlormethan nachgewaschen. Die organische
Phase wurde mit ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen (1 x 100 mL) tiber MgSO, getrock-
net und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde sdulen-

chromatographisch gereinigt (“‘Hex /EtOAc, 10:1).
Ausbeute: 58.8 g (0.10 mol, 41 %) eines gelben Ols.

C37H4006 [M = 580.72 g/mol]

R¢=0.20 (‘Hex/EtOAc, 10:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 603.27 ((M+Na]", ber. 603.71), 619.24 (IM+K]", ber. 619.25)
[a]%® =+11.9° (c = 1.0, CHCls); Lit.: [a]2’ = +22.4 (¢ = 2.0, CHCl5)1**

'H-NMR ['H-"H-COSY] (300 MHz, CDCl3), & (ppm)=7.47 - 7.30 (m, 20 H, Ha,), 6.03 -
5.92 (m, 1 H, =CH-All), 5.42 - 5.15 (m, 2 H, =CH,-All), 5.05 - 4.45 (m, 9 H, CH,-Bn, H-1),
4.27 - 3.85 (m, 6 H, H-2, H-3, H-4, H-5, O-CH,-All), 3.68 - 3.54 (m, 2 H, H-6).

3C-NMR [HSQC] (75 MHz, CDCls), & (ppm) = 138.12, 138.65, 138.54, 137.96 (Cipso-Ph),
133.93 (=CH-AIl), 128.33, 128.30, 128.24, 128.21, 128.15, 128.10, 127.95, 127.82, 127.73,
127.67, 127.64, 127.55, 127.48, 127.40 (Comp-Ph), 117.92 (=CH,-All), 96.22 (C-1), 75.13,
74.68, 73.38, 73.29, 73.21, 70.83, 70.10, 69.33, 68.94, 68.81 (O-CH,-All, C-2, C-3, C-4, C-5,
CH,-Bn), 68.18 (C-6).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.>>**!!

2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-a/B-D-galactopyranose (72)!' "

5 In 600 mL  Methanol  wurde Allyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-D-
nO _0OBn

BnO O galactopyranosid (71) (58.8 g, 101 mmol) gelost und Palladiumchlorid
BnO "OH (6.5 g, 36.7 mmol) zugegeben. Um die Bildung des Methylglycosids zu
verhindern, wurden einige Tropfen Wasser (ca. 5 mL) zugefiigt. Das Reaktionsgemisch wurde
15h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde iiber Hyflo® filtriert, mit
Dichlormethan nachgewaschen und das Losungsmittel unter vermindertem Druck vollstindig

entfernt. Der rot-braune Riickstand wurde sdulenchromatographisch gereinigt (“Hex/EtOAc,

10:1).
Ausbeute: 51.7 g (95.6 mmol, 95 %) eines gelben Ols.

C34H3606 [M = 540.66 g/mol]
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R¢=0.10 (‘Hex/EtOAc, 10:1)
ESI-MS (positiv): (m/z): 563.27 ((M+Na]", ber. 563.24), 579.24 (IM+K]", ber. 579.21)
[a]® = +13.0° (c = 1.0, CHCl3); Lit.: [a]3® = +20.0° (¢ = 1.5, CHCl5)"**?

'H-NMR ['H-'H-COSY] (300 MHz, CDCls), & (ppm) = 7.47 - 7.28 (m, 20 H, Ha-0p), 5.30
(d, *JuLm=2.9 Hz, 0.5 H, H-la), 5.03 - 495 (m, 0.5 H, H-1p), 4.84 - 4.60 (m, 6 H,
CH,-Bn-ap), 4.57 - 4.40 (m, 2 H, CH,-Bn-ap), 4.12 - 3.90 (m, 3 H, H-2, H-3, H-5; -ap), 3.62
-3.50 (m, 3 H, H-4, H-6; -af).

BC-NMR [HSQC] (75 MHz, CDCls), 8 (ppm) = 138.54, 138.48, 138.42, 138.16, 137.81
(Cipso-Ph-a), 128.36, 128.29, 128.25, 128.20, 128.14, 128.07, 127.97, 127.90, 127.79,
127.75, 127.72, 127.59, 127.53, 127.46 (Comp-Ph-ap), 97.73 (C-1B), 91.87 (C-la), 82.13,
80.66, 78.68, 77.20, 75.06, 74.62, 74.52, 73.56, 73.50, 73.43, 72.92, 72.87 (C-2, C-3, C-4, C-
5, CH,-Bn; -af), 69.48, 68.95 (C-6ap).

4-0-(2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-p-D-galactopyranosyl)-1,2,3,6-tetra-O-acetyl-f-D-
glucopyranose (74"

AcO _OAc D-Lactose (73) (45.0 g, 131 mmol) und Natriumacetat (45.0 g,

OAc
Acog&g&o Ac 049 mmol) wurden in 450 mL Acetanhydrid suspendiert und
AcO
¢ OAc 4 h unter Riickfluss erhitzt. Die abgekiihlte Reaktionslosung

wurde auf Eiswasser (1.5 L) gegossen und 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Gemisch
wurde mit Chloroform extrahiert, die organische Phase mit Wasser gewaschen und iiber
MgSO, getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter verminderten Druck entfernt und das

Rohprodukt ohne weitere Reinigung in der néchsten Stufe eingesetzt.
Ausbeute: 103 g (131 mmol, 100 %) eines hell-braunen, amorphen Feststoffs.

CysH33019 [M = 678.60 g/mol]

R¢=0.45 (‘Hex/EtOAc, 4:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 701.24 ((M+Na]", ber. 701.19), 717.22 ([M+K]", ber. 717.16)
[a]2® =+22.9 ° (¢ = 1.0, CHCls); Lit.: [a]2° =+99.0 ° (¢ = 1.0, CHCI;)!'™™

'"H-NMR (300 MHz, CDCL), § (ppm) = 5.67 (d, *Jiy1 12=8.46 Hz, 1 H, H-1g1c), 5.36 - 5.33 (m,
1 H, H-4ca), 5.28 - 5.22 (m, 1 H, H-3g1), 5.14 - 5.00 (m, 2 H, H-261, H-2a1), 4.99 - 4.93 (m,
1 H, H-3¢a), 4.50 - 4.42 (m, 2 H, H-1ga, H-6ac), 4.16 - 4.04 (m, 3 H, H-6bgi, H-6abga),
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3.91 - 3.74 (m, 3 H, H-4g., H-5g1e, H-5a), 2.15, 2.12, 2.09, 2.06, 2.05, 2.04, 2.03, 1.96
(8 x 5,24 H, 8 x OAc).

BC-NMR (75 MHz, CDCly), & (ppm)=170.34, 170.31, 170.12, 170.04, 169.61, 169.53,
168.99, 168.83 (8 x C=04c), 100.90 (C-1ga), 91.47 (C-lai), 75.62 (C-4cue), 73.42 (C-5610),
72.57 (C-31e), 70.92 (C-3Ga1), 70.66 (C-5Ga), 70.45 (C-2G1c), 68.94 (C-2Ga), 66.55 (C-4ca),
61.69 (C-61), 60.79 (C-6a), 20.91, 20.79, 20.71, 20.59, 20.56, 20.46 (OAc).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.!'”®]

Allyl-4-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-galactopyranosyl)-2,3,6-tri-O-acetyl-p-D-
glucopyranosid (75)"”

A Es wurde das Rohprodukt 4-0-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-p-D-

o0 ~OAc OAc
O 0 galactopyranosyl)-1,2,3,6-tetra-O-acetyl-p-D-glucopyranose

AcO Ko o

AcO oAc N\ (74) (103 g, 131 mmol) in 300 mL Dichlormethan geldst,
60 mL (878 mmol) Allylalkohol zugegeben und das Gemisch auf 0 °C abgekiihlt. Anschlie-
Bend wurden 20 mL (232 mmol) BF;-OEt, zugetropft und auf Raumtemperatur erwirmt.
Nach 3 h wurden weitere 20 mL (232 mmol) sowie erneut nach einer weiteren Stunde 40 mL
(464 mmol) BF;-OEt, zugegeben. Es wurde 18 h bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlie8end
wurde das Gemisch langsam in Wasser gegossen und mit Natriumhydroxid-Losung ein pH
von 6 eingestellt. Die wissrige Phase wurde mit Dichlormethan (3 x 100 mL) extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel un-
ter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mit Toluol (2 x 80 mL) und Chloro-

form (3 x 80 mL) kodestilliert und ohne weitere Reinigung in der ndchsten Stufe umgesetzt.
Ausbeute: 84.4 g (125 mmol, 95 %) eines farblosen, amorphen Feststoffs.

Ca9H40015 [M = 676.63 g/mol]

R¢=0.75 (‘Hex/EtOAc, 4:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 699.20 ([M+Na]+, ber. 699.62), 715.18 ([M+K]+, ber. 715.18)
[a]® =+28.9 ° (¢ = 1.0, CHCls); Lit.: [a]2’ =+30.2 ° (¢ = 1.0, CHCl;)**

'H-NMR (300 MHz, CDCls), § (ppm) = 6.03 - 5.68 (m, 1 H, =CH-AIl), 5.41 - 5.31 (m, 1 H,
H-46), 5.30 - 5.06 (m, 4 H, H-2ga1, H-3G1e, =CHx-All), 5.00 - 4.88 (m, 2 H, H-2g1e, H-3ca)),
457 - 425 (m, 4 H, H-1g, H-1ga, H-6age, O-CHy-All), 4.18 - 4.05 (m, 4 H, H-6bg,
H-6abgy, O-CH,-All), 3.95 - 3.85 (m, 1 H, H-564), 3.83 - 3.67 (m, 1 H, H-4qy), 3.64 - 3.47
(m, 1 H, H-561), 2.18, 2.16, 2.13, 2.06, 2.04, 2.01, 1.97 (7 x s, 21 H, 7 x OAc).
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BC-NMR (75 MHz, CDCl3), & (ppm)=170.31, 170.10, 170.03, 169.89, 169.56, 169.10,
169.04 (7 x C=04c), 133.29 (=CH-AlI), 117.60 (=CH,-All), 101.02 (C-1ga1), 99.24 (C-1g1),
76.18 (C-4ic), 72.78 (C-561c), 72.70 (C-361c), 72.55 (C-3Gar), 71.61 (C-2aic), 70.95 (C-1Ga),
70.65 (C-5Ga), 70.47 (O-CHy-All), 69.06 (C-2a), 66.53 (C-4ca), 61.96 (C-6aic), 60.73
(C-6Ga1), 21.06, 20.98, 20.91, 20.82, 20.67, 20.61, 20.47 (7 x OAc).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[*>*!

Allyl-4-O-(p-D-galactopyranosyl)-B-D-glucopyranosid (76)"

HO _oH on Zur Deacetylierung wurden 84.4 g (125 mmol) des Rohpro-
HO 0 G o) dukts Allyl-4-O-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-f-D-galactopyranosyl)-
OH

OH \/\ 2,3,6-tri-O-acetyl-pB-D-glucopyranosid (75) in 750 mL Metha-
nol gelost und mit frischer Natriummethanolat-Losung ein pH-Wert von 9 eingestellt. Das
Reaktionsgemisch wurde 24 h bei Raumtemperatur geriihrt und dabei der pH-Wert regelma-
Big nachreguliert. AnschlieBend wurde Amberlyst® 15 zur Neutralisation zugegeben, filtriert
und mehrfach mit heiBem Methanol nachgewaschen. Das Losungsmittel wurde unter vermin-
dertem Druck entfernt und der Riickstand mit Toluol (1 x 200 mL) und Chloroform
(2 x 150 mL) kodestilliert. Das Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung in der néchsten

Stufe eingesetzt.
Ausbeute: 51.5 g (max. 125 mmol) eines hell-braunen, amorphen Feststoffs.

C15Ha6011 [M =382.36 g/mol]
ESI-MS (positiv): (m/z): 405.15 ([M+Nal+, ber. 405.14), 421.11 ((M+K]+, ber. 421.11)
Charakteristische Signale des Produkts:

'H-NMR (300 MHz, D,0), & (ppm) =5.98 - 5.81 (m, 1 H, =CH-All), 5.35 - 5.15 (m, 1 H,
:CHz-AH), 4.50 (d, 3]1—11’1-12:8.09 HZ, 1 H, H'lGlc)s 4.42 (d, 3JH1,H2:7-72 HZ, 1 H, H'lGal)-

Weitere analytische Daten sieche Literatur. ¥

Allyl-4-0-(2,3,4,6-tetra-O-benzyl-p-D-galactopyranosyl)-2,3,6-tri-p-D-glucopyranosid

77>
BnO _oBn b Unter leichtem Erwdrmen wurde das Rohprodukt Allyl-4-O-
BnO %O: o=l o (B-D-galactopyranosyl)-B-D-glucopyranosid (76) (51.5 g, max.
n
BnO OBn N\ 125mmol) in 500 mL DMF gelést und anschlieBend auf

11 °C abgekiihlt. Portionsweise wurde eine 60%ige Natriumhydrid-Dispersion in Mineral6l

(39.7 g, 993 mmol) zugegeben. Nach beendeter Zugabe wurde Benzylbromid (105 mL,
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614 mmol) langsam zugetropft und danach 2 h bei Raumtemperatur gerithrt. Zum Beenden
der Reaktion wurden 50 mL Methanol zugegeben und das Losungsmittel anschlieBend unter
vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in Dichlormethan (300 mL) aufgenom-
men und mit Wasser (100 mL) gewaschen. Die wissrige Phase wurde mit Dichlormethan
riick-extrahiert (3 x 150 mL) und die vereinigten organischen Phasen tiber MgSO, getrocknet.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck und erhohter Temperatur
(60 °C) entfernt. Um den Grof3teil des Benzylbromids sowie des DMFs zu entfernen, wurde
das Rohprodukt iiber Kieselgel filtriert (“Hex) und das Losungsmittel eingeengt. Das erhaltene

Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung in der nichsten Stufe umgesetzt.
Ausbeute: 121 g (max. 119 mmol) eines braunen Ols.

C64H68Oll [M =1013.24 g/l’IlOl]
R¢=0.79 (‘Hex/EtOAc, 3:1)
Charakteristische Signale des Produkts:

'H-NMR (300 MHz, CDCls),  (ppm) = 6.04 - 5.82 (m, 1 H, =CH-All), 5.40 - 5.12 (m, 1 H,
=CH,-All).

Weitere analytische Daten siche Literatur.*>!

4-0-(2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-p-D-galactopyranosyl)-2,3,6-tri-O-benzyl-p-D-glucopyranose
(78)

BnO _0OBn oBn In 400 mL Methanol wurde das Rohprodukt Allyl-4-O-(2,3.,4,6-
Bnog&/& 5 0 tetra-O-benzyl-B-D-galactopyranosyl)-2,3,6-tri-O-benzyl-B-D-
BnO

BnO OH  glucopyranosid (77) (60 g, max. 63 mmol) geldst und Palladium-
chlorid (1.94 g, 10.9 mmol) zugegeben. Um die Bildung des Methylglycosids zu verhindern,
wurden einige Tropfen Wasser (ca. 3 mL) zugefiigt. Nach 48 h wurden weitere 1.40 g
(7.89 mmol) Palladiumchlorid zugegeben und erneut 2 d bei Raumtemperatur geriihrt. An-
schlieBend wurde das Reaktionsgemisch iiber Hyflo" filtriert, mit Dichlormethan nachgewa-
schen und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Um das Rohprodukt von
Pd-Resten zu befreien, wurde zunichst iiber Kieselgel filtriert und danach das Losungsmittel
im Vakuum entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch gereinigt

(‘Hex/EtOAc, 3:1).

Ausbeute: 24.5 g (25.2 mmol, 19 % iiber fiinf Stufen) eines gelben, hochviskosen Ols.
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Co1HgsO11 [M = 973.17 g/mol]
R¢=0.47 (‘Hex/EtOAc, 3:1)
ESI-MS (positiv): (m/z): 995.49 ((M+Na]", ber. 995.43).

