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BEZIFFERUNG DER VERBINDUNGEN

1,5-Diiodpentan

1,4-Diiodbutan

5-Brom-1-nitrilpentan

5-Mercaptopentansiure

Tetrahydrothiopyran-2-imin

N-Benzyloxycarbonyl-5-amionpentanol
N-Benzyloxycarbonyl-5-amionpentan-p-toluolsulfonsiure
N-Benzyloxycarbonyl-5-amionpentanxantogenat
N-Benzyloxycarbonyl-5-amion-1-mercaptopentan
2,3,4,6-Penta-O-acetyl-B-D-glucopyranosid
2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosylbromid
2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a—D-glucopyranosyltrichloracetimidat
N-Benzyloxycarbonyl-(5-aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio--D-
glucopyranosid

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-thio-a-D-mannopyranose
2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-galactopyranose
2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-o-D-glucopyranosylxantogenat
2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosylthioacetamidhydrobromid
2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosylthiuroniumhydrobromid
2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranose

5-Iod-1-nitrilpentan
{[5-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosyl)pentyl] } -2,3,4,6-tetra-O-
acetyl-1-thio-pB-D-glucopyranosid
(5-Todpentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosid
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-5-aminopentanol
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-5-aminopentyliodid
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-(5-aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-3-D-
glucopyranosid

(5-Nitrilpentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl- 1-thio--D-glucopyranosid
(5-Brompentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosid
(5-Azidopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosid
(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosid
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-L-asparaginséure-B-pentaflourphenolester
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-3-D-
glucopyranosyl]-L-asparaginsdure--tert-butylester
2-Acetamido-3.4,6-tetra-O-acetyl-1-thio--D-glucopyranose
2,3,4-Tri-O-acetyl-1-thio-B-D-rhamnopyranose
2,3,4-Tri-O-acetyl-1-thio-B-D-fucopyranose
2°,37,4",6’-Tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosyl(1—4)-2,3,6-tri-O-acetyl-1-thio-3-D-
glucopyranose
2°,3",4°,6'-Tetra-O-acetyl-p-D-galactopyranosyl(1—4)-2,3,6-tri-O-acetyl-1-thio-B-D-
glucopyranose
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2',3",4°,6"-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosyl(1—4)-2,3,6-tri-O-acetyl-1-thio-f3-D-
glucopyranose
2',3",4°,6"-Tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranosyl(1—6)-2,3,4-tri-O-acetyl-1-thio-B-D-
glucopyranose
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-o-D-
mannopyranosyl]-L-asparaginsidure-f-tert-butylester
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-[(5-aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-f3-D-
galactopyranosyl]-L-asparaginsdure-p-tert-butylester
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2-acetamido-3,4,6-tetra-O-acetyl-
1-thio-B-D-glucopyranosyl]-L-asparaginsdure-3-tert-butylester
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-[(5-aminopentyl)-2,3,4-tri-O-acetyl-1-thio-3-D-
rhamnopyranosyl]-L-asparaginsiure-p-tert-butylester
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-[(5-aminopentyl)-2°,3",4",6 -tetra-O-acetyl--D-
glucopyranosyl(1—4)-2,3,6-tri-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosyl]-L-
asparaginsdure-p-tert-butylester
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2",3",4",6 -tetra-O-acetyl-p-D-
galactopyranosyl(1—4)-2,3,6-tri-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosyl]-L-
asparaginsiure-f3-tert-butylester
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-[(5-aminopentyl)-2",3",4",6 -tetra-O-acetyl-a-D-
glucopyranosyl(1—4)-2,3,6-tri-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosyl]-L-
asparaginsdure--tert-butylester
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-[(5-aminopentyl)-2",3",4",6 -tetra-O-acetyl-a-D-
galactopyranosyl(1—6)-2,3,4-tri-O-acetyl-1-thio-p-D-glucopyranosyl]-L-
asparaginsiure-f3-tert-butylester

N-(tert-Butoxycarbonyl)-L-valinol
1-Hydroxy-3-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-(S)-amino)-butansédure-tert-butylester
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-a-D-
mannopyranosyl)-L-asparaginsdure-[3-tert-butyl ester
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-[(L-a-phenylglycinyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-
o-D-mannopyranosyl]-L-asparaginsdure--tert-butylester
Fluorenylmethyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosid
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-L-phenylglycinol
4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiamin
N-tert-Butyloxycarbonyl-a-(L-a-phenylglycinyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-o-D-
mannopyranosid
(L-a-Phenylglycinyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-a-D-mannopyranosid
N-tert-Butyloxycarbonyl-a-L-phenylglycinol
N-tert-Butyloxycarbonyl-a-D-phenylglycinol
N-tert-Butyloxycarbonyl-a-D-phenylalaninol
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(L-a-phenylglycinyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-
B-D-glucopyranosyl]-L-asparaginsdure-f-tert-butylester
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(L-a-phenylglycinyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-
-D-galactopyranosyl]-L-asparaginsdure-p-tert-butylester
4-[4-(2,4-Dimethoxy-phenyl)-(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-ethyl)-2-
Methoxy-5-Nitrophenoxy]-buttersidure
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N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-[(D-a-phenylglycinyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-
o-D-mannopyranosyl]-L-asparaginsdure--tert-butylester
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-[(L-a-phenylalaninyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-
o-D-mannopyranosyl]-L-asparaginsdure-f3-tert-butylester
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-[(L-a-valaninyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-a.-D-
mannopyranosyl]-L-asparaginsdure-[3-tert-butylester
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-[(L-a-valaninyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-3-D-
glucopyranosyl]-L-asparaginsdure--tert-butylester
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(L-a-valaninyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-p3-D-
galactopyranosyl]-L-asparaginsdure-p-tert-butylester
2,3,4,6-Penta-O-acetyl-o.-D-mannopyranosid
2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-o-D-mannopyranosylbromid
(4-Nitrophenyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-a-D-mannopyranosid
(4-Aminophenyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-a-D-mannopyranosid
4-(N-tert-Butyloxycarbonylaminomethyl)benzylalkohol
[4-(N-tert-Butyloxycarbonylaminomethyl)-benzyl]-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-o.-D-
mannopyranosid
(4-Aminobenzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-a-D-mannopyranosid
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-[(4-aminobenzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-o-D-
mannopyranosyl]-L-asparaginsdure-[3-tert-butylester
1-Methylsulfonyl-3-(N-fluorenylmethoxycarbonyl-(S)-amino)-butansiure-tert-
butylester
1-Azido-3-(N-fluorenylmethoxycarbonyl-(S)-amino)-butansiure-tert-butylester
{4-[(2,4-Dimethoxy-phenyl)-(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-methyl]-
phenoxy }-essigsiure

Propargyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-o-D-mannopyranosid
Propargyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-galactopyranosid
Propargyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio--D-glucopyranosid
Propargyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-fucopyranosid
Propargyl-2,3,4-tri-O-acetyl-(2°,3",4",6 '-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl(1—4)-
2,3,6-tri-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosyl)
3-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-(S)-amino)-4-[(1H-1,2,3-triazoyl)-4-(2,3,4,6-tetra-
O-acetyl-methyl-1-thio-a-D-mannopyranosyl)]-butansédure-tert-butylester
3-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-(S)-amino)-4-[(1H-1,2,3-triazoyl)-4-(2,3,4,6-tetra-
O-acetyl-methyl-1-thio--D-galactopyranosyl)]-butansiure-tert-butylester
3-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-(S)-amino)-4-[(1H-1,2,3-triazoyl)-4-(2,3,4,6-tetra-
O-acetyl-methyl-1-thio-B-D-glucopyranosyl)]-butansdure-tert-butylester
3-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-(S)-amino)-4-[(1H-1,2,3-triazoyl)-4-(2,3,4-tri-O-
acetyl-6-methyl-1-thio-f-D-fucopyranosyl)]-butansdure-tert-butylester
3-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-(S)-amino)-4- {(1H-1,2,3-triazoyl)-4-[2",3",4",6 -
tetra-O-acetyl-f-D-galactopyranosyl(1—4)-2,3,6-tri-O-acetyl-1-thio-[3-D-
glucopyranosyl]}-butanséure-tert-butylester
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-f3-D-
glucopyranosyl]-L-asparaginsdure-p-pentafluorphenolester
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-a-D-
mannopyranosyl]-L-asparaginsdure-B-pentafluorphenolester
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88 N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-f3-D-
galactopyranosyl]-L-asparaginsiure-f-pentafluorphenolester