'H-NMR (300 MHz, CDCls), 8 (ppm) =7.47 - 7.11 (m, 35 H, Ha), 5.29 - 4.14 (m, 16 H,
CH»-Bn-aB, H-1o. {5.22 - 5.18}, H-1p {4.71}, H-1°0p {4.40 - 4.36}), 4.12 - 3.28 (m, 12 H,
H-2 - H-6-ap, H-2¢ - H-6‘0p).

Weitere analytische Daten siehe Literatur. >

Galactal (79)“80]

HO __oH Es wurden 29.7 g (109 mmol) des 3,4,6-Tri-O-acetylgalactals (12, Kap. 5.3.1) in
Hog/g 250 mL Methanol gelost und mit einer 1 %igen methanolischen Natriummetha-
nolatlosung bis pH-Wert 8.5 - 9 versetzt. Es wurde 3 h bei Raumtemperatur geriihrt, bis diinn-
schichtchromatographisch eine vollstdndige Deblockierung zu beobachten war. Das Gemisch
wurde mit 100 mL Toluol verdiinnt und die Losungsmittel anschlieBend unter vermindertem
Druck entfernt. Es wurde ein farbloser, amorpher Feststoff erhalten. Das Rohprodukt wurde

ohne weitere Reinigung in der nichsten Stufe eingesetzt.
Ausbeute: 16.5 g (max. 109 mmol) eines farblosen, amorphen Feststoffs.

CeH 1004 [M = 146.14 g/mol]
R¢= 0.83 (CHCly/MeOH/H,0, 10:5:1)
ESI-MS (positiv): (m/z): 169.05 ((M+Na]", ber. 169.05)

'H-NMR (300 MHz, CH30D-dy), & (ppm) = 6.36 (dd, *Ju1.1,=6.24 Hz, *Juy1 15=1.47 Hz, 1 H,
H-1), 4.64 (dt, *Jip13=6.24 Hz, *Juom=1.83 Hz, 1 H, H-2), 4.39 - 4.32 (m, 1 H, H-3), 3.96 -
3.73 (m, 4 H, H-4, H-5, H-6ab).

Weitere analytische Daten siche Literatur.>¢*"!

3,4,6-Tri-O-benzylgalactal (80)!'"

BnO _oBn Das Rohprodukt aus der Galactalsynthese 79 (16.5 g, max. 109 mmol) wurde in
BnO /O 250 mL DMF gel6st und unter Eiskiithlung portionsweise mit 22.8 g (570 mmol)
Natriumhydrid (60 % in Mineral6l) versetzt. Danach wurden langsam 47.6 mL (401 mmol)
Benzylbromid zugetropft und die Losung 18 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieSend

wurden zum Reaktionsgemisch 300 mL Wasser und 150 mL Toluol gegeben. Danach wurde
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die wissrige Phase mit Toluol (3 x 100 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Pha-
sen iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt. Das erhaltene gelbliche Ol wurde sidulenchromatographisch gereinigt (Isolera, Gradi-

enten 100 % “Hex — 100 % EtOAc).
Ausbeute: 40.8 g (97.9 mmol, 90 % iiber zwei Stufen) farbloses, hochviskoses Ol.

Ca7H2504 [M = 416.52 g/mol])
R¢=0.80 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 439.17 ((M+Na]", ber.: 439.19), 455.18 ([M+K]", ber.: 455.16)
[a]% =-3.4° (c = 1.0, CHCl3), Lit.: [a]20 =—4.0° (c = 1.0, CHCl5)!**™

'H-NMR ['H-'H-COSY] (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7.47 - 7.30 (m, 15 H, Hy,), 6.45 (dd,
3 Ju11=6.24 Hz, *Jy1 13=1.10 Hz, 1H, H-1), 4.95 - 491 (m, 1 H, H-2), 4.78 - 4.45 (m, 6 H,
CH,-Bn), 431 - 422 (m, 2 H, H-3, H-5), 405 - 398 (m, 1 H, 4-H), 3.87 (dd,
Jeans=10.27 Hz, *Jusanen=7.34Hz, 1 H, H-6a), 3.73 (dd, “Juens=10.27 Hz,
*Jueb.6=5.14 Hz 1 H, H-6b).

BC-NMR [HSQC] (101 MHz, CDCl), 8 (ppm) = 144.06 (C-1), 138.37, 138.24, 137.86
(Cipso-Ph), 12827, 128.19, 128.03, 127.77, 127.65, 127.58, 127.51, 127,44, 127.30
(Comp-Ph), 99.86 (C-2), 75.56 (C-5), 73.28, 73.19 (CH,-Bn), 71.12 (C-4), 70.74 (CH,-Bn),
70.61 (C-3), 68.31 (C-6).

2-Azido-3,4,6-tri-O-benzyl-2-desoxy-o/B-D-galactopyranose 81HH*

BnO _0Bn Zu 8.80¢g (21.1 mmol) des 3,4,6-Tri-O-benzylgalactals (80) gelost in
BnOé&,H 100 mL  Acetonitril wurden bei -25°C, 343 g (62.6 mmol) Cer-
Na O Ammoniumnitrat, sowie 2.10 g (32.3 mmol) Natriumazid gegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde 3 h in der Kiélte geriihrt bis die Reaktionskontrolle mittels DC keine
Veranderung mehr zeigte. AnschlieBend wurde das Gemisch mit 100 mL Diethylether und
100 mL Wasser versetzt. Die organische Phase wurde zunédchst mit Wasser (3 < 50 mL) und
anschlieBend mit ges. NaCl-Losung (1 x 50 mL) gewaschen, tiber Magnesiumsulfat getrock-

net und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde sidulenchromatogra-

phisch gereinigt (Isolera, Gradienten 100 % “Hex — 100 % EtOAc).
Ausbeute: 4.00 g (8.41 mmol, 40 %) eines schwach gelben Ols. Verhiltnis o : p=2: 1

C27H29N305 [M =475.54 g/l’l’lOl]
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Rf= 0.27 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 498.22 ([M+Na]’, ber.: 498.20), 514.20 ([M+K]", ber.: 514.17),
973.46 ([2M+Nal+, ber.: 973.41)

[a]2® =+23.7 ° (¢ = 1.0, CHCly), Lit.: [a]3® =+25 °, ¢ = 0.9, CHCl;)!'®"

'H-NMR (300 MHz, CDCly), & (ppm)=7.46 - 725 (m, 15 H, Ha-op), 5.33 (d,
Ju1m=2.20 Hz, 1 H, H-10), 4.89 (d, *Jema.cio=11.37 Hz, 2 H, CH,-Bn-a), 4.76 - 4.68 (m,
4 H, CH,-Bn-af), 4.60 - 4.37 (m, 6 H, CH,-Bn-ap, H-1p), 4.21 - 4.11 (m, 1 H, H-501), 4.00 -
3.92 (m, 2 H, H-4a, H-5p), 3.87 (d, *Jmammus=2.57 Hz, 0.5 H, H-4f), 3.78 (dd,
Jim3=10.27 Hz, *Jip1=7.70 Hz, 0.5 H, H-2pB), 3.63 - 3.43 (m, 4.5 H, H-2a, H-3a, H-60p),
3.36 (dd, *Ju3.12=10.27 Hz, *Ji3.1a=2.93 Hz, 0.5 H, H-3p).

3C-NMR (75 MHz, CDCl3), 8 (ppm) = 138.12, 137.62, 137.48 (Cipso-Ph-ap), 128.54, 128.42,
12830, 128.23, 12820, 127.98, 127.95, 127.91, 127.87, 127.81, 127.77, 126.98
(Comp-Ph-0B), 96.43 (C-1p), 92.40 (C-1a), 80.75 (C-3p), 76.58 (C-30), 74.67, 74.62, 73.78,
73.59 (CH,-Bn-of), 73.52 (C-4a), 73.37 (C-5B), 72.54, 72.31 (C-4B), 69.70 (C-50), 69.11
(C-60), 68.63 (C-6B), 64.59 (C-2B), 60.31 (C-20).

3,4,6-Tri-0O-acetyl-2-azido-2-desoxy-o/B-D-galactopyranose (92)
ACO _OAc Zu 3.,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-a/B-D-galactopyranosylnitrat (13)

ACO goz (29.4 mg, 78.1 umol), geldst in 1 mL absol. Acetonitril, wurden unter Argon

Ns O undchst Allyltrimethylsilan (86) (50.0 ul, 312 umol, 4 Aquiv.) und trop-

fenweise BF3;-OFEt; 48%ig (27.0 ul, 312 pmol, 4 Aquiv.) zugegeben. Es wurde 16 h bei 0 °C
gerithrt. Danach wurde mit 1 mL ges. Natriumhydrogencarbonatlosung neutralisiert, mit
Dichlormethan riick-extrahiert (3 x 1 mL), die vereinigten Extrakte tiber Magnesiumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde anschlieBend

sdulenchromatographisch gereinigt (‘Hex/EtOAc, 2:1).

Ausbeute: 15.9 mg (44.7 umol, 57 %) eines braunen Ols. Verhiltnis o/ =2 : 1
C12H17N30g [M = 331.28 g/mol]

R¢= 0.50 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

[a]Z® = +40.6 ° (c = 1.0, CHCl3), Lit. vom a-Anomer: [a]20=+67.6 ° (¢ = 1.3, CHCl3)!**"!

ESI-MS (positiv): (m/z): 354.06 ((M+Na]", ber.: 354.09), 370.07 ([M+K]", ber.: 370.06)
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'H-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm)=5.49 - 541 (m, 2.5 H, H-lo, H-4aB), 5.37 (dd,
Jis=11.37 Hz, *Jizna=2.93 Hz, 1 H, H-30), 4.83 (dd, *Ji3112=10.64 Hz, *Ji3,04=3.30 Hz,
0.5 H, H-3p), 4.71 (d, *Ju1.12=8.07 Hz, 0.5 H, H-1p), 4.47 (t, *Jus.nean=06.42 Hz, 1 H, H-501),
4.17 - 4.05 (m, 3 H, H-6,-0p), 3.97 - 3.85 (m, 0.5 H, H-5B), 3.76 (dd, *Ji13=11.00 Hz,
Jim=3.67 Hz, 1 H, H-20), 3.67 (dd, *Jin.13=10.82 Hz, *Jin111=7.89 Hz, 0.5 H, H-2p), 2.21 -
2.02 (m, 14 H, 3 x OAc-ap).

BC-NMR (75 MHz, CDCls), 8 (ppm) = 170.54, 170.51, 170.08, 169.87 (C=Ox. op), 96.41
(C-1P), 92.37 (C-1a), 71.14 (C-3p), 70.92 (C-5P), 68.30 (C-4P), 67.65 (C-4a), 66.61, 66.42
(C-3a, C-5a), 61.95 (C-2B), 58.00 (C-2a), 20.67, 20.63, 20.60 (OAc-ap).

5.4.2 Acetylierungen

Allgemeine Versuchsdurchfiihrung zur Acetylierung'"®"

Die entsprechende Pyranose wurde in Acetanhydrid gelost und Natriumacetat zugegeben. Das
Gemisch wurde 3 d bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde tiber Kieselgel filtriert
und mit Dichlormethan nachgewaschen. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und

das erhaltene Rohprodukt ggf. sdulenchromatographisch gereinigt.

1-0-Acetyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-o,p-D-galactopyranose (83)

BnO _OBn Nach allgemeiner Synthesevorschrift

O
B”O%\HOA Gemil der allgemeinen Synthesevorschrift wurden 234 mg (433 pmol)
n C
2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-a,B-D-galactopyranose (72) in 3.0 mL Acetanhyd-
rid gelost und mit 10.0 mg (122 umol) Natriumacetat umgesetzt. Das Produkt wurde ohne

weitere Reinigung analysenrein erhalten.
Ausbeute: 240 mg (412 pmol, 95 %) eines gelben, viskosen Ols. a/f=1: 1.2

Alternativmethode in der Mikrowelle

Ein Gemisch aus 2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-a,B-D-galactopyranose (72) (64.4 mg, 119 umol),
2.0 mL Acetanhydrid und 6.2 mg (75.6 pmol) Natriumacetat wurde 30 min in der Mikrowelle
bei max. 50 W und 120 °C behandelt. AnschlieBend wurde tiber Kieselgel filtriert und das

Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Ausbeute: 65.3 mg (112 pmol, 94 %) eines gelben, viskosen Ols. Verhiltnis a/f =1 : 1.1

C3H3507 [M = 582.69 g/mol]
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Rf=0.56 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 600.29 (M+NH,]", ber.: 600.29), 605.23 ([M+Na]", ber.: 605.25),
621.21 (IM+K]", ber.: 621.22)

[a]5® =+27.0 ° (¢ = 1.0, CHCl3), Lit. a-Anomer: [a]2® =+95° (c=2.0, CqHg),
B-Anomer: [a]2® =+2.5 ° (¢ = 1.0, CHCl3)1**!!

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm)=7.42 - 7.28 (m, 20 H, Ha-op), 6.39 (d,
Ju1m=3.67 Hz, 0.5 H, H-1a), 5.59 (d, *Ji1.12=8.07 Hz, 0.5 H, H-1B), 4.96 - 437 (m, 8 H,
CH;-Bn, af), 4.24 - 4.13 (m, 0.5 H, H-2a), 4.10 - 3.84 (m, 2.5 H, H-2B, H-3a, H-4ap, H-50),
3.77 - 3.46 (m, 3 H, H-3B, H-5p, H-6ab-af), 2.13 (s, 1.5 H, OAc-a), 2.05 (s, 1.5 H, OAc-B).

BC-NMR (75 MHz, CDCls), & (ppm) = 169.58, 169.37 (C=Oxc-aB), 138.54, 138.41, 138.32,
138.12, 137.96, 137.65 (Cipso-Ph-aB), 129.72, 128.39, 128.32, 128.22, 128.19, 128.13, 127.97,
127.94, 127.91, 127.82, 127.79, 127.69, 127.61, 127.52, 127.34 (Com-Ph-ap), 94.23 (C-1p),
90.73 (C-1a), 82.34, 78.59, 78.11, 75.32, 75.28, 74.87, 74.64, 74.46, 74.01, 73.53, 73.47,
73.34, 73.01, 72.82, 71.77 (C-2, C-3, C-4, C-5, CH,-Bn; -ap), 68.34, 67.89 (C-6-ap), 21.18,
21.00 (OAc-op).

1-0-Acetyl-4-0-(2,3,4,6-tetra-O-benzyl-p-D-galactopyranosyl)-2,3,6-tri-O-benzyl-a,p-D-
glucopyranose (84)

BnO _OBn Gemil der allgemeinen Synthesevorschrift wurden 251 mg

BnO &O: o Ogn (258 umol) 4-0-(2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-p-D-galactopyrano-

Bno B0 BnO OAc syl)-2,3,6-tri-O-benzyl-a,B-D-glucopyranose (78) in 2.0 mL
Acetanhydrid gelost und mit 10.0 mg (122 pmol) Natriumacetat umgesetzt. Das Rohprodukt
wurde sdulenchromatographisch gereinigt (‘Hex — “Hex/EtOAc 10:1).

Ausbeute: 176 mg (173 umol, 67 %) eines gelben Ols. Verhiltnis o/ =1 : 1.4

Ce3HgsO12 [M = 1015.21 g/mol]

Rf=0.54 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 1037.46 ((M+Na]", ber.: 1037.44), 1053.47 ([M+K]", ber.: 1053.42)
[a]3® =+12.9 ° (¢ = 2.5, CHCl5)

"H-NMR ['H-"H-COSY] (300 MHz, CDCl3), & (ppm) = 7.52 - 7.15 (m, 35 H, Har-0p), 5.15 -
427 (m, 17 H, H-1Gie, H-4Ga, H-3G1e, CH,-Bn; -ap), 4.06 - 3.28 (m, 11 H, H-1ga, H-2Gic,
H‘2Ga1, H'3Ga1; H'4Glc, H‘SGIC, H‘SGal, H-6G1C, H'6Gal), 2.20, 2.13 (2 XS, 3 H, OAC-(IB).
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BC-NMR [HSQC] (101 MHz, CDCls), & (ppm)=170.90, 169.49 (C=Oxc-aB), 140.69,
139.16, 139.00, 138.81, 138.43, 138.33, 138.05 (Cipso-Ph-aB), 129.71, 128.9, 128.53, 128.34,
12831, 128.22, 128.12, 128.05, 128.00, 127.81, 127.79, 127.73, 127.49, 127.38, 127.17,
127.06 (Comp-Ph-af), 102.71 (C-1gu), 102.55 (C-1lgi), 82.50, 8237, 79.92, 79.83, 77.96,
76.34, 75.89, 75.66, 75.12, 74.67, 73.50, 73.37, 73.14, 73.05, 72.86, 72.49 (C-2,C-2° - C-5,
C-5°-a), 68.06, 67.54 (C-6¢a, C-6¢1c -aB), 21.18, 20.99 (OAc-ap).

1-0-Acetyl-2,3-di-O-benzyl-4,6-O-benzyliden-a,f-D-glucopyranose (82a)
Ph Gemdll der allgemeinen Synthesevorschrift wurden 99.6 mg
\BY%C()) 0 (222 pmol)  2,3-Di-O-benzyl-4,6-O-benzyliden-a,B-D-glucopyranose
BnO OAc in 1.0 mL Acetanhydrid geldst und mit 8.0 mg (97.5 umol) Natriu-

macetat umgesetzt. Das Produkt wurde ohne weitere Reinigung analysenrein erhalten.
Ausbeute: 110 mg (222 umol, 100 %) eines gelben Ols. Verhiltnis a/f =1 : 2

Ca9H3007 [M =490.55 g/mol]

R¢=0.64 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 513.19 ([M+Na]", ber.: 513.19), 529.17 ([M+K]", ber.: 529.16)
[a]3® =—6.3 ° (c = 1.0, CHCI;)

'H-NMR ['H-'H-COSY] (300 MHz, CDCls), & (ppm) = 7.55 - 7.28 (m, 23 H, Ha-0p), 6.30
(d, *Ju1m=4.03 Hz, 0.5 H, H-1a), 5.73 (d, *Ju112=8.07 Hz, 1 H, H-1pB), 5.59 (s, 1.5 H,
CH-Bnz-op), 4.98 (s, 0.5 H, CH,-Bn-0), 4.95 (s, 1 H, CH,-Bn-p), 4.90 - 4.86 (m, 1 H,
CH,-Bn-0), 4.86 - 4.83 (m, 1H, CH,-Bn-B), 4.80 (s, 0.5 H, CH,-Bn-a), 4.77 (s, 1 H,
CH,-Bn-B), 4.73 - 4.70 (m, 1 H, CH,-Bn-p), 4.39 (dd, *Ji3 15=10.45 Hz, *Jy3 1a=4.95 Hz, 1 H,
H-3B), 4.32 (dd, *Ju3.1=10.27 Hz, *Ji314=4.77 Hz, 0.5 H, H-30), 3.92 - 3.54 (m, 7.5 H, H-2,
H-4, H-5, H-6)", 2.20 (s, 1.5 H, OAc-a), 2.08 (s, 3 H, OAc-B).

BC-NMR [HSQC] (101 MHz, CDCl), & (ppm)=169.15 (C=0xca), 169.06 (C=0xcp),
138.20, 137.95, 137.07, 134.45 (Cipso-Ph-0), 129.74, 129.01, 128.98, 128.67, 128.63, 128.53,
128.47, 128.40, 128.34, 128.31, 128.25, 128.08, 128.05, 128.02, 127.99, 127.95, 127.90,
127.83, 127.77, 127.64, 125.98, 12595 (Comp-Ph-0p), 101.26 (CH-Bnz-a), 101.22
(CH-Bnz-p), 94.07 (C-1p), 90.40 (C-1a), 84.00, 81.51, 81.27, 81.10, 80.86, 80.65, 78.59,
78.28, 78.05, 75.82, 75.40, 75.15, 74.96, 73.70, 69.90, 69.69, 66.65, 64.74, 62.11 (C-2, C-4,
C-5, C-6, CH,-Bn; -af), 68.73 (C-3a), 68.50 (C-3B), 21.08, 20.88 (OAc-af).
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1-0-Acetyl-2-N-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-a,p-D-glucopyranose (82b)?%%!

OAG Es wurde das Glucosamin-Hydrochlorid (295 mg, 1.65 mmol) in 4 mL
AcO
AcO
AcHNJ , ) ) .
Das Gemisch wurde 4 h bei 80 °C und danach 16 h bei Raumtemperatur

Acetanhydrid gel6st und Natriumacetat (311 mg, 379 mmol) zugegeben.

geriihrt. AnschlieBend wurde iiber Kieselgel filtriert und das Losungsmittel unter

vermindertem Druck entfernt. Ohne weitere Reinigung wurde das Produkt rein erhalten.
Ausbeute: 566 mg (1.45 mmol, 88 %) eines falblosen, viskosen Ols.

C16H23N010 [M =389.36 g/mol]
R¢=0.20 (‘Hex/EtOAc, 1:2)

ESI-MS (positiv): (m/z): 412.12 ([M+Na]", ber.: 412.12), 428.11 ([M+K]", ber.: 428.09),
801.25 ([2M+Na]", ber.: 801.25)

a]%? =+50.6 ° (¢ = 1.0, CHCl5); Lit.: a-Anomer: [a]3® =+92 ° (¢ = 1.0, CHCI;)?***!
D D

'H-NMR (300 MHz, CDCL), § (ppm)=6.15 (d, *Juip=3.30 Hz, 1 H, H-1), 5.69 (d,
3 hime=8.80 Hz, 1 H, NH), 5.30 - 5.04 (m, 2 H, H-3, H-4), 4.54 - 4.40 (m, 1 H, H-2), 4.23
(dd, *Jrsanien=12.47, *Jigans=4.03 Hz, 1 H, H-6a), 4.07 - 3.95 (m, 2 H, H-5, H-6b), 2.17, 2.07,
2.03,2.02 (4 x s, 12 H, 4 x OAc), 1.92 (s, 3 H, NHAc).

BC-NMR (75 MHz, CDCl3), § (ppm) = 171.75, 170.69, 169.94, 169.07, 168.60 (C=Oa.),
90.65 (C-1a), 70.64 (C-3), 69.68 (C-5), 67.41 (C-4), 61.49 (C-6), 51.03 (C-2), 23.04 (NHAC),
20.94, 20.72, 20.68, 20.56 (OAc).

1,3,4-Tri-O-acetyl-2,6-di-O-benzyl-ao,B-D-galactopyranose (82c)
Gemil der allgemeinen Synthesevorschrift wurden 241 mg (537 pmol)
[39] in 2.0mL

AcO _0OBn

AcO O 2,6-Di-O-benzyl-3,4-O-benzyliden-D-galactopyranose

BnO OAc Acetanhydrid gelost und mit 10.0 mg (122 umol) Natriumacetat
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch gereinigt (‘Hex — “Hex/EtOAc

10:1).
Ausbeute: 152 mg (310 pmol, 58 %) eines orangenen Ols. Verhéltnis o/p =1 : 3

C29H3009 [M =486.52 g/mol]

Rf=0.54 (‘Hex/EtOAc, 2:1)
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ESI-MS (positiv): (m/z): 509.15 ([M+Na]’, ber.: 509.18), 525.15 ([M+K]", ber.: 525.15),
995.35 ([2M+Na]", ber.: 995.37)

[0]23 =+3.6 ° (c = 1.0, CHCL3)

'H-NMR ['H-'H-COSY] (300 MHz, CDCLs), & (ppm) = 7.37 - 7.27 (m, 14 H, Ha-0p), 6.24
(d, *Juim=4.40Hz, 03 H, H-la), 570 (d, *Jumw=8.07Hz, 1 H, H-1p), 5.51 (d,
Ja3=2.93 Hz, 1 H, H-4pB), 5.30 (dd, *Juz.12=10.64 Hz, *Ji3114=3.30 Hz, 0.3 H, H-3a), 5.08
(dd, *Ji3 12=10.09 Hz, *Ji3 114=3.48 Hz, 1 H, H-3p), 4.70 - 4.45 (m, 5.5 H, CH,-Bn-op), 4.19
(dd, *Jipu3=7.34 Hz, *Jipi=4.40 Hz, 1 H, H-2a), 4.03 - 3.95 (m, 1 H, H-5p), 3.80 (dd,
3 Ji213=10.09 Hz, *Jip 11=8.25 Hz, 1 H, H-2p), 3.72 - 3.63 (m, 1.5 H, H-5a, H-6a), 3.56 (dd,
*Jreaner=9.35 Hz, *Juens=5.69 Hz, 1 H, H-6pB), 3.46 (dd, *Jueanep=9.54 Hz, *Juens=7.34 Hz,
1 H, H-6p), 2.10, 2.08, 2.05, 1.98 (4 x s, 12 H, OAc-0p).

BC-NMR [HSQC] (101 MHz, CDCls), & (ppm) = 170.42, 169.90, 169.75, 169.53, 168.82
(C=Opc-ap), 137.80, 137.76, 137.35 (Cipso-Ph-ap), 128.44, 128.37, 128.31, 127.93, 127.89,
127.77, 127.63, 127.51, 127.35 (Comp-Ph-aB), 93.94 (C-1B), 93.52 (C-1a), 86.01 (C-5a),
81.61 (C-20), 75.61 (C-2B), 74.91, 74.29, 73.38, 73.09 (CH,-Bn-af), 72.68 (C-3B), 72.47
(C-5p), 71.90 (C-40), 70.48 (C-30), 68.2 (C-60), 67.60 (C-4B), 66.82 (C-6B), 21.20, 21.08,
20.88, 20.79, 20.62, 20.59 (OAc-ap).

1,3-Di-0-acetyl-2,6-di-O-benzyl-a,3-D-galactopyranose (82d)
Das Produkt wurde als Nebenprodukt aus der Umsetzung von 2,6-Di-O-

HO _oBn
(0]
ACO% benzyl-3,4-O-benzyliden-D-galactopyranose!®” erhalten.
BnO OAc

Ausbeute: 66.6 mg (150 pmol, 28 %) eines gelben Ols. Verhiltnis a/f=1: 5

Ca4Hps05 [M = 444.48 g/mol]

R¢=0.29 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 467.14 ([M+Na]", ber.: 467.17), 483.14 ([M+K]", ber.: 483.14),
911.34 ([2M+Na]", ber.: 911.35)

[a]3® =+32.2 ° (¢ =2.0, CHCl;)

"H-NMR ['H-'H-COSY] (300 MHz, CDCl3), & (ppm) = 7.42 - 7.20 (m, 12 H, Hx-ap), 6.44
(d, *Juim=3.67Hz, 02 H, H-lo), 5.65 (d, *Ju.m=8.07Hz, 1 H, H-1p), 5.20 (dd,
> Jis 1=10.64 Hz, *Jy3 1i=2.93 Hz, 0.2 H, H-3a)), 4.95 (dd, *Jiz3 1,=10.09 Hz, *Jiy3 14=3.12 Hz,
1 H, H-3B), 4.48 - 4.76 (m, 5 H, CH-Bn-ap), 4.32 (d, *Jusu3=2.57 Hz, 0.2 H, H-4a), 4.24 (d,
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Juams=2.93 Hz, 1 H, H-4B), 4.15 (dd, *Jipuz=10.45 Hz, *Jipi=3.85 Hz, 0.2 H, H-2a),
3.98 (dd, *Ji.13=9.90 Hz, *Jipp 111=8.07 Hz, 1 H, H-2p), 3.70 - 3.84 (m, 3.8 H, H-50p, H-6ap),
2.15,2.12 (2 x 5,2 x 0.6 H, 2 x OAc-a), 2.09, 2.08 (2 x 5,2 x 3 H, 2 x OAc-).

BC-NMR [HSQC] (101 MHz, CDCls), & (ppm) = 170.13, 169.09 (C=04.), 137.96, 137.07
(Cipso-Ph-af), 129.68, 128.94, 128.47, 128.37, 128.34, 127.95, 127.84, 127.80, 127.74, 127.60
(Comp-Ph-ap), 94.29 (C-1p), 90.41 (C-1a), 75.45 (C-2), 74.96 (C-3), 73.89, 73.79 (CH,-Bn),
72.99 (C-5), 70.31 (C-6a), 69.45 (C-6p), 68.97 (C-4a), 68.22 (C-4P), 21.04, 20.95 (OAc).

Signale des a-Anomers waren im BC-NMR kaum sichtbar.

1-0-Acetyl-2-azido-3,4,6-tri-O-benzyl-2-desoxy-a/pB-D-galactopyranose (85)12%%

BnO _0OBn Es wurde 3,4,6-Tri-O-benzyl-2-azido-2-desoxy-o/p-D-galactopyranose (81)
Bnog&m (2.41 g, 5.07mmol) in 40 mL Pyridin gelost und 10.0 mL (106 mmol)
No OAC Acetanhydrid zugegeben. Das Gemisch wurde 3 h bei Raumtemperatur
gerithrt. Danach wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das

Rohprodukt tiber Kieselgel filtriert (EtOAc).
Ausbeute: 2.50 g (4.83 mmol, 95 %) eines gelben Ols. Verhiltnis o/p =3 : 1

C29H31N306 [M =517.58 g/mol]
R¢=0.35 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 540.24 ([M+Na]’, ber.: 540.21), 556.22 ([IM+K]', ber.: 556.18),
535.31 ([M+NH.]", ber.: 535.25), 1057.50 ([2M+Na]", ber.: 1057.43)

[a]2® =+49.7 ° (¢ = 1.0, CHCl), Lit.: [a]3° =+48.0 ° (¢ = 1.0, CHCl3)!**"!

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm)=7.45 - 7.26 (m, 20 H, Har-af), 6.25 (d,
Jum=3.67Hz, 1 H, H-lo), 542 (d, *Jum=844Hz, 03 H, H-1p), 4.90 (d,
Jera.cma=11.37 Hz, 1.3 H, CH,-Bn-af), 4.80 - 4.39 (m, 8 H, CH,-Bn-af), 4.18 - 4.07 (m,
2.3 H, H-20, H-40, H-5p), 4.04 - 3.96 (m, 2.6 H, H-2p, H-4p, H-50, H-601), 3.92 (dd, *Ju3 1=
12 Hz, *Juz na= 4 Hz, 0.3 H, H-3a1), 3.69 - 3.48 (m, 0.6 H, H-6p), 3.45 (dd, *Juz mo= 10.27 Hz,
3 Jisa=2.93 Hz, 0.3 H, H-3p), 2.14 (s, 3 H, OAc-a), 2.06 (s, 1 H, OAc-).

C-NMR (75 MHz, CDCls), & (ppm) = 169.07 (C=Ox. of), 138.09, 137.58, 137.31, 137.26
(Cipso-Ph-0B), 128.54, 128.47, 128.33, 128.28, 128.22, 128.04, 127.98, 127.93, 127.82, 127.78
(Comp-Ph-ap), 93.07 (C-1B), 91.11 (C-la), 80.70 (C3-B), 77.60 (C-3a), 74.92, 74.75, 74.20
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(CH,-Bn), 73.63 (C-4a), 73.53 (C-5B), 72.68, 72.49 (C-4B), 71.77 (C-5a), 71.65 (C-60),
67.99, 67.64 (C-6B), 61.87 (C-2B), 58.95 (C-2a), 21.06, 20.99 (OAc-0p).

Weitere analytische Daten siche Literatur.*%!

5.4.3 Allylierungen

Allgemeine Versuchsdurchfiihrung zur C-Allylierung im Mikrowellen-Durchfluss-Reaktor
Es wurde die entsprechende Pyranose in 0.5 mL absol. Acetonitril gelost und zuerst 8 Aquiv.
Allyl-TMS zugespritzt. Die Reaktionslésung wurde homogenisiert. Dann wurden 16 Aquiv.
48%ige BF5-OEt; in THF tropfenweise zugegeben. Das Gemisch wurde in die Probenschleife
injiziert, und es wurde mit 0.5 mL absol. MeCN nachgespiilt. Mit 12 mL/h wurde das
Losungsmittel durch die Probenschleifen in den Reaktor befordert. Die Verweilzeit im
Reaktor betrug 20 min bei einer Mikrowellenleistungg von max. 50 W bei 30 °C. Die
Produktlosung wurde in ges. NaHCOs;-Losung aufgefangen. AnschlieBend wurde mit
Dichlormethan extrahiert (3 x 5mL), die vereinigten organischen Phasen wurden {iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das erhaltene

Rohprodukt wurde ggf. sdulenchromatographisch gereinigt.