89 N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2-acetamido-3,4,6-tetra-O-acetyl-
1-thio-B-D-glucopyranosyl]-L-asparaginsdure-3-pentafluorphenolester

90 N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-[(5-aminopentyl)-2,3,4-tri-O-acetyl-1-thio-3-D-
rahmnopyranosyl]-L-asparaginsdure-f-pentafluorphenolester

91 N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-[(5-aminopentyl)-2°,3",4",6 -tetra-O-acetyl--D-
glucopyranosyl(1—4)-2,3,6-tri-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosyl]-L-
asparaginsdure-f-pentafluorphenolester

92 N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2",3",4",6 -tetra-O-acetyl-p-D-
galactopyranosyl(1—4)-2,3,6-tri-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosyl]-L-
asparaginsiure-f3-pentafluorphenolester

93 N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-[(5-aminopentyl)-2",3",4",6 -tetra-O-acetyl-a-D-
glucopyranosyl(1—4)-2,3,6-tri-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosyl]-L-
asparaginsdure-f-pentafluorphenolester

94 N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-[(5-aminopentyl)-2",3",4",6 -tetra-O-acetyl-a-D-
galactopyranosyl(1—6)-2,3,4-tri-O-acetyl-1-thio--D-glucopyranosyl]-L-
asparaginsdure-f3-pentafluorphenolester

95 N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-[(L-a-phenylglycinyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-
B-D-glucopyranosyl]-L-asparaginsdure-p-pentafluorphenolester

96 N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-[(L-a-phenylglycinyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-
o-D-mannopyranosyl]-L-asparaginsdure-f-pentafluorphenolester

97 N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-[(L-a-phenylglycinyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-
B-D-galactopyranosyl]-L-asparaginsdure-B-pentafluorphenolester

98 N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-[(L-a-phenylalaninyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-
o-D-mannopyranosyl]-L-asparaginsdure-f-pentafluorphenolester

99 N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-[(L-a-valaninyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-3-D-
glucopyranosyl]-L-asparaginsdure-p-pentafluorphenolester

100  N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(L-a-valaninyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-a.-D-
mannopyranosyl]-L-asparaginsédure-[3-pentafluorphenolester

101  N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(L-a-valaninyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-
galactopyranosyl]-L-asparaginsdure-p-pentafluorphenolester

102 N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(4-Aminobenzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-a.-D-
mannopyranosyl]-L-asparaginsédure-[3-pentafluorphenolester

103  3-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-(S)-amino)-4-[(1H-1,2,3-triazoyl)-4-(2,3,4,6-tetra-
O-acetyl-methyl-1-thio-B-D-glucopyranosyl)]-butansaure-pentafluorphenolester

104  3-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-(S)-amino)-4-[(1H-1,2,3-triazoyl)-4-(2,3,4,6-tetra-
O-acetyl-methyl-1-thio-a-D-mannopyranosyl)]-butansdure-pentafluorphenolester

105  3-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-(S)-amino)-4-[(1H-1,2,3-triazoyl)-4-(2,3,4,6-tetra-
O-acetyl-methyl-1-thio-B-D-galactopyranosyl)]-butansidure-pentafluorphenolester

106  3-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-(S)-amino)-4-[(1H-1,2,3-triazoyl)-4-(2,3,4-tri-O-
acetyl-6-methyl-1-thio-f-D-fucopyranosyl)]-butansdure-pentafluorphenolester

107  3-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-(S)-amino)-4-{(1H-1,2,3-triazoyl)-4-[2",3",4",6 -
tetra-O-acetyl-f-D-galactopyranosyl(1—4)-2,3,6-tri-O-acetyl-1-thio-[3-D-
glucopyranosyl]}-butanséure-pentafluorphenolester
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108  N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-glycin-B-pentafluorphenolester

109  N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2",3",4",6 -tetra-O-acetyl-p-D-
glucopyranosyl(1—4)-2,3,6-tri-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosyl]-L-
asparaginsiure-f3-glycinamid

110 N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(L-a-phenylglycinyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-
o.-D-mannopyranosyl]-L-asparaginsdure

111 N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(D-a-phenylglycinyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-
o-D-mannopyranosyl]-L-asparaginsdure-f3-pentafluorphenolester
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AAV
abs.
Ac
Ac,O
ACN
ADDP
AEC
AIBN
Akz.
aq

Ar
Asp
AV
BCIP
Ber.
Bn
Boc
Boc,O
BPB
BSA
Bz
bzw.
Cell
CHCA
CN
COSY

DAB
DBU
DC

ABKURZUNGEN

Aceton

Allgemeine Arbeitsvorschriften
absolut

Acetylgruppe
Essigsdureanhydrid

Acetonitril
Azo-dicarbonséure-dipiperidid
3-Amino-9-ethylcarbazol
2,2"-Azobisisobutyronitril
Akzeptor

Aquivalente

Aromat

L-Asparaginsdure

Allgemeine Synthesevorschrift
Bromchlorindolylphosphatylphosphat
Berechnet

Benzyl

tert.-Butoxycarbonyl
Di-tert.-butyldicarbonat
Bromphenolblau

Bovin Serum Albumin

Benzoyl

beziehungsweise

Cellobiose
a-Cyano-4-hydroxyzimtsiure
4-Chlor-1-naphtol

correlated spectroskopy

Tage

3,3’-Diaminobenzidin
1,8-Diazabicycolo[5.4.0Jundec-7-en

Diinnschichtchromatogramm bzw. Diinnschichtchromatographie



2 Abkiirzungen

DCC Dicyclohexylcarbodiimid

DCH Dicyclohexylharnstoff

DCM Dichlormethan

dd Doppelt destilliert

DEAD Azodicabonsédurediethylester

DEPT Distorsionsless enhancement by polarization transfer
DHB 2,5-Dihydroxybenzoesiure

DIAD Azodicabonséurediisopropylester

DIC N,N’-Diisopropylcarbodiimid

DIPEA Diisopropylethylamin

DMAP 4-Dimethylaminopyridin

DMF Dimethylformamid

E Essigsdureethylester

EA Elementaranalyse

ESI Electronic spray ionisation

Et Ethyl

Et,O Diethylether

Ether Diethylether

EtOH Ethanol

FAB Fast atom bombardement

Fmoc 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl-Schutzgruppe
FmocCl 9-Fluorenylmethyloxycarbonylchlorid
Gal Galactose

gef. Gefunden

gem. gemessen

ges. gesittigt

Glc Glucose

GlcNAc 2-N-Acetylglucosamin

h Stunden

HABH 2-(4’-Hydroxybenzolazo)-benzoessédure
Hac Essigsdure

HATU N-[(Dimethylamino)(1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridin-1-yl)methylen]-N-

methylmethanaminiumhexafluorophosphat-N-oxid



2 Abkiirzungen

HBTU

HOAt
HOBt
HODhbt
HPLC
IR

kat.
kon.
Lac
Lit.
LM
Lsg.
Lys
MALDI
Me
Me;P
MeOH
min.
MMP
MS
MW
NME
NBT
NMI
NMP
NMR

org.