1-Allyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-1-desoxy-a-D-galactopyranosid (87)

BnO _0OBn Nach allgemeiner Synthesevorschrift
(@]

BnO Gemil der allgemeinen Synthesevorschrift wurden 14.9 mg (25.6 umol) 1-O-

| Acetyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a,-D-galactopyranose (83), Allyl-TMS (86)
(36.0 uL, 205 pmol) und 48%ige BF;-OEt; in THF (39.0 puL, 452 pmol) umgesetzt. Das Pro-

BnO

dukt wurde analysenrein erhalten.

Ausbeute: 13.4 mg (23.7 pmol, 93 %) eines gelben Ols.

Alternativmethode im Kolben!""

Unter Njp-Atmosphdre und Rithren wurde zur 1-O-Acetyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-D-
galactopyranose (83) (38.0 mg, 65.2 umol) in 1 mL abosl. Acetonitril Allyl-TMS (86) (20.0
ul, 126 pmol, 2 Aquiv.) zugespritzt. Die Reaktionslosung wurde auf 0 °C abgekiihlt und
48%ige BF;-OEt, in THF (32.0 ul, 254 umol, 4 Aquiv.) tropfenweise zugegeben. Nach
beendeter Zugabe wurde 24 h bei 0°C weiter geriihrt. AnschlieBend wurde ges.
NaHCO;-Losung zugegeben und auf Raumtemperatur erwdrmt. Die wéssrige Phase wurde

mit Dichlormethan (2 x 5SmL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen iiber MgSO4
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getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Produkt

ohne weitere Reinigung analysenrein erhalten.
Ausbeute: 36.0 mg (63.7 umol, 98 %) eines gelben Ols.

C37H4005 [M = 564.72 g/mol]
R;=0.72 (‘Hex/EtOAc, 2:1)
[a]%® =+31.6° (c = 1.0, CHCls); Lit.: [a]2® = +34.2° (¢ = 1.02, CHCl3)!"""!

ESI-MS (positiv): (m/z): 565.31 ([M+H]", ber.: 565.29), 582.30 ([M+NH,]", ber.: 582.32),
587.27 (IM+Na]", ber.: 587.28), 603.28 ([M+K]", ber.: 603.25)

'H-NMR (300 MHz, CDCls), § (ppm)=7.44 - 7.17 (m, 20 H, Ha,), 5.90 - 5.64 (m, 1 H,
=CH-AIl), 5.14 - 5.02 (m, 2 H, =CH,-All), 4.78 - 4.39 (m, 8 H, CH,-Bn), 4.14 - 3.97 (m, 3 H,
H-1, H-4, H-2), 3.92 - 3.82 (m, 1 H, H-3), 3.81 - 3.64 (m, 3 H, H-5, H-2), 2.50 - 2.29 (m,
2 H, -CH,-All).

BC-NMR (75 MHz, CDCly), & (ppm) = 138.55, 138.44, 138.41, 138.23 (Cipso-Ph), 135.08
(=CH-All), 128.32, 128.26, 128.17, 127.90, 127.84, 127.72, 127.56, 127.50, 127.43
(Comp-Ph), 116.76 (=CHa-All), 76.39, 74.20, 73.15, 73.03, 72.98, 72.52 (C-1, C-2, C-3, C-3,
C-4, C-5, CH,-Bn), 67.19 (C-6), 29.68 (-CH,-AlL).

Weitere analytische Daten siche Literatur.!*!)

1-Allyl-2-azido-3,4,6-tri-O-benzyl-1,2-didesoxy-a-D-galactopyranosid (89a)

BnO o8 Gemil der allgemeinen Synthesevorschrift wurden 15.5 mg (29.9 umol) 1-O-
n

0 Acetyl-2-azido-3,4,6-tri-O-benzyl-2-desoxy-a/pB-D-galactopyranose (85),

N Allyl-TMS (86) (38 uL, 239 umol) und 48%ige BF;-OEt, in THF (43 pL,

BnO

| 489 pmol) umgesetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch gereinigt (‘Hex/EtOAc 10:1 — “Hex/EtOAc 2:1).

Ausbeute: 7.6 mg (15.2 umol, 51 %) eines farblosen Ols.

Alternativmethode im Kolben?*®

Zunéchst wurde 1-O-Acetyl-2-azido-3,4,6-tri-O-benzyl-2-desoxy-o/B-D-galactopyranose (85)
(108 mg, 209 pumol) in 1 mL absol. Acetonitril gelost und dann Allyl-TMS (86) (64.0 pul,
403 pmol, 2 Aquiv.) zugespritzt. Die Reaktionslosung wurde auf 0 °C abgekiihlt und 48 %ige
BF;-OFEt, Losung in THF (36.0 ul, 417 pmol, 2 Aquiv.) tropfenweise zugegeben. Die Reakti-

onsmischung wurde 6 d bei 7 °C gelagert. Danach wurde mit 1 mL ges. Natriumhydrogencar-
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bonatlosung neutralisiert, mit Dichlormethan riick-extrahiert (3 x 1 mL), die vereinigten or-
ganischen Phasen iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum ent-
fernt (in der Kilte!). Das Rohprodukt wurde anschlieBend sdulenchromatographisch an Kie-

selgel gereinigt (‘Hex/EtOAc, 10:1).
Ausbeute: 75.6 mg (151 pumol, 72 %) eines farblosen Ols.*

Alternativmethoden in Mikrowelle/Ultraschall im batch

Zu 53.0mg (102 umol) 1-O-Acetyl-2-azido-3.4,6-tri-O-benzyl-2-desoxy-o/pB-D-galacto-
pyranose (85) in 1 mL absol. Acetonitril wurden unter einer Ar-Atmosphire Allyl-TMS (86)
(32.0 ul, 202 pmol, 2 Aquiv.) und 48 %ige BF;-OEt, Losung in THF (18.0 ul, 209 umol,
2 Aquiv.) zugespritzt. Die Reaktionsmischung wurde 30 min im Ultraschallbad
(50/60 Hz % 230 V) bzw. in der Mikrowelle (50 W, max. 25 °C) behandelt. Danach wurde mit
I mL ges. Natriumhydrogencarbonatlosung neutralisiert, mit Dichlormethan riick-extrahiert
(3 x 1 mL), die vereinigten organischen Phasen tiber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt (in der Kélte!). Das Rohprodukt wurde anschlieend sdu-

lenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (‘Hex/EtOAc, 10:1).

Ausbeute: Ultraschallbad: 18.0 mg (36.0 umol, 35 %), Mikrowelle: 19.5 mg (39.0 umol,
39 %)

C30H33N304 [M =499.61 g/mol]
R¢=0.56 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

HPLC-MS (positiv): (m/z): 500.3 ([M+H]", ber.: 500.25), 517.3 ([M+NH,4]", ber.: 517.28),
522.3 ((M+Na]’, ber.: 522.24)

'H-NMR (300 MHz, CDCls), § (ppm)=7.41 - 7.28 (m, 15 H, Ha,), 5.88 - 5.68 (m, 1 H,
=CH-AIl), 5.19 - 5.04 (m, 2 H, =CH,-All), 4.84 - 4.40 (m, 6 H, CH,-Bn), 4.12 - 3.96 (m, 4 H,
H-1, H-2, H-3, H-5), 3.76 - 3.63 (m, 3 H, H-4, H-6), 2.40 - 2.28 (m, 2 H, -CH,-All).

BC-NMR (75 MHz, CDCLy), 8 (ppm)= 138.25, 138.22, 138.09, 137.84, 137.65, 137.59,
137.44 (Cipso-Ph), 134.17 (=CH-AI), 128.54, 128.47, 128.44, 128.37, 128.32, 128.24, 128.05,
127.94, 127.90, 127.86, 127.80, 127.68, 127.61 (Com,-Ph), 117.34 (=CH,-All), 75.08, 74.87,
74.81, 73.90, 73.56, 73.36, 73.17, 72.77, 72.47, 72.13, 71.67, 71.29, 70.17, 68.33 (C-2, C-3,
C-4, C-5, CH,-Bn), 64.80 (C-1), 60.96 (C-6), 59.31 (C-2), 26.90 (-CH,-AlL).
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*Bei Raumtemperatur ist das Produkt sehr instabil, sodass keine vollstdndige Analytik durch-

gefiihrt werden konnte.

1-Allyl-2,3-di-O-benzyl-4,6-O-benzyliden-1-desoxy-a-D-glucopyranosid (90a)

Ph Gemél der allgemeinen Synthesevorschrift wurden 49.4 mg (0.10 mmol)
©)

£5 O 1-O-Acetyl-2,3-di-O-benzyl-4,6-O-benzyliden-a,-D-glucopyranose  (82a),

BnOl_ Allyl-TMS (86) (125 uL, 0.79 mmol) und 48%ige BF;-OEt, in THF

| (135 uL, 1.56 mmol) umgesetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde

sdulenchromatographisch gereinigt (‘Hex — “Hex/EtOAc 10:1) und als Edukt/Produkt-
Gemisch (1 : 1.6) erhalten.

Ausbeute: 48.7 mg (max. 0.10 mmol) eines gelben Ols.

C30H3,05 [M =472.58 g/mol]

R¢=0.70 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 495.20 ((M+Na]", ber.: 495.21), 511.19 ((IM+K]", ber.: 511.19)
Charakteristische Signale des Produkts:

"H-NMR ['H-"H-COSY] (300 MHz, CDCl3), 8 (ppm) = 5.91 - 5.73 (m, 1 H, =CH,-All), 5.49

-5.42 (m, 1 H, CH-Bnz), 5.11 - 4.99 (m, 2 H, =CH,-All), 2.76 - 2.59 (m, 1 H, -CH,-All), 2.51
-2.38 (m, | H, -CH,-All).

3,4-Di-0-acetyl-1-allyl-2,6-di-O-benzyl-1-desoxy-a-D-galactopyranosid (90c)
P Gemidll der allgemeinen Synthesevorschrift wurden 45.1 mg (92.7 umol)
n
0 1,3,4-Tri-O-acetyl-2,6-di-O-benzyl-a,p-D-galactopyranose (82¢), Allyl-TMS

BnO (86) (115 pL, 724 pmol) und 48%ige BF5-OEt, in THF (125 pL, 1.45 mmol)

AcO

| umgesetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde séulenchromatographisch

gereinigt (‘Hex/EtOAc 10:1).
Ausbeute: 28.4 mg (60.6 umol, 65 %) eines farblosen Ols.

C27H3207 [M =468.55 g/mol]
R¢=0.43 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 491.19 ([M+Na]", ber.: 491.20), 507.18 ([M+K]", ber.: 507.18),
959.42 ([2M+Na]", ber.: 959.42)

[a]2® =+13.4° (c = 1.0, CHCl3); Lit.: [a]3® = +60.0° (c = 0.5, CH,Cl,)**”]
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'H-NMR ['H-"H-COSY] (300 MHz, CDCl;), & (ppm) =7.42 - 7.20 (m, 10 H, Hy,), 5.88 -
5.71 (m, 1 H, =CH-All), 5.53 - 5.44 (m, 1 H, H-4), 5.42 - 5.33 (m, 1 H, H-2), 5.24 - 5.17 (m,
1 H, H-3), 5.12 - 5.03 (m, 2 H, =CH,-All), 4.69 - 4.50 (m, 4 H, CH,-Bn), 4.22 - 4.16 (m, 1 H,
H-1), 4.06 - 3.99 (m, 1 H, H-5), 3.51 (dd, *Jieani66=9.90 Hz, *Jiy6 45=6.24 Hz, 1 H, H-6a), 3.42
(dd, “ii6a1166=9.54 Hz, *Ji16115=6.24 Hz, 1 H, H-6b), 2.63 - 2.42 (m, 2 H, -CH,-All), 2.03, 2.00
(2 x5, 6 H, 2 x OAc).

BC-NMR {HSQC] (101 MHz, CDCls), & (ppm) = 170.10, 170.07 (C=O4,), 137.95, 137.73
(Cipso-Ph), 134.36 (=CH-AIl), 128.50, 128.38, 128.34, 127.90, 127.79, 127.57, 127.54
(Comyp-Ph), 117.21 (=CH,-All), 73.84 (C-1), 73.34, 73.11 (CH,-Bn), 70.96 (C-2), 70.02 (C-3),
68.72 (C-4), 68.53 (C-5), 67.76 (C-6), 29.67 (-CH,-All), 20.85, 20.69 (OAc).

2,3,4-Tri-0O-acetyl-1-allyl-6-O-benzyl-1-desoxy-a-D-galactopyranosid (90d)

ACO _oBn Gemdll der allgemeinen Synthesevorschrift wurden 54.0 mg (123 pumol)
O 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-O-benzyl-o,B-D-galactopyranose, *'! Allyl-TMS

AcO | (86) (153 uL, 963 pmol) und 48%ige BF;-OEt, in THF (165 uL, 1.91 mmol)

gereinigt (‘Hex/EtOAc 10:1 — “Hex/EtOAc 2:1).

AcO

umgesetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde sédulenchromatographisch

Ausbeute: 41.8 mg (99.4 umol, 81 %) eines farblosen Ols.

C22H2808 [M =420.46 g/mol]
Re=0.32 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 443.14 ([M+Na]’, ber.: 443.17), 459.14 ([M+K]", ber.: 459.14),
863.36 ([2M+Na]", ber.: 863.36)

[]23 = +56.1° (c = 1.0, CHCls)

"H-NMR ['H-'H-COSY] (300 MHz, CDCl;), & (ppm) = 7.37 - 7.23 (m, 5 H, Ha,), 5.89 - 5.70
(m, 1 H, =CH-AIl), 5.55 - 5.46 (m, 1 H, H-4), 5.34 - 5.27 (m, 1 H, H-2), 5.25 - 5.16 (m, 1 H,
H-3), 5.15 - 5.07 (m, 2 H, =CH,-All), 4.59 - 4.52 (m, 1 H, CH,-Bn), 4.47 - 4.39 (m, 1 H,
CH,-Bn), 4.35 - 425 (m, 1 H, H-1), 4.03 (td, *Jus14=6.24 Hz, *Jusu=1.47 Hz, 1 H, H-5),
3.53 (dd, *Jueanev=9.54 Hz, *Juens=6.24 Hz, 1 H, H-6a), 3.43 (dd, *Jueaner=9.72 Hz,
3 Juens=6.42 Hz, 1 H, H-6b), 2.62 - 2.41 (m, 1 H, -CH,-All), 2.37 - 2.23 (m, 1 H, -CH,-All),
2.05 (2 x5, 6 H,2 x OAc), 2.00 (s, 3 H, OAc).

13C-NMR [HSQC] (101 MHz, CDCl3), & (ppm) = 170.06 (C=Oc), 137.63 (Cipso-Ph), 133.52

(=CH-All), 128.37, 127.84, 127.80, 127.74 (Comp-Ph), 117.59 (=CH»-All), 73.40 (CH,-Bn),
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72.28 (C-1), 68.79 (C-5), 68.27, 68.21 (C-2, C-3, C-4), 67.52 (C-6), 30.44 (-CH,-All), 20.79,
20.70, 20.64 (OAc).

5.4.4 Synthese des Galactosylaldehydbausteins

3-(2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-a-D-galactopyranosyl)-propanol (93)2'
BnO _OBn Es wurde 1-Allyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-1-desoxy-a-D-galactopyranosid
BnO o (87) (60.0 mg, 106 umol) unter einer N,-Atmosphire vorgelegt und mit
BnO

0.5 mL (250 pmol) 9-BBN-Losung (0.5 M in THF) versetzt. Das Gemisch

on wurde 8 h unter Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wurde mit EtOH

(0.5 mL) verdiinnt, und bei 0 °C wurden je 0.5 mL 3 N NaOH und H,0O, zugegeben. Danach
wurde 12 h bei Raumtemperatur geriihrt. Zur Aufarbeitung wurden je 2 mL ges. NaCl-Losung
und Diethylether zugeben und die wissrige Phase mit Diethylether (2 x 2 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung (2 x 2 mL) erneut gewaschen
und danach {iber Magnesiumsulfat getrocknet. Das erhaltene Rohprodukt wurde

sdulenchromatographisch gereinigt (‘Hex/EtOAc, 10:1 — “Hex/EtOAc, 2:1).
Ausbeute: 44.1 mg (62.5 umol, 74 %) eines farblosen Ols.