Pd/C
PEG
perac
Pfp
PhsP

Pmc

N-[(1H-Bezotriazol-1-yl)(dimethylamino)methylene]-N-
methylmethanaminiumhexafluorophosphat-N-oxid
1-Hydroxy-7-aza-1H-benzotriazol

1,2,3-Benzotriazol-1-ol
3-Hydroxy-1,2,3-benzotriazin-4-(3H)-one
High performance liquid chromatography
Infrarotspektrum

Katalytisch

Konzentration

Lactose

Literatur

Losungsmittel

Losung

L-Lysin

Matrix induzierte Laserdesorption
Methyl

Trimethylphosphin

Methanol

Minuten

N-Methylmorpholin
Massenspektrum
Mikrowellenstrahlung
N-Ethylmorpholin
Nitrotetrazoliumblau
N-Methylimidazol
N-Methylpyrolidon
Kernresonanzspektrum

organisch

Petrolether (40-60 °C)

Palladium auf Aktivkohle
Polyethylenglycol

peracetylierte Verbindung
Pentafluorphenol
Triphenylphosphin
2,2,5,7,8-Pentamethylchroman-6-yl-sulfonyl



2 Abkiirzungen

PNA
Pyr
quant.
RIFS
RT
Smp.
SPPS
SPR

TBAHS
TBAS
TBS

tert.
TFA
TFFH
THF
Tmb
TMB
TMS
TOF
Trt

Tween

Peptid Nuklein Sdure

Pyridin

quantitativ
Interferensreflexionsspektroskopie
Raumtemperatur

Schmelzpunkt

Solid Phase Peptide Synthese
Plasmonenresonanzspektroskpie
Toluol
Tetrabutylamoniumhydrogensulfat
Tetrabutylamoniumsulfat

Tris Buffer Saline
Tertidr-butyl-Schutzgruppe

tertidr

Triflouressigsiure
Tetramethylfluoroformamidiniumhexafluorphosphat
Tetrahydrofuran
Trimethoxybenzoyl

3,37,5,5 -Tetramethylbenzidin
Tetramethylsilan

Time of Flight

Triphenylmethyl
Polyoxyethylensorbitanmonopalmitat

Benyloxycarbonyl
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3 EINLEITUNG UND AUFGABENSTELLUNG

Kohlenhydrate sind neben Lipiden, Proteinen und Nukleinsduren fiir nahezu alle lebenden
Organismen von fundamentaler Bedeutung. Der Begriff “Kohlenhydrate* umfasst Monosac-
charide, Oligosaccharide, Polysaccharide und ihre Derivate, die durch Reduktion, Oxidation
oder Substitution entstehen. Dabei ist ihre Funktion als Geriist- und Stiitzsubstanz sowie als
Energiespeicher gut untersucht.

Kohlenhydrate besitzen unter den Naturstoffen die meisten Stereozentren auf kleinstem
Raum und konnen neben linearen Strukturen stark verzweigte Oligomere auftbauen. Theoreti-
sche Berechnungen zeigen, dass mit 4 unterschiedlichen Hexosen bereits 34560 Oligosaccha-
ride tiber glycosidische Bindungen synthetisiert werden konnen''!. Ein Vergleich mit der
DNA (4 Bausteine) und den Proteinen (20 Bausteine) ergibt 4096 und 6.4 x 10’ méogliche
“Worter”, wohingegen mit Kohlenhydraten eine Variation grofer als 1.05 x 10" méglich
ist’?). Diese strukturelle Vielfalt ermoglicht Oligosacchariden eine Informationskodierung auf
kleinstem Raum®!, was sich in der strukturellen Diversitit von posttranslational modifizierten
Proteinen wiederspiegelt, die durch Glycosylierung mit Oligosacchariden ganz neue struktu-
relle Eigenschaften bekommen'*. Dabei kénnen die OH-Gruppen der Oligosaccharide mit
Sulfat-, Phosphat-, Acetyl- oder Methylgruppen substituiert sein, wodurch eine enorme Viel-
falt an unterschiedlichsten Glycokonjugaten entstehen. Untersuchungen haben gezeigt, dass
diese Oligosaccharide in Form von Glycoproteinen auf der duBeren Zellmembran!®! Informa-
tionen fiir molekulare Erkennungsprozesse kodieren und unerlésslich fiir die zelluldre Erken-
nung des Immunsystems sind'®. Um diese Informationen zu dekodieren finden spezifische
Wechselwirkungen zwischen Proteinen (Lectine)”) und den Oligosacchariden auf der Zell-
membranoberfldche statt, die andere biochemische Prozesse einleiten. Es wurde gezeigt, dass
Krebszellen eine verdnderte extrazelluldre Kohlenhydratstruktur aufweisen und sich dadurch
von gesunden Zellen unterscheiden'®. Des Weiteren nutzen fremde Pathogene wie Viren und
Bakterien diese Zell-Adhision, um die Wirtszelle zu infizieren™. Deshalb ist eine Entschliis-
selung der Informationskodierung von grofler wissenschaftlicher Bedeutung und von groBem
medizinischem Interesse!'”. Leider sind diese Erkennungsprozesse auf ihrer molekularen
Ebene nicht vollstindig untersucht und die grundlegenden Zusammenhénge von Kohlenhyd-
ratstruktur und Informationskodierung sind noch nicht vollstindig verstanden.