C37H4206 [M = 582.74 g/mol]
R¢ = 0.20 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 605.25 ((M+Na]", ber.: 605.29), 1187.51 ([2M+Na]", ber.: 1187.58)
[a]2® =+21.5° (c = 1.0, CHCls), Lit.: [a]3* =+50.1 ° (¢ = 1.0, CH,CL,)"*'?!

'H-NMR ['H-'H-COSY] (300 MHz, CDCl3), & (ppm) =7.42 - 7.21 (m, 20 H, Hy,), 4.79 -
4.44 (m, 8 H, CH,-Bn), 4.09 - 3.93 (m, 3 H, CH,-OH, H-3), 3.90 - 3.77 (m, 2 H, H-4, H-5),
3.73 (dd, *Juo.u3=7.15 Hz, *Jupm=2.38 Hz, 1 H, H-2), 3.69 - 3.54 (m, 3 H, H-6, H-1), 2.06
(br. s., 1 H, OH), 1.82 - 1.55 (m, 4 H, CH,’, CH,”").

PC-NMR {HSQC] (101 MHz, CDCl;), 5 (ppm) = 138.52, 138.34, 138.24, 138.05 (Cipso-Ph),
128.41, 128.32, 128.25, 128.08, 127.92, 127.84, 127.71, 127.61, 127.54, 127.46 (Comp-Ph),
76.91 (C-3), 74.32 (C-4), 73.27, 73.21, 73.14, 73.03 (CH,-Bn), 72.09 (C-1), 67.80 (C-2, C-5,
C-6), 62.36 (CH,0OH), 29.70 (CH,""), 23.48 (CH,").
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3-(2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-a-D-galactopyranosyl)-propanal (94)

BnO _OBn Ein Gemisch aus 44.1 mg (75.7 umol) 3-(2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-a-D-
BnO 2 galactopyranosyl)-propanol  (93), trockenem  Dichlormethan und
BnO

pulverformigen Molsiecben 4 A wurden unter N,-Atmosphire zunichst
H Yo 15min bei Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wurden 2.00 mg
(9.27 umol) Pyridintumchlorochromat zugegeben und eine weitere Stunde geriihrt. Danach
wurde tiber Kieselgel filtriert, mit Dichlormethan nachgewaschen und das Losungsmittel
unter  vermindertem  Druck  entfernt. @ Das  erhaltene = Rohprodukt  wurde

sdulenchromatographisch gereinigt (‘Hex/EtOAc, 10:1 — “Hex/EtOAc, 5:1).
Ausbeute: 12.3 mg (21.2 umol, 28 %) eines farblosen Ols.

C37H4006 [M = 580.72 g/mol]

R¢ = 0.45 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

[a]3® =+13.9 ° (¢ = 1.0, CHCl5)

ESI-MS (positiv): (m/z): 603.24 ([M+Na]’, ber.: 603.27), 619.23 ([M+K]", ber.: 619.26),
1183.54 ([2M+Na]", ber.: 1183.55)

'H-NMR ['H-'H-COSY] (300 MHz, CDCls), & (ppm) =9.75 (s, 1 H, CHO), 7.38 - 7.28 (m,
20 H, Hy,), 4.79 - 4.46 (m, 8 H, CH,-Bn), 4.02 - 3.88 (m, 3 H, H-1, H-3, H-4), 3.86 - 3.70 (m,
3 H, H-2, H-5, H-6a), 3.65 - 3.56 (m, 1 H, H-6b), 2.62 - 2.35 (m, 2 H, CH,"), 2.05 - 1.78 (m,
2 H, CHY).

C-NMR [HSQC] (101 MHz, CDCl3), § (ppm) = 202.21 (C=0), 138.49, 138.40, 138.24,
138.15 (Cipso-Ph), 128.37, 128.30, 127.96, 127.90, 127.77, 127.63, 127.58, 127.49 (Co.mp-Ph),
76.61 (C-3), 74.27, 73.28, 73.17, 73.03 (C-1, C-2, C4, C-5, CH,-Bn), 67.62 (C-6), 40.40
(CH,’*), 20.11 (CH,").

5.4.5 Synthese des Galactosaminaldehydbausteins

1-Allyl-2-acetamido-3,4,6-tri-O-benzyl-1,2-didesoxy-a-D-galactopyranosid (95)
Unter Eiskithlung wurde zu einer Losung aus 75.6 mg (151 umol) 1-Allyl-2-

BnO _0Bn
BnO ] azido-3.4,6-tri-O-benzyl-1,2-didesoxy-a-D-galactopyranosid (89a) in 1.5 mL
AcHN eines Tetrahydrofuran/Acetanhydrid/Essigsdure (3:2:1)-Gemisches aktiviertes

| Zinkpulver gegeben. Das Zinkpulver (15.8 mg, 242 pmol) wurde zuvor durch
mehrfaches Aufschldimmen in verd. Kupfersulfat Losung (1.13 g Kupfersulfat-Pentahydrat,
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gelost in 10 mL Wasser) aktiviert, mit Wasser gewaschen und mit Diethylether getrocknet.
Zunéchst wurde 2 h bei 0 °C geriihrt und die Temperatur schrittweise auf Raumtemperatur
erhoht. Nach 20 h wurde mit 1.0 mL Tetrahydrofuran verdiinnt, tiber Kieselgel filtriert und
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Losungsmittelreste wurden durch Ko-
destillation mit Toluol (2 x 1.0 mL) entfernt. Der Riickstand wurde in 1.5 ml Dichlormethan
aufgenommen und mit ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung (1 x 2.0 mL) gewaschen. Die
wissrige Phase wurde mit Dichlormethan riick-extrahiert (3 x 1.5 mL), die vereinigten orga-
nischen Phasen tiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch (‘Hex/EtOAc 10:1 —
“Hex/EtOAc 2:1 — “Hex/EtOAc 1:1 — “Hex/EtOAc 1:2) gereinigt.

Ausbeute: 34.0 mg (65.9 umol, 44 %) eines farblosen, amorphen Feststoffs.

C32H37N05 [M =515.65 g/mol]
R¢= 0.15 (“Hex/EtOAc, 2:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 516.32 ([M+H]', ber.: 516.27), 538.28 ([M+Na]’, ber.: 538.26),
554.28 (IM+K]", ber.: 554.23)

[«]23 =+31.7 ° (c = 1.0, CHCl)

'H-NMR ['H-"H-COSY] (300 MHz, CDCL3), & (ppm) =7.40 - 7.24 (m, 15 H, Hy,), 5.61 -
5.76 (m, 1 H, =CH-AIl), 5.14 - 4.99 (m, 2 H, =CH,-All), 4.81 - 4.38 (m, 6 H, CH,-Bn), 4.33 -
422 (m, 1 H, H-3), 4.21 - 4.12 (m, 2 H, H-2, H-4), 4.12 - 4.05 (m, 1 H, H-1), 3.90 - 3.84 (m,
1 H, H-5), 3.81 - 3.72 (m, 2 H, H-6), 2.34 - 2.22 (m, 1 H, -CH,-All), 2.15 - 2.05 (m,
1 H, -CH,-All), 1.97 (s, 3 H, NHAc).

BC-NMR [HSQC] (75 MHz, CDCLy), § (ppm) = 169.72 (C=Oxc), 138.41, 138.30, 138.24,
137.72, 137.63 (Cipso-Ph), 133.49 (=CH-ALll), 128.56, 128.43, 128.34, 128.30, 128.24, 128.02,
127.98, 127.87, 127.76, 127.73, 127.54, 127.49 (Comp-Ph), 117.33 (=CHx-All), 76.17, 75.02,
74.61, 74.38, 73.62, 73.06, 72.63, 72.49, 71.93, 71.68, 71.02, 68.12 (C-2, C-3, C-4, C-5,
CH,-Bn), 65.99 (C-1), 65.51 (C-6), 49.85 (C-2), 34.83 (-CH,-All), 23.21 (Ac).

1-Allyl-2-amino-3,4,6-tri-O-benzyl-1,2-didesoxy-a-D-galactopyranosid (96)*"”

BnO o Unter N>-Atmosphére wurden 118 mg (236 pmol) 1-Allyl-2-azido-3,4,6-tri-
n

BnO O O-benzyl-1,2-didesoxy-a-D-galactopyranosid (89a) in 3 mL trockenem THF
HN geldst. AnschlieBend wurden 10.3 mg (277 umol) LiAlH,; zugegeben und
| das Gemisch 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Durch Zugabe von EtOAc
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(0.5 mL) wurde die Reaktion beendet. AnschlieBend wurde mit 3 mL ges. NaCIl-Losung ge-
waschen und die wéssrige Phase mit Diethylether (2 x 3 mL) riick-extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden tiber MgSO4 getrocknet und das Losungsmittel unter verminder-
tem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde sédulenchromatographisch (‘Hex/EtOAc 10:1 —
‘Hex/EtOAc 5:1 — “Hex/EtOAc 2:1 — “Hex/EtOAc 1:1) gereinigt.

Ausbeute: 109 mg (230 pmol, 97 %) eines farblosen Ols.

C30H35NO5 [M =473.61 g/mol]
R¢=0.10 (“Hex/EtOAc, 2:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 474.24 (IM+H]", ber.: 474.26), 496.26 ([M+Na]", ber.: 496.24),
947.45 ([2M+H]", ber.: 947.52)

[a]3® = +58.5 ° (¢ = 2.0, CHCl5)

'H-NMR ['H-'H-COSY] (300 MHz, CDCl;), & (ppm) =7.43 - 7.25 (m, 15 H, Hy,), 5.95 -
5.65 (m, 1 H, =CH-ALlI), 5.20 - 5.02 (m, 2 H, =CH,-All), 4.81 - 4.71 (m, 2 H, CH,-Bn), 4.67 -
4.45 (m, 4 H, CH,-Bn), 4.12 - 4.02 (m, 1 H, H-1), 4.02 - 3.96 (m, 1 H, H-4), 3.93 - 3.81 (m,
1 H, H-3), 3.80 - 3.68 (m, 1 H, H-2), 3.67 - 3.56 (m, 1 H, H-5), 3.42 - 3.12 (m, 2 H, H-6),
2.49 -2.21 (m, 2 H, -CH>-All), 1.54 (br. s., 2 H, NH>).

BC-NMR [HSQC] (101 MHz, CDCL), & (ppm) = 138.31, 138.02, 137.90, 137.58, 137.44
(Cipso-Ph), 134.49 (=CH-AIl), 128.15, 128.02, 127.95, 127.89, 127.81, 127.65, 127.55,
127.52, 127.42, 127.33, 127.29, 127.20 (Comp-Ph), 116.38 (=CH,-All), 79.30 (C-1), 73.87,
73.14 (CH,-Bn), 72.89 (C-5), 72.33 (C-4), 71.71 (C-3), 71.17, 71.01 (CH,-Bn), 68.72 (C-5),
67.11 (C-2), 50.39 (C-6), 36.39 (-CH,-All).

1-Allyl-2-benzylamino-3,4,6-tri-O-benzyl-1,2-didesoxy-a-D-galactopyranosid (97)
BnO _opn  Das Produkt wurde als Nebenprodukt bei der Synthese von I1-Allyl-2-

BnO R dibenzylamino-3,4,6-tri-O-benzyl-1,2-desoxy-a-D-galactopyranose (96) erhal-
BnHN

|
Ausbeute: 12.4 mg (22.0 pmol, 10 %) eines farblosen Ols.

ten.

C37H41NO4 [M =563.74 g/l’l’lOl]

Rf-0.58 (‘Hex/EtOAc, 2:1)
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ESI-MS (positiv): (m/z): 56431 ([M+H]', ber.: 564.31), 586.31 ([M+Na]", ber.: 586.29),
1149.65 ([2M+Na]", ber.: 1149.65)

[0]23 = +69.6 ° (c = 1.0, CHCl)

'H-NMR ['H-"H-COSY] (600 MHz, CDCL3), & (ppm)=7.41 - 7.24 (m, 20 H, Ha,), 5.93 -
5.70 (m, 1 H, =CH-AIl), 5.18 - 5.02 (m, 2 H, =CH,-All), 4.82 - 4.36 (m, 7 H, CH,-Bn), 4.22 -
4.11 (m, 1 H, H-1), 4.07 - 4.01 (m, 1 H, H-3), 3.98 - 3.88 (m, 1 H, H-4), 3.75 - 3.60 (m, 3 H,
H-2, H-5, H-6), 2.51 - 2.33 (m, 2 H, -CH,-All), 1.73 (br. s., 1 H, NH).

PC-NMR [HSQC, HMBC] (151 MHz, CDCl3), § (ppm) = 138.50, 138.15, 138.00 (Cips-Ph),
135.48 (=CH-AIl), 128.54, 128.43, 128.35, 128.24, 128.08, 127.88, 127.83, 127.71, 127.64,
127.54, 126.95 (Comp-Ph), 116.56 (=CH,-All), 73.37 (CH,-Bn), 72.46 (C-1, C-3, C-4), 71.74
(CH>-Bn), 68.18 (C-5, C-6), 51.99 (C-2).

1-Allyl-2-dibenzylamino-3,4,6-tri-O-benzyl-1,2-didesoxy-a-D-galactopyranosid (98)

BnO _op Es wurde 1-Allyl-2-amino-3,4,6-tri-O-benzyl-1,2-desoxy-a-D-galactopyra-
n

0 nosid (96) (109 mg, 230 umol) wurden in 0.5 mL DMF gelost und Kaliumcar-

BnoN bonat (9.70 mg, 70.2 umol) zugegeben. AnschlieBend wurde 0.5 mL

BnO

| (4.21 mmol) Benzylbromid vorsichtig zugetropft und 18 h bei Raumtempera-
tur geriihrt. Danach wurden 1 mL Wasser und 1 mL Toluol zugegeben. Die Phasen wurden
getrennt und die wissrige mit Toluol (2 x 2 mL) riick-extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurde tiber MgSO4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Es ent-
standen zwei Produkte, die sdulenchromatographisch (‘Hex — “Hex/EtOAc 10:1) getrennt

wurden.
Ausbeute: 74.6 mg (114 pmol, 50 %) eines farblosen Ols.

C44H47NO4 [M = 653.86 g/mol]
Re=0.63 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 654.38 ([M+H]", ber.: 654.36), 676.36 ([M+Na], ber.: 676.34),
1329.75 ([2M+Na]", ber.: 1329.69)

[0]23 =-1.3° (c = 1.0, CHCl;)

'"H-NMR ['H-"H-COSY] (600 MHz, CDCl;), & (ppm)=7.59 - 7.21 (m, 25 H, Hy,), 5.94 -
5.77 (m, 1 H, =CH-AIl), 5.21 - 5.04 (m, 2 H, =CH,-All), 4.99 - 4.79 (m, 2 H, CH,-Bn), 4.72 -
4.44 (m, 4 H, CH,-Bn), 4.28 - 421 (m, 1 H, NCH,-Bn), 4.11 - 4.05 (m, 1 H, NCH,-Bn),
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4.03 - 3.90 (m, 3 H, H-1, H-3, NCH»-Bn), 3.90 - 3.74 (m, 2 H, H-2, H-4), 3.74 - 3.46 (m, 3 H,
H-5, H-6), 2.68 - 2.43 (m, 2 H, -CH,-All).

3C-NMR [HSQC, HMBC] (151 MHz, CDCls), § (ppm) = 140.15, 138.78, 138.70, 138.10,
138.04, 137.99, 136.63 (Cipso-Ph), 135.84 (=CH-ALl), 129.64, 128.70, 128.59, 128.55, 128.47,
128.40, 128.36, 128.32, 128.21, 128.11, 128.06, 128.00, 127.95, 127.92, 127.81, 127.77,
127.70, 127.63, 127.50, 127.38, 126.79 (Comp-Ph), 116.19 (=CH,-All), 82.32 (C-3), 78.94
(NCH»-Bn), 77.21 (C-1), 76.57, 74.06, 73.52, 73.43, 72.08, 70.08 (C-4, C-5, CH,-Bn), 68.97
(C-6), 66.63, 65.63 (CH,-Bn), 56.28 (C-2), 36.72 (-CH,-All).

3-(2-Dibenzylamino-3.,4,6-tri-O-benzyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-propanol (99)

BnO _0OBn Es wurde 1-Allyl-2-dibenzylamino-3,4,6-tri-O-benzyl-1,2-didesoxy-a-D-
BnO ° galactopyranosid (98) (74.6 mg, 114 pumol) unter einer N,-Atmosphére
anN

vorgelegt und 1 mL einer 0.5 M 9-BBN-Losung in THF (500 umol)
oH zugespritzt. Das Gemisch wurde 8 h bei 65 °C erhitzt. Anschlieend
wurde auf 0 °C herabgekiihlt und zunichst 0.5 mL Ethanol sowie 0.5 mL einer wissrigen, 3 M
NaOH-Losung zugegeben. Danach wurden vorsichtig 0.5 mL H,O, zugetropft. Es wurde
langsam auf Raumtemperatur erwdrmt und 24 h geriihrt. Zur Aufarbeitung wurden je 2 mL
ges. NaCl-Losung und Diethylether zugeben und die wéssrige Phase mit Diethylether (2 X
2 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden erneut mit einer ges. NaCl-
Losung (2 x 2 mL) gewaschen und danach {iber Magnesiumsulfat getrocknet. Das erhaltene
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch gereinigt (‘Hex/EtOAc, 10:1 — “Hex/EtOAc,
2:1).

Ausbeute: 77.2 mg (114 umol, 100 %) eines farblosen Ols.

C44H4oNOs [M = 671.88 g/mol]

R¢=0.28 (“Hex/EtOAc, 2:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 672.32 ([M+H]", ber.: 672.37), 694.34 ([M+Na]", ber.: 694.35),
1365.71 ([2M+Na]", ber.: 1365.71)

[a]%® =-9.6 ° (c = 1.0, CHCl;)

'"H-NMR ['H-'H-COSY] (300 MHz, CDCl;), & (ppm) =7.62 - 7.14 (m, 25 H, Hy,), 5.00 -
4.76 (m, 2 H, CH,-Bn), 4.75 - 4.38 (m, 4 H, CH,-Bn), 4.22 - 4.12 (m, 1 H, NCH,-Bn), 4.08 -
3.98 (m, 1 H, NCH,-Bn), 3.97 - 3.76 (m, 5 H, CH,-OH, H-2, H-3, H-4), 3.72 - 3.50 (m, 4 H,
H-1, H-5, H-6), 1.91 - 1.78 (m, 2 H, CH,**), 1.74 - 1.63 (m, 3 H, CH,").
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C-NMR [HSQC, HMBC] (75 MHz, CDCL), § (ppm) = 140.22, 138.66, 138.59, 138.07,
137.96, 137.85, 137.77 (Cipso-Ph), 128.46, 128.40, 128.34, 128.19, 128.11, 127.96, 127.90,
127.86, 127.77, 127.70, 127.65, 127.58, 127.46, 127.39, 126.88, 126.78 (Com,-Ph), 82.25 (C-
3), 76.40, 74.00, 73.52, 72.84, 72.10, 71.98, 70.12, 69.10 (C-1, C-4, C-5, CH,-Bn), 62.89
(C-6), 62.33 (CH,-OH), 56.32 (C-2), 29.85 (CH,’), 27.35 (CH,”").

3-(2-Dibenzylamino-3,4,6-tri-O-benzyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-propanal (100)

BnO __0OBn Unter einer Ar-Atmosphére wurde 3-(2-Dibenzylamino-3,4,6-tri-O-benzyl-
BnO 2 2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-propanol  (99) (63.7 mg, 94.8 umol)
anN

vorgelegt. Es wurde absol. Dichlormethan mit aktiviertem Molsiebpulver

H" S0 4A zugespritzt und zunichst 15 min bei Raumtemperatur geriihrt. Danach

wurde Pyridintumchlorochromat (3.00 mg, 13.9 umol) zugegeben und eine weitere Stunde bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurden je 1mL Cyclohexan und
Diethylether zugegeben und iiber Kieselgel filtriert. Das Losungsmittel wurde im Vakuum

entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch gereinigt (‘Hex/EtOAc, 10:1).
Ausbeute: 18.2 mg (27.2 umol, 29 %) eines farblosen Ols.

Ca4H42NOs [M = 669.86 g/mol]

R¢= 0.55 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 670.24 ((M+H]", ber.: 670.35), 692.26 ([M+Na]", ber.: 692.33)
[]23 =-11.9 ° (¢ = 1.0, CHCL3)

"H-NMR ['H-'H-COSY] (300 MHz, CDCl;), & (ppm) = 9.78 (s, 1 H, CHO), 7.49 - 7.19 (m,
25 H, Hyy), 4.94 - 4.79 (m, 2 H, CH,-Bn), 4.69 - 4.42 (m, 4 H, CH,-Bn), 4.23 - 4.14 (m, 1 H,
NCH,-Bn), 4.08 - 3.99 (m, 1 H, NCH,-Bn), 3.98 - 3.88 (m, 2 H, H-3, NCH»-Bn), 3.85 - 3.71
(m, 3 H, H-2, H-4, H-5), 3.66 - 3.42 (m, 2.5 H, H-1, H-6), 3.35 - 3.18 (m, 0.5 H, H-6), 2.65 -
2.40 (m, 2 H, CH,”"), 2.16 - 2.01 (m, 2 H, CHy").

BC-NMR [HSQC, HMBC] (101 MHz, CDCl3), § (ppm) = 202.26 (HC=0), 140.08, 138.62,
138.02 (Cipso-Ph), 128.51, 128.46, 128.41, 12837, 128.27, 128.15, 127.95, 127.86, 127.80,
127.76, 127.70, 127.64, 127.57, 127.42, 126.85 (Comp-Ph), 82.29 (C-3), 76.21, 74.10, 73.49,
72.09, 70.13 (C-1, C-4, C-5, CH,-Bn), 68.85 (C-6), 56.27 (C-2), 40.87 (CHy’, CH,”).
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5.4.6 Synthese der Auxiliare

1,2,3,4,6-Penta-O-pivaloyl-p-D-galactopyranosid (101)**!

Zu einer Losung aus 35.7 mL (290 mmol) Pivaloylchlorid in 150 mL Py-

PivO _OPiv
PivO O opiy ridin und 90 mL Chloroform wurde 8.40 g (46.6 mmol) D-Galactose (10)
PivO

zugegeben und 4 d bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlieend wurde mit
150 mL Diethylether extrahiert. Die organische Phase wurde zunédchst mit 2 N Schwefelsdure
neutralisiert und danach mit je 50 mL ges. NaHCO;-Losung, Wasser und ges. NaCIl-Losung
gewaschen. Die organische Phase wurde tiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungs-
mittel unter vermindertem Druck entfernt. Das reine f-Produkt wurde nach der Umkristallisa-

tion aus Methanol erhalten.
Ausbeute: 6.10 g (10.2 mmol, 22 %) eines farblosen Feststoffs.

C31H5,01; [M = 600.74 g/mol]

R¢=0.90 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

[a]2® =+10.8 ° (c = 1.0, CHCl3), Lit.: [a]3? =+8.3 ° (¢ = 1.5, CHCl3)"**
Schmp.: 115 °C, Lit.: 117 °C %]

'H-NMR (300 MHz, CDCl), & (ppm)=5.74 (d, *Jum=8.44Hz, 1 H, H-1), 5.46 (d,
Jins=2.93 Hz, 1 H, H-2), 5.39 (dd, *Ji413=10.27 Hz, *Juans = 8.44 Hz, 1 H, H-4), 5.20 (dd,
Jis=10.27 Hz, *Juzna=3.30 Hz Juzo=3.33 Hz, 1 H, H-3), 425 - 3.97 (m, 3 H, H-5,
H-6ab), 1.29, 1.21, 1.18, 1.14, 1.13 (5 x s, 45 H, 5 x Piv).

Weitere analytische Daten siehe Literatur, 122272681

2,3,4,6-Tetra-O-pivaloyl-B-D-galactopyranosylazid (102)7)

PO Oy Es wurden 6.10g (10.2mmol) 1,2,3,4,6-Penta-O-pivaloyl-p-D-
PIVO O N, galactopyranose (101) in 200 mL Dichlormethan gelést und 1.50 mL
OPiv " (11.3 mmol) Trimethylsilylazid sowie 1.00 mL (8.56 mmol) Zinntetra-
chlorid zugegeben. Nach 18 h Riihren bei Raumtemperatur wurde mit je 100 mL Wasser, 1 M
Salzsdure, ges. Natriumhydrogencarbonatlosung und ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach
Umbkristallisation aus Methanol wurde ein Produktgemisch erhalten und ohne weitere Reini-

gung in der nichsten Stufe verwendet.

Ausbeute: 5.60 g (max. 10.2 mmol) eines farblosen Feststoffs als Produktgemisch.
186



Experimenteller Teil

C26H43N309 [M =541.63 g/mol]
R¢=0.50 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 564.24 ([M+Na]’, ber.: 564.29), 580.25 ([M+K]", ber.: 580.26),
1105.56 ([2M+Nal+, ber.: 1105.59)

Charakteristische Signale des Produkts:

'H-NMR (300 MHz, CDCl5) & (ppm): 5.46 - 5.42 (m, 1 H, H-4), 5.26 - 5.10 (m, 2 H, H-2,
H-3), 4.65 (d, *Juim = 8.44 Hz, 1 H, H-1), 4.25 - 3.99 (m, 3 H, H-5, H-6ab), 1.28, 1.20, 1.14,
1.13 (4 xs,36 H, 4 x Piv).

BC-NMR (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 88.53 (C-1).

Weitere analytische Daten siche Literatur.**>**"!

2,3,4,6-Tetra-O-pivaloyl-B-D-galactopyranosylamin (103)7]

Zuerst wurde der Katalysator aktiviert, indem 4.60 g einer Aluminium-

PivO __OPiv
O . . . . .
PiVO NH, Nickel Legierung in Wasser aufgenommen und solange mit festem Natri-
OPiv

umhydroxid versetzt wurde bis keine Gasentwicklung mehr auftrat. Das
Katalysatorgemisch wurde 30 min auf 70 °C erhitzt, danach neutral gewaschen (pH =7.5)
und mehrfach in Methanol aufgeschlammt. Der aktivierte Katalysator wurde mit 50 mL Me-
thanol vorgelegt. Unter einer Wasserstoffatmosphiare wurden 5.60 g (max. 10.2 mmol) des
Rohprodukts 2,3,4,6-Tetra-O-p-D-galactopyranosylazids (102), gelost in 50.0 mL Methanol
mit 1 % Dichlormethan, zugespritzt und 16 h bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlieend
wurde iiber Hyflo® filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach
dem Umkristallisieren aus Methanol wurde ein farbloser Feststoff als Produktgemisch erhal-
ten, welcher siulenchromatographisch gereinigt wurde (Isolera, Gradienten 100 % “Hex —

100 % EtOAc).
Ausbeute: 2.28 g (4.42 mmol, 43 % tiber zwei Stufen) eines farblosen, amorphen Feststoffs.
C26H46NOg [M = 516.31 g/mol]

R¢=0.55 (“Hex/EtOAc, 2:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 539.26 ([M+Na]’, ber.: 539.30), 555.23 ([M+K]", ber.: 555.28),
1055.55 ([2M+Na]", ber.: 1055.62), 1071.55 ([2M+Na]", ber.: 1071.60).

[a]2® =+8.5 ° (c = 1.0, CHCI3), Lit.: [a]%? =+8.1 ° (¢ = 1.0, CHCl3)"**"]
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"H-NMR ['H-'H-COSY] (300 MHz, CDCls), & (ppm) = 5.57 - 5.46 (m, 2 H, H-3, H-4), 5.24 -
5.03 (m, 1 H, H-2), 4.72 (d, *Ji1.1=7.70 Hz, 1 H, H-1), 4.50 (t, *Jis.n6ao=7.15 Hz, 1 H, H-5),
4.18 -3.93 (m, 2 H, H-6), 1.26, 1.19, 1.18, 1.13 (4 x s, 36 H, 4 x Piv).

BC-NMR [HSQC] (101 MHz, CDCls), & (ppm)= 177.97, 177.78, 177.21, 177.17, 176.88,
176.79 (C=Opy), 96.20 (C-1pB), 70.28 (C-2), 68.48 (C-3), 67.27 (C-4), 66.49 (C-5), 61.17
(C-6), 39.06, 38.93, 38.78, 38.74, 38.71 (Cqua-Piv), 27.19, 27.15, 27.10, 27.06, 27.03
(CH;3-Piv).

Weitere analytische Daten siche Literatur.!*>>**7]

1,2,3,4-Tetra-0O-acetyl-o/B-D-arabinopyranosid (105)%27
oAc Es wurden 8.00 g (53.3 mmol) D-Arabinose (104) in 100 mL Pyridin gel6st

o oAc und bei 0 °C langsam mit 60 mL Acetanhydrid versetzt. Die Reaktionslo-

A Ohe sung wurde auf Raumtemperatur erwérmt und 18 h geriihrt. Unter vermin-
dertem Druck wurde die Losung eingeengt. Der Riickstand wurde in 50 mL Dichlormethan
gelost und in folgender Reihenfolge gewaschen: mit 2 N Salzsdure (2 x 50 mL), Wasser
(1 x 50 mL), verd. Natriumhydrogencarbonatlésung (2 x 50 mL), Wasser (1 x 100 mL). Die

organische Phase wurde iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum

entfernt. Das Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung in der ndchsten Stufe umgesetzt.
Ausbeute: 16.9 g (53.2 mmol, 92 %) gelbes, hochviskoses Ol. Verhéltnis o/p =2 : 3

C13H1809 (M =318.28 g/mol)
Re=0.59 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 341.05 ([M+Na]", ber.: 341.08), 357.06 ([M+K]", ber.: 357.06),
659.18 ([2M+Na]", ber.: 659.18)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & (ppm) = 6.34 (br. s, 1 H, H-1p), 5.65 (d, *Ji1.1=6.97 Hz, 1 H,
H-1a), 5.36 - 5.33 (m, 2 H, H-2p, H-4a), 5.29 (br. s, 1 H, H-2a), 5.10 (dd, *Ji3,1=8.99 Hz,
Jisa=3.48 Hz, 1 H, H-30), 4.43 - 431 (m, 1 H, H-4p), 4.28 - 4.16 (m, 1 H, H-3p), 4.10 -
3.99 (m, 2 H, H-5B), 3.86 - 3.73 (m, 2 H, H-50), 2.15, 2.13, 2.12, 2.11, 2.06, 2.03, 2.02 (8 x s,
24 H, 8 x OAc-ap).

Charakteristische Signale der Anomere:

BC-NMR (75 MHz, CDCls), & (ppm) = 92.11 (C-1a), 90.15 (C-1p).

[269]

Weitere analytische Daten siehe Literatur.
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2,3,4-Tri-0O-acetyl-a-D-arabinopyranosylazid (106)1"

OAC In 150 mL absolutem Dichlormethan wurden 16.9 g (53.2 mmol) 1,2,3,4-
Ny 2 Tetra-O-acetyl-o/pB-D-arabinopyranose (105) gelost. Danach  wurden

OAc e 8.50 mL (64.0 mmol) Trimethylsilylazid und 1.00 mL (8.56 mmol) Zinn-
chlorid zugegeben und das Gemisch 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde
mit Wasser (3 x 50 mL), verd. Natriumhydrogencarbonatlosung (1 x 50 mL) und erneut mit
Wasser (1 x 50 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde iiber Magnesiumsulfat getrock-
net und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde ohne weitere Reini-

gung in der nidchsten Stufe umgesetzt.
Ausbeute: 16.4 g (53.7 mmol, 100 %) eines farblosen, viskosen Ols.