Die Ursache dafiir sind die meist heterogenen Strukturen einzelner Glycoproteine, die auf
Grund ihres vielfdltigen Vorkommens und ihrer geringen Menge nur mit groem Aufwand in
ausreichender Reinheit aus dem biologischen Material isoliert werden kénnen. Des Weiteren
ist es schwierig, trotz moderner analytischer Methoden die genaue Konformation der Oligo-
saccharide aufzukldren. Zwar konnen massenspektroskopische Methoden zur Sequenzierung
der Zuckerabfolge verwendet werden, dabei ergibt sich aber kein Bild von der dreidimensio-
nalen Erkennungsstruktur der Oligosaccharide, die iiber unterschiedliche rdumliche Anord-
nungen der OH-Gruppen miteinander verkniipft sind. Da sich Glycoproteine nur schwer kris-
tallisieren lassen, konnen in den meisten Féllen keine Rontgenstrukturen angefertigt werden.
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Damit bleibt nur die NMR-Spektroskopie zur vollstindigen Strukturaufkldrung ibrig, die
allerdings reines Probenmaterial in ausreichender Menge benotigt. Problematisch ist auch das
Bereitstellen von “intakten” Glycoproteinen, die bei der Isolation des Probenmaterials ihre
Kohlenhydratstruktur verdndern kdnnen. Somit ist es unerldsslich, synthetische Glycoconju-
gate fiir wissenschaftliche Untersuchungen bereitzustellen. Eine biotechnologische Synthese
iiber Nukleinsduren kann dabei nicht durchgefiihrt werden, weil die Proteine in Form von
Glycosyltransferasen selbst am Aufbau der Oligosaccharide beteiligt sind und bis heute nur
ein Bruchteil dieser Enzyme bekannt sind.