C11HisN307 (M =301.26 g/mol)

Rf=0.51 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 324.05 ((M+Na]", ber.: 324.08), 340.09 ([IM+K]", ber.: 340.05)
Charakteristische Signale des Produkts:

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & (ppm) = 5.29 - 5.24 (m, 1 H, H-4), 5.12 (dd, *Ji2.413=9.72 Hz,
Jim=7.89 Hz, 1 H, H-2), 5.02 (dd, *Ju3.1=9.72 Hz, *Juzn4=3.48 Hz, 1 H, H-3), 4.57 (d,
Juime=7.70 Hz, 1 H, H-1), 4.08 (dd, “Jusansv=13.20 Hz, *Jus14=2.57 Hz, 1 H, H-5a), 3.73
(dd, “Jissan156=18.70 Hz, *Jys.ua=1.50 Hz, 1 H, H-5b), 2.13, 2.06, 1.99 (3 x 5, 9 H, 3 x OAc).

BC-NMR (75 MHz, CDCls), & (ppm) = 170.24, 170.03, 169.41 (C=Oax.), 88.52 (C-1), 70.15
(C-3), 68.41 (C-2), 67.54 (C-4), 65.67 (C-5), 20.92, 20.73, 20.64 (3 x OAc).

Weitere analytische Daten siche Literatur.!**"**"]

o-D-Arabinopyranosylazid (107)**"**’]

onq Es wurden 12.1 g (40.2 mmol) des Rohprodukts 2,3,4-Tri-O-acetyl-a-D-
N3\%OH arabinopyranosylazids (106) in 100 mL Methanol gelost und mit einer
o 1%igen Natriummethanolatlosung versetzt bis ein pH-Wert von 8.5 - 9 er-
reicht war. Es wurde 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Gemisch wurde mit Amberlyst® 15

neutralisiert, danach filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt

wurde ohne weitere Reinigung in der nédchsten Stufe verwendet.
Ausbeute: 6.9 g (39.4 mmol, 98 %) eines farblosen Ols.

C5H9N304 (M =175.14 g/mol)
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R¢ = 0.83 (CH,Cl,/MeOH/H,0, 95:5:1)
ESI-MS (positiv): (m/z): 198.04 ((M+Na]", ber.: 198.05)
Charakteristische Signale des Produkts:

'"H-NMR (300 MHz, CDCls), § (ppm) = 4.26 - 4.15 (m, 1 H, H-1), 3.90 - 3.77 (m, 1 H, H-5a),
3.76 - 3.66 (m, 1 H, H-4), 3.46 - 3.29 (m, 3 H, H-2, H-3, H-5b).

BC-NMR (101 MHz, CDCL3), § (ppm) = 90.85 (C-1), 73.36, 70.86, 68.05, 68.02 (C-2, C-3
C-4, C-5).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[*7-**"]

2,3,4-Tri-O-pivaloyl-a-D-arabinopyranosylazid (108)1*7>*’]
opy 10 100 mL Pyridin wurden 6.90 g (39.4 mmol) a-D-Arabinopyranosylazid

Ny O opiy (107) geldst und unter Eiskithlung mit 16.0 mL (130 mmol) Pivaloylchlorid

OPiv versetzt. Das Gemisch wurde 24 h bei Raumtemperatur geriihrt und an-
schlieBend das Losungsmittel unter vermindertem Druck eingeengt. Der Riickstand wurde in
50 mL Dichlormethan gelost und in folgender Reihenfolge gewaschen: mit 2 N Salzsédure
(2 x 100 mL), ges. Natriumhydrogencarbonatlosung (5 x 50 mL) und ges. NaCl-Losung
(1 x 50 mL). Die organische Phase wurde iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lo-
sungsmittel im Vakuum entfernt. Nach dem Umkristallisieren aus Methanol wurde ein farblo-
ser Feststoff als Produktgemisch erhalten, welcher sdulenchromatographisch gereinigt wurde

(Isolera, Gradienten 100 % “Hex — 100 % EtOAc).
Ausbeute: 2.27 g (5.30 mmol, 13 %) eines farblosen, viskosen Ols.

C20H33N307 (M =427.50 g/mol)

R¢ = 0.62 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 450.22 ([IM+Na]", ber.: 450.22), 466.20 (IM+K]", ber.: 466.19)
'H-NMR (300 MHz, CDCls), 8 (ppm) = 5.28 - 5.17 (m, 1 H, H-4), 5.14 - 5.08 (m, 1 H, H-2),
5.02 (d, *Jusus=4.03Hz, 1 H, H-3), 457 (d, *Ju.x=7.70Hz, 1 H, H-1), 4.09 (dd,
*Jusanss=13.02 Hz , *Jus,1a=2.75 Hz, 1 H, H-5a), 3.79 - 3.71 (m, 1 H, H-5b), 1.26, 1.20, 1.14
(3 x 5,27 H, 3 x Piv).

Weitere analytische Daten siche Literatur.27**"!
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2,3,4-Tri-O-pivaloyl-a-D-arabinopyranosylamin (109)17272%
opiv  Zuerst wurde der Katalysator aktiviert, indem 1.23 g einer Aluminium-
HoN_ O opiv Nickel Legierung in Wasser aufgenommen und solange mit festem Natri-
OPV umhydroxid versetzt wurde bis keine Gasentwicklung mehr auftrat. Das
Katalysatorgemisch wurde 30 min auf 70 °C erhitzt, danach neutral gewaschen (pH = 7.0)
und mehrfach in Methanol aufgeschldammt. Der aktivierte Katalysator wurde in 10 mL Me-
thanol vorgelegt. Unter einer Wasserstoffatmosphire wurden 2.27 g (5.30 mmol) des Pro-
duktgemischs aus der vorherigen Stufe (108), gelost in 10 mL Methanol mit 1 %
Dichlormethan, zugespritzt und 16 h bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlieend wurde tiber
Hyflo" filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach dem Umkris-

tallisieren aus Methanol wurde ein farbloser Feststoff als Produktgemisch erhalten, welcher

sdulenchromatographisch gereinigt wurde (Isolera, Gradienten 100 % “Hex — 100 % EtOAc).
Ausbeute: 616 mg (1.53 mmol, 29 %) eines braunen Ols.

C20H35NO7 [M =401.50 g/mol]
Rf=0.47 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 402.26 ([M+H]+, ber.: 402.25), 424.25 ([M+Na]’, ber.: 424.23),
803.52 ([2M+H]+, ber.: 803.49), 825.51 ([2M+Nal+, ber.: 825.47).

[a]® =-57.5° (c = 1.0, CHCl), Lit: [a]%® =-46.7 ° (c = 1.0, CHCl;)**"

"H-NMR ['H-'"H-COSY] (300 MHz, CDCl5), § (ppm) = 5.28 - 5.21 (m, 1 H, H-4), 5.17 - 5.08
(m, 2 H, H-2, H-3), 412 (d, *Ju112=6.97 Hz, 1 H, H-1), 3.93 (dd, *Jusansp=13.39 Hz,
3 Jusa=2.02 Hz, 1 H, H-5a), 3.66 (d, *Jus14=12.84 Hz, 1 H, H-5b), 2.02 (s, 2 H, NH,), 1.27,
1.19, 1.14 (3 x s, 27 H, 3 x Piv).

BC-NMR [HSQC] (101 MHz, CDCls), & (ppm) = 177.77, 177.49, 177.33 (C=Opy,), 85.72
(C-1), 71.02 (C-3), 70.00 (C-2), 68.59 (C-4), 65.19 (C-5), 38.93, 38.74 (Cquart-Piv), 27.15,
27.10, 27.06 (CH;-Piv).

Weitere analytische Daten siche Literatur.!**"**’]
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5.4.7 Ugi-Reaktion

N-(tert-Butyl)-2-formamido-4-(2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-D-galactopyranosyl)-butanamid
(110)

Unter einer Argon-Atmosphire wurden 3-(2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-

BnO _0Bn
BRO 0 a-D-galactopyranosyl)-propanal (94) (7.80 mg, 13.4 umol) und
Bgo 2,3,4,6-Tetra-O-pivaloyl-p-D-galactopyranosylamin (103) (7.00 mg,
H)J\N ~_NHBu 13.6 umol) in 0.5 mL trockenem THF gel6st. Danach wurden 2 pL

H

o (17.5 pmol) tert-Butylisonitril und 1 pL (26.5 pmol) Ameisensdure
zugespritzt und das Gemisch auf —21 °C herab gekiihlt. Es wurden 10 ul Zinkchlorid-Ether-
Losung (2.2 M) zugetropft und die Reaktion bei —21 bis —14 °C 3 d geriihrt. Anschliefend
wurde die Rohldsung eingeengt und in 2 mL Dichlormethan gelost. Darauthin wurde mit ges.
NaCl-Losung (2 x 2 mL) gewaschen und die wéssrige Phase mit Dichlormethan (3 x 2 mL)
riick-extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch

gereinigt (‘Hex/EtOAc, 10:1 — “Hex/EtOAc, 5:1).
Ausbeute: 6.00 mg (8.46 pmol, 63 %) eines farblosen Ols.

C43Hs3N20, [M = 709.38 g/mol]
R¢=0.30 (‘Hex/EtOAc, 2:1)
[a]Z = +22.0 ° (c = 0.5, CHCl)

ESI-MS (positiv): (m/z): 710.37 ([M+H]", ber.: 710.39), 732.33 ([M+Na]", ber.: 732.37),
748.33 (IM+K]", ber.: 748.35), 1441.67 ([2M+Na]’, ber.: 1441.75), 1457.69 ([2M+K]", ber.:
1457.73)

'H-NMR ['H-'H-COSY] (300 MHz, CDCl5), § (ppm) = 8.08/8.08 (s, I H, CHO)*, 7.37 - 7.26
(m, 20 H, Hyy), 6.06/5.86 (s, 1 H, NH)*, 5.17 (t, *Juacr-=6.15 Hz, 1 H, H*), 4.75 - 4.64 (m, 2
H, CH»-Bn), 4.64 - 4.44 (m, 6 H, CH,-Bn), 4.09 - 3.84 (m, 4 H, H-1, H-2, H-3, H-5), 3.75 -
3.59 (m, 3 H, H-4, H-6), 2.05 - 1.83 (m, 2 H, CH,’*), 1.80 - 1.49 (m, 2 H, CH"), 1.33/1.31 (s,
9 H, ‘Bu)*.

BC-NMR [HSQC, HMBC] (101 MHz, CDCl;), & (ppm)=168.12/168.01 (HC=0)*,
159.69/159.54 (C=Onmumu)*, 138.49, 138.39, 138.30, 138.18, 138.04 (Cipo-Ph), 128.37,
128.31, 128.21, 128.16, 127.98, 127.93, 127.86, 127.73, 127.65, 127.61, 127.55, 127.49,
127.45 (Comp-Ph), 76,80/76.56 (C-4)*, 74.10%/74.01 (C-1), 73.76, 73.28, 73.21, 73.11, 73.02,
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72.98, 72.25 (C-2, C-3, C-5, C*, CH,Bn), 69.90 (C-6), 51.40/51.28 (‘Bu-C(CHs)3)*, 28.61,
28.56 (CHy’, CH,”), 27.07 (‘Bu-CHs).

*Signalverdopplung bedingt durch vorhandene Rotamere oder Diastereomere

N-(tert-Butyl)-2-formamido-4-(2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-D-galactopyranosyl)-butanamid
(110°)

BnO _0Bn Analog zur Synthese von 110 wurden 13.4mg (23.1 umol)
BnO R 3-(2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-a-D-galactopyranosyl)-propanal (94),
Bgo 109 mg (27.1 umol) 2,3,4-Tri-O-pivaloyl-a-D-arabinopyranosyl-
H)J\H > NHBU amin (109), 3.00 uL (26.2 pmol) tert-Butylisonitril, 1 pL

o

(26.5 umol) Ameisensdure und 10 uL Zinkchlorid-Ether-Losung
(2.2 M) miteinander umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch gereinigt

(‘Hex/EtOAc, 10:1 — “Hex/EtOAc, 5:1).
Ausbeute: 15.7 mg (max. 22.1 umol) eines farblosen Ols als Produktgemisch.

C43H53N207 [M =709.38 g/mol]

Die vorhandenen analytischen Daten (R-Wert, 'H- und *C-NMR) sind identisch zu Produkt
100. Durch das Vorliegen eines chromatographisch nicht trennbaren Produktgemisches konn-

te kein Drehwert bestimmt werden.

N-(tert-Butyl)-2-formamido-4-(2-dibenzylamio-3,4,6-tri-O-benzyl-2-desoxy-a-D-
galactopyranosyl)-butanamid (113)

Unter einer Argon-Atmosphidre wurden 3-(2-dibenzylamino-3,4,6-

BnO _0Bn
BnO Q tri-O-benzyl-2-desoxy-o-D-galactopyranosyl)-propanal (100)
Bncz)N (16.2 mg, 24.2 pmol) und 2,3,4-Tri-O-pivaloyl-a-D-
H)J\N ~.~NHBU arabinopyranosylamin (109) (12.8 mg, 31.9 pmol) in 0.5 mL trocke-

H

0 nem THF gelost. Danach wurden 3 puL  (26.2 umol)
tert-Butylisonitril zugegeben und das Gemisch auf —21 °C herab gekiihlt. Es wurden 10 pl
Zinkchlorid-Ether-Losung (2.2 M) zugetropft und zum Schluss 1 pL (26.5 pmol) Ameisen-
sdure zugespritzt. Die Reaktion wurde bei —21 bis —14 °C 3 d geriihrt. Anschlieend wurde
die Rohlosung eingeengt und in 2 mL Dichlormethan gelost. Darauthin wurde mit ges. NaCl-
Losung (2 x 2 mL) gewaschen und die wéssrige Phase mit Dichlormethan (3 x 2 mL) riick-
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber Magnesiumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch

gereinigt (‘Hex/EtOAc, 10:1 — “Hex/EtOAc, 5:1).
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Ausbeute: 31.0 mg (max. 22.1 umol) eines farblosen Ols als Produktgemisch.

C50H60N3O6 [M =798.04 g/mol]
R¢=0.52 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 799.42 (IM+H]", ber.: 799.45), 821.41 ([M+Na]", ber.: 821.44),
1620.84 ([2M+Na]", ber.: 1619.88)

Charakteristische Signale des Produkts:

"H-NMR ['H-'"H-COSY] (300 MHz, CDCl5), & (ppm) = 8.06/8.00 (s, 1 H, CHO)*, 5.16 - 5.09
(m, 1 H, H%), 3.92 - 3.81 (m, 1 H, H-1).

BC-NMR [HSQC, HMBC] (101 MHz, CDCly), & (ppm)=168.12/167.96 (HC=0)*,
159.59/159.43 (C=Onmuipy)*, 68.67/68.94 (C*)*, 56.21 (C-1).

*Signalverdopplung bedingt durch vorhandene Rotamere oder Diastereomere

5.4.8 Weitere Saccharidbausteine

2,3,4,6-Tetra-0O-benzyl-D-galactono-o-lacton (1 14)[39]
B0 _opn  ES wurden  2.03g  (3.75mmol)  2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-0/B-D-
Bnoég\ galactopyranose vorgelegt und 60 mL Dimethylsulfoxid, sowie 30 mL
BnO "0 Acetanhydrid zugegeben wund 24h bei Raumtemperatur geriihrt.
AnschlieBend wurde mit Wasser (1 x 50 mL) gewaschen und die wéssrige Phase mit
Ethylacetat (3 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber MgSO4
getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde

sdulenchromatographisch gereinigt (‘Hex/EtOAc, 4:1).
Ausbeute: 1.24 g (2.30 mmol, 61 %) eines gelben Ols.
C34H3406 [M = 538.64 g/mol]

R¢=0.53 (‘Hex/EtOAc, 4:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 539.25 ([M+H]", ber. 539.24), 561.24 ([M+Na]", ber. 561.22),
577.23 (IM+K]", ber. 577.20)

[a]® = +33.6° (c = 1.0, CHCl3); Lit.: [a]3° = +75.2° (¢ = 1.0, CHCl5)"*""!
'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & (ppm)=7.50 - 7.23 (m, 20 H, Hy,), 5.27 - 4.28 (m, 9 H,

CH,-Bn, H-2), 4.24 - 3.89 (m, 3 H, H-3, H-4, H-5), 3.80 - 3.64 (m, 2 H, H-6).
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BC-NMR (75 MHz, CDCl3), & (ppm)=169.74 (C-1), 137.49, 137.23, 137.08 (Cipso-Ph),
128.19, 128.16, 128.10, 128.07, 127.71, 127.66, 127.61, 127.58, 127.52, 127.39, 127.23
(Comp-Ph), 79.80 (C-3), 76.36, 75.00, 74.42, 7334, 72.49, 7223, 72.07 (C-2, C-4, C-5,
CH,-Bn), 67.23 (C6).

4-0-(2,3,4,6-Tetra-0O-benzyl-p-D-galactopyranosyl)-2,3,6-tri-O-benzyl-D-gluconolacton
(115)340)

BnO _oBn e Es wurden 1.52 g (max. 1.56 mmol) des Rohprodukts 4-O-
BnO &O: Qnaég\ (2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-B-D-galactopyranosyl)-2,3,6-tri-O-benzyl-
BnO BnO "0 [-D-glucopyranose vorgelegt und 50 mL Dimethylsulfoxid sowie

30 mL Acetanhydrid zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 24 h bei Raumtemperatur ge-
rithrt. AnschlieBend wurde die Reaktion mit Wasser (50 mL) versetzt und die wissrige Phase
mit Ethylacetat (3 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber
MgSO;, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohpro-

dukt wurde zweimal sdulenchromatographisch gereinigt (‘Hex/EtOAc, 3:1).
Ausbeute: 1.28 g (1.32 mmol, 85 %) eines gelben, viskosen Ols.

Ce1Hg011 [M =971.16 g/mol]
R¢= 0.36 (‘Hex/EtOAc, 3:1)

ESI-MS (positiv): (m/z): 993.52 ([M+Na]", ber. 993.42), 1009.50 ((M+K]", ber. 1009.39)
[a]® =+28.3 ° (¢ = 1.0, CHCls); Lit.: [a]%® =+30.1 ° (¢ = 1.0, CHCI5)"*”!

'H-NMR (300 MHz, CDCly), & (ppm)=7.39 - 7.19 (m, 35 H, Ha), 497 (d,
*Jem.cmo=11.74 Hz, 1 H, CH,-Bn), 4.88 - 4.76 (m, 2 H, CH,-Bn), 4.75 - 4.68 (m, 4 H,
CH,-Bn), 4.68 - 4.60 (m, 4 H, CH,-Bn, H-56y.), 4.52 - 4.46 (m, 1 H, CH,-Bn), 4.48 - 4.31 (m,
4 H, CH,-Bn, H-1G41), 4.19 (dd, *Ji14 15=8.25 Hz, *Jus 13=3.85 Hz, 1 H, H-46y.), 4.13 - 4.05 (m,
2 H, H-261, H-361o), 3.91 (d, *Juums=2.57 Hz, 1 H, H-4ga), 3.79 (dd, *Jin3=9.35 Hz,
*Jim=7.89 Hz, 1 H, H-26.), 3.72 (dd, *Jisanen=11.00 Hz, *Jg,115=3.67 Hz, 1 H, H-6acy.),
3.67 - 3.56 (m, 2 H, H-6bgie, H-6a641), 3.51 - 3.39 (m, 3 H, H-3Ga, H-5Ga1, H-6bga).

BC-NMR (75 MHz, CDCl3), & (ppm)=168.84 (C-lgy), 138.63, 138.42, 138.26, 137.84,
137.71, 137.66, 136.85 (Cipso-Ph), 128.36, 128.32, 128.23, 128.19, 128.09, 128.06, 127.95,
127.84, 127.79, 127.77, 127.65, 127.61, 127.53, 127.49, 127.46, 127.36 (Comp-Ph), 103.97
(C-1ca), 82.22 (C-3Gal), 80.00 (C-3ic), 79.29 (C-2Ga1), 78.12 (C-561), 76.94 (C-2q1), 76.31
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(C-4g1e), 75.29, 74.67 (CHa-Bn), 73.43, 73.37, 73.28, 73.25, 73.12 (C-4Ga1, C-5Ga, CHa-Bn),
72.74 (CH,-Bn), 68.34 (C-66a1), 68.11 (C-6;c).

2,3-Di-0O-benzyl-4,6-0-benzyliden-D-glucono-1,5-lacton (1 16)[39]
Ph\ In 10mL DMSO wurde 2,3-Di-O-benzyl-4,6-O-benzyliden-a,B-D-
(©]
(¢]

ﬁ glucopyranose™ (0.78 g, 1.74 mmol) geldst und 5 mL Ac,0O zugespritzt.

BnO
BnO 'O Das Gemisch wurde 22 h bei Raumtemperatur gerithrt. AnschlieBend

wurde mit 10 mL Ethylacetat verdiinnt und mit Wasser gewaschen (1 x 15 mL). Die wéssrige
Phase wurde mit Ethylacetat riick-extrahiert (2 x 20 mL), die vereinigten organischen Phasen
tiber MgSOj4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde
sdulenchromatograpisch gereinigt (‘Hex/EtOAc, 2:1).

Ausbeute: 0.59 g (1.32 mmol, 76 %) eines gelben Ols.

Ca7Ha606 [M = 446.50 g/mol]
R; = 0.54 (‘Hex/EtOAc, 2:1)

ESLI-MS (positiv): (m/z): 447.19 ([M+H]", ber. 447.18), 469.18 ([M+Na]’, ber. 469.16),
485.16 ([M+K]", ber. 485.14)

[a]2® =+44.3 ° (c = 1.0, CHCls); Lit.: [a]%® = +45.0 ° (c = 1.0, CHCl5)"*”!

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & (ppm) =7.57 - 7.29 (m, 15 H, Hy,), 5.61 (s, 1 H, CH-Bnz),
4.89 (d, “Jem.cio=11.37 Hz, 1 H, CH,-Bn), 4.75 - 4.61 (m, 3 H, CH,-Bn), 4.57 - 4.46 (m, 2 H,
H-5, H-6a), 4.16 (d, *Jinm3=3.30 Hz, 1 H, H-2), 4.09 - 4.03 (m, 1 H, H-3), 3.98 - 3.86 (m,
1 H, H-4), 3.85 - 3.78 (m, 1 H, H-6b).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.”*”!
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(485)-4-| O-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)]-3-(9 H-
fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-5-oxo-1,3-oxazolidin (18)
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N-[(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-
galactopyranosyl)]-NV-methyl-L-threonin (19)
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(485)-4-| O-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)]-3-(9 H-
fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-5-0xo-1,3-o0xazolidin (22)

(Fmoc-Ser-(aAc;GalNAc)-Oxazolidinon)
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N-[(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-

galactopyranosyl)]-N-methyl-L-serin (23)
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(48)-4-| O-{2-Acetamido-2-desoxy-6-O-|benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0O-acetyl-3,5-
didesoxyaglycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)-onat]-a-D-galactopyranosyl}|-3-(9H-
fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-5-0xo-1,3-oxazolidin (25)

(Fmoc-Thr-(aAcsNeuNAcCOOBn-(2—6)-aGalNAc)-Oxazolidinon)
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N-[(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-{2-acetamido-2-desoxy-6-O-|benzyl-(5-
acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-a-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)-
onat]-a-D-galactopyranosyl}|-/N-methyl-L-threonin (26)

(Fmoc-N-Me-Thr-(aAcsNeuNAcCOOBn-(2—6)-aGalNAc)-OH)

"H-NMR, 400 MHz, CDCl,

AV3-1401A41.001.esp

AcO OAc
OAc COOBn
AcHN—Lr LY
AcO AcO
(0]
AcO
AcHNo CHs
.
mocr}l COOH
CHj
s 90 es 8o 75 7o 65 | 60 | 55 | 50 | 45 ' 40 | 35 = 30 25 20 15 = 10 = o5 = 0

55
Chemical Shift (ppm)

BC-NMR, 101 MHz, CDCl;

AV3-1401A41.002.esp

AcO OAc
OAc COOBN

AcHN—LrLY

AcO AcO
(0]
AcO
AcHN

O._CH,

Fmoc. I

l}l COCH
CHs

I [

184 176 168 160 162 144 136 128 120 112 104 9% 88 80 72 64 56 48 40

32 24 16 8 0
Chemical Shift (ppm)

220



Spektrenanhang

COSY.esp

F1 Chemical Shift (ppm)

'H-'H-COSY (4

00 MHz, CDCls)
‘8‘-‘0‘”””‘7‘-‘5‘”‘W;-Bm‘ué-‘éuuu‘éb‘mmg-‘s‘uuug-‘(‘)u ‘2_‘5‘3” \\4\.‘0\\\\\\\5-‘5\\\\“\\3\-5\\\\ 2\»‘5\\\\\\\5-‘0\\\\\\\\1\-‘5\\\\\\\\1\-‘0\\\
F2 Chemical Shift (ppm)

RN, S FU'TY W T L U N

QAC COOBnN 16

AcHN Q o) “ = o 24
AcO AcO

4 O [y

AcO o’ %

. ACHNG oy . . o

Fmoc. I . 48

N~ "COOH

|
CH3 56

e

I

-
o
L]
‘.
-

¥

72

|
-

80

F1 Chemical Shift (ppm)

88

96

112

E 120

-
E HSQC (101 MHz, CDCly) &

8 7 6 5 4 3 2 1
F2 Chemical Shift (ppm)

]

221



Spektrenanhang
(45)-4-| C-14-0O-Acetyl-2,3,6-tri-O-benzyl-B-D-glucopyranosyl]-3-(9 H-fluoren-9-

ylmethoxycarbonyl)-5-0xo0-1,3-oxazolidin (28)
(Fmoc-C-Tyr-[B-AcBn3Glc]-Oxazolidinon)
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N-[(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl)-C-[4-0-acetyl-2,3,6-tri-O-benzyl-f-D-
glucopyranosyl]]-V-methyl-L-tyrosin (29)

(Fmoc-N-Me-C-Tyr-[f-AcBn;Glc]-OH)

"H-NMR, 400 MHz, CDCl;
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(48)-4-|C-(2,3,4-tri-O-Benzyl-B-L-fucopyranosyl)-L-tyrosin]-3-(9H-Fluoren-9-ylmethyl)-
5-ox0-1,3-oxazolidin (31)

(Fmoc-C-Tyr-[B-BnsFuc]-Oxazolidinon)

"H-NMR, 400 MHz, CDCl;
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N-[(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-C-|2,3,4-tri-O-benzyl-B-L-fucopyranosyl]]-/V-
methyl-L-tyrosin (32)

(Fmoc-N-Me-C-Tyr-[-BnsFuc]-OH)

"H-NMR, 400 MHz, CDCl;

307.001.esp
COOH
0 NS
o OBn Fmoc CH3
n
BnO
T e e T e s 7 T es e 55 50 45 ab a5 | ap 25 20 15 10 o5 0
Chemical Shift (ppm)
13
C-NMR, 101 MHz, CDCl;
AV3-1401A42.002.
= COOH
0 N
7 OBn Fmoc” CHj
n
BnO
184 176 168 160 152 144 136 128 120 112 104 96 88 80 72 64 56 48 40 32 24 16 8 0

Chemical Shift (ppm)

228



Spektrenanhang

T M M

F1 Chemical Shift (ppm)

'H-"H-COSY (400 MHz, CDCl5)

T T ERARRERRE: ASRRRRRRY
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0
F2 Chemical Shift (ppm)

Sl LAV XN YYL N N

COOH

N.
Fmoc”™ CHj 24

BnoOBn R

lw LUW‘ 'AH

40

L

48

lad

56

ae 72

IRV
#
<
-
ki

@ 80

F1 Chemical Shift (ppm)

ju”wt ST

88

96

112

3 e o 120

ﬁj—; o ——— HSQC (101 MHz, CDCly) - ™

8 7 6 5 4 3 2 1
F2 Chemical Shift (ppm)

229



Spektrenanhang

Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-/NV-L-glycyl-L-seryl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-
histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alany-L-prolyl-L-aspartyl-O-(2-acetamido-
3,4,6-tri-0O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-
alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-serin (53)

(H,N-(CH,CH,0);CH,CH,CONH-Gly-Ser-Thr(aAc;GalNAc)-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly-
Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr(aAc;GalNAc)-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-OH)

'"H-NMR, 400 MHz, D,0

AcO _0OAc AcO _0OAc

Q o

AcO AcO
0 HACHgo hw O o o b O B HACHgO w9 o b oo ™
fLNWNQLN N\)LN%NJ,LNJ\(NJNHWN\Z)LN N\;)LNJﬁ(N N A N\,)LNJ,LNJﬁ(N N\)LNJ;(OH
oo iOHH o ("o E\EN\>O/£\H o) EOHH o o 5\?0 0 ’\L\/‘ H o6 o )
K/O\L NH OH NH
o/\ HN)\NHQ
NH,

L YNy

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
95 9.0 85 8.0 75 70 6.5 6.0 5.

T T T T T T T T T T T AaRAR T T T T T T T T )
.5 50 45 4.0 35 30 25 20 15 10 05 0
Chemical Shift (ppm)

BC-NMR, 101 MHz, D,0O

AV3-1405B53.002.esp

184 176 168 160 1562 144 136 128 120 112 104 96 88 80 72 64 56 48 40 32 24 16 8 0
Chemical Shift (ppm)

230



Spektrenanhang

€
] 53 '"H-'"H-COSY (400 MHz, D,0) ®°
I A P P A
F2 Chemical Shift (ppm)
| |
e
. e 24
‘..‘
32
»
) 40
, 1 opmssen .
'.‘. 56
‘»-.- —
» . b o é
' 72 =
° 8
80 §
a8 -
9%
104
112
'
120
128
53 HSQC (101 MHz, D,0) E 5
B

F2 Chemical Shift (ppm)

231



Spektrenanhang

Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-/NV-L-glycyl-L-seryl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-
galactopyranosyl)-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-
valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alany-L-prolyl-L-aspartyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-
2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-
glycyl-L-serin (54)

(HoN-(CH,CH;0);CH,CH,CONH-Gly-Ser-Thr(aGalNAc)-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-
Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr(aGalNAc)-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-OH)

'"H-NMR, 400 MHz, D,0
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Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-/NV-L-glycyl-L-seryl-[O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-/N-methyl]-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-
L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alany-L-prolyl-L-aspartyl-O-(2-
acetamido-3.,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-arginyl-L-
prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-serin (55) + N-Acetylierte Abbruchsequenz (56)

(HoN-(CH,CH;0);CH,CH,CONH-Gly-Ser-N-MeThr(aAc3;GalNAc)-Ala-Pro-Pro-Ala-His-
Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr(aAc;GalNAc)-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-OH)

'H-NMR, 400 MHZ, D,O
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1-(Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-/NV-L-glycyl-L-seryl-[ O-(2-acetamido-2-desoxy-a-
D-galactopyranosyl)-N-methyl]-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-
histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-O-(2-
acetamido-3.,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-arginyl-L-
prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl)-2-ethoxycyclobuten-3,4-dion (65)

(EtO-Squarat-HN-(CH,CH,0);CH,CH,CONH-Gly-Ser-N-MeThr(aGalNAc)-Ala-Pro-Pro-
Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr(aGalNAc)-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-OH)
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1-Allyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-D-galactopyranosid (87)
'H-NMR, 300 MHz, CDCl;
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1-(2,3,4,6-Tetra-0O-benzyl-a-D-galactopyranos-1-yl)-propan-1-ol (93)
'H-NMR, 300 MHz, CDCl,
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1-(2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-D-galactopyranos-1-yl)-propan-1-al (94)
'H-NMR, 300 MHz, CDCl,
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N-(tert-Butyl)-2-formamido-4-(2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-D-galactopyranos-1-yl)-
butanamid (110)

"H-NMR, 300 MHz, CDCl;
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1-Allyl-2-azido-3,4,6-tri-O-benzyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosid (89a)
'H-NMR, 300 MHz, CDCl,
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1-Allyl-2-dibenzylamino-3,4,6-tri-O-benzyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosid (98)

"H-NMR, 300 MHz, CDCl;
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1-(2-dibenzylamino-3,4,6-tri-O-benzyl-2-desoxy-a-D-galactopyranose-1-yl)-propan-1-al
(100)

"H-NMR, 300 MHz, CDCl;
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