In den letzten Jahren hat sich gezeigt, dass synthetisch hergestellte Oligosaccharide und Gly-
cokonjugate sehr gut fiir biologische Untersuchungen geeignet sind und sich daraus die “Gly-
cobiologie* als neues, interdisziplindres Forschungsgebiet entstanden ist. Neben der Untersu-
chung von Struktur-Eigenschaftsbeziehungen von Kohlenhydraten und Proteinen ist es wich-
tig, geniigend Probenmaterial in reiner Form bereitzustellen. Dazu werden genau definierte
Kohlenhydratstrukturen benétigt, die in ausreichender Menge vollsynthetisch im Labor her-
gestellt werden. Leider existiert trotz groler Anstrengungen bis heute noch keine automati-
sierte Festphasensynthese, um unterschiedliche Oligosaccharide vollsynthetisch herstellen zu
kénnen'". Der Grund dafiir ist, dass eine selektive Verkniipfung der Monosaccharide unter
Berticksichtigung der Stereochemie nur mit unterschiedlichen Aktivierungsmethoden und
iiber komplexe Schutzgruppenmanipulationen mdoglich ist, so dass keine einheitliche Reakti-
onsfiihrung als Grundlage flir eine Automatisierung dienen kann. Die momentanen Oligosac-
charidsynthesen werden deshalb klassisch auf nasschemischem Weg und teilweise an der
Festenphase im Forschungslabor durchgefiihrt. Aufgrund der vielen Optimierungsschritte und
komplizierten NMR-Auswertungen wahrend einer Oligosaccharidsynthese, ist ein grofer
Zeit- und Arbeitsaufwand mit dem Bereitstellen von Probenmaterial verbunden und er-
schwert damit die Aufkldrung der verschliisselten “Kohlenhydrat-Information®. Zur Losung
des Problems konnten neue Oligosaccharidmimetika beitragen, die iiber eine einfache Syn-
thesestrategie geniigend Probenmaterial fiir biologische Untersuchungen bereitstellen.

In dieser Arbeit sollen neue Mimetika entwickelt werden, die kleine Oligosaccharidstrukturen
aus 4 bis 6 Monosacchariden imitieren kénnen und enzymatisch nicht abbaubar sind. Dazu
wird mit einem neuen Synthesekonzept''?! aus wenigen Bausteinen eine groBe Anzahl unter-
schiedlichster Oligosaccharidmimikrys hergestellt und die Oligosaccharide iiber Zuckerreste
die mit einem Peptidriickgrat verkniipft sind imitiert (Schema 1). Dabei entfillt die Synthese
von glycosidischen Bindungen. Das Mimetikum selber ist aus Glycopeptid-Bausteinen auf-
gebaut und ermdglicht einen blockweisen Aufbau des neuen Glycopeptids. Durch das Kon-
zept findet eine wesentliche Vereinfachung bei der Bereitstellung von neuem Probenmaterial
statt:

o Komplexe Oligosaccharidsynthesen iiber glycosidische Bindungen entfallen
e Die Synthese der Glycopeptide erfolgt iiber quantitative Peptidreaktionen
e Glycosylierungen beschrinken sich auf einfache Bausteinsynthesen

¢ Eine grofle Variationsmdglichkeit der Glycopeptide iiber die Bausteine



3 Einleitung und Aufgabenstellung 12

e Aus wenigen Bausteinen konnen viele Glycopeptide hergestellt werden

e Das Konzept ist gut auf die Festphase tibertragbar und automatisierbar

Ziel der Arbeit soll es sein, die oben genannten Eigenschaften in einer neuen Festphasensyn-
thesestrategie umzusetzen. Dazu wurden folgende Schritte durchgefiihrt:

Synthese neuer S-Glycopeptid-Bausteine

Synthese der S-Glycopeptide auf Zellulosemembranen (SPOT-Synthese)
Automatisierung der SPOT-Synthese am Roboter

Erzeugen kombinatorischer S-Glycopeptid-Bibliotheken

AN

Uberpriifung der imitierenden Eigenschaften iiber ein Screening mit Lectinen

Schema 1: Imitieren von Oligosaccharidstrukturen iiber Glycopeptide

Oligosaccharid Oberflache Oberflache

,—\ Glycopeptid
%&% on ,—\ imitieren % .
/zo S :> g&

T

glycosidische
ﬁ Peptidrickgrat

Bindung
Bausteine

Glycopeptid-

)@\ i 2 Bausteine

Zellmembran

Monosaccharid O
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4 OLIGOSACCHARIDE AUF ZELLMEMBRANEN

4.1 Vorkommen und Funktion

Oligosaccharide kommen auf Zellmembranoberflichen in Form von Glycokonjugaten als
Glycoproteine oder Glycolipide vor. IThre intrazellulire Biosynthese erfolgt im rauhen en-
doplasmatischem Retikulum (ER) und dem Golgiapparat (Golgi) der Zelle (Schema 2).

Schema 2: Biosynthese und Funktion von Oligosacchariden!'”!

Kohlenhydrat- 3

Rezeptor ‘\

Monosaccharide Oligosaccharid auf ——
a® Glycoprotein ~-. J Wy

extrazelluldres Milieu \

. 4 o
™ ® ! L e
L [ ] . 3 i ' s
Metabaolite = :f'
" ¥ / b r : L ]
. - . e =
. - ,—ﬂhJ) : }
.:l "' L - " P
P L . "oy ™ ( )
- e I‘- v ’J‘
5
- : " __./‘ER Galgi . /—‘
f Monosaccharid- 5 ey :
Bausteine L g 1
2Zytosol intrazelluldre Glycosylierung

Dazu werden exogene Monosaccharide von der Zelle aufgenommen und in aktivierte Meta-
bolite (Nucleosiddiphosphat-Zucker) umgewandelt. Diese “Monosaccharid-Bausteine* wer-
den anschlieBend an Proteine oder Lipide intrazelluldr glycosyliert (ER/Golgi) und schritt-
weise zu Oligosaccharidstrukturen und Glycokonjugaten aufgebaut. Dabei handelt es sich um
einen hoch komplexen Vorgang, an dem eine groBe Zahl von spezifischen Glycosyl-
Transferasen und Glycosidasen beteiligt sind. Fiir jede Verkniipfungsart ist dabei nur eine
spezielle Glycosyl-Transferasengruppe verantwortlich (z. B. 1,4 Gal-T1). Die Regioselekti-
vitdt der Glycosylierung und die Konstitution der Oligosaccharide ist hierbei das Ergebnis
einer sensitiven Regulierung von Enzymkaskaden, die nur zum Teil verstanden sind"'¥. Da-
bei werden mit den Aminosduren des Proteins N- oder O- glycosidische Bindungen gekniipft.
Bei den N-Glycoproteinen'™ findet die Verkniipfung iiber die Seitenkette von Asparaginsiu-
re und bei den O-Glycoproteinen!'® iiber die Seitenkette von Serin oder Threonin statt. O-
Glycosidische Verkniipfungen iiber Tyrosin, Hydroxiprolin und Hydroxylysin oder die Bil-
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dung von S-Glycosiden iiber Cystein sind selten. Eine andere Gruppe bilden die GPI-Anker
die iiber Ethanolaminphosphat verkniipft sind""! (Schema 3).

Schema 3: Die hiufigsten Verkniipfungen von Oligosacchariden mit Proteinen

N
=0
HN
N-Glycosid O-Glycosid GPI-Glycosid o é
O\
OH — OH O//P\O
—0 O H | —0 o T OH
% H&/N NH % HO~— NH HO 0
NHACc (¢
Asparagin R: H (Serin), CH3 (Treonin) Ethanolaminphosphat

Vergleicht man die N-Glycoside mit den O-Glycosiden, so erkennt man, dass die N-
Glycoside einfacher aufgebaut sind und immer ein Core-Pentasaccharid!'® beinhalten, das
aus zwel terminalen o-Mannoseeinheiten besteht, die an eine dritte Mannoseeinheit liber
ol,6 und al,3 verkniipft sind. Die dritte Mannoseeinheit ist schlieBlich f1,4 mit zwei
GlcNAc-Molekiile verkniipft. An den terminalen Mannosen kdnnen nun weitere Verzwei-
gungen stattfinden, die man in high Mannose-, Complex- oder Hybrid-Typ unterteilt!'”). Bei
den O-Glycosiden gibt es eine deutlich grofere strukturelle Vielfalt, deren Oligosaccha-
ridstrukturen noch nicht vollstdndig untersucht sind. Eine kleine Auswahl an wichtigen Gly-
cokonjugaten ist in Schema 4 wiedergegeben.

Schema 4: Auswahl einiger Glycokonjugatstrukturen
OH

OH [ N-Glycan Core-Struktur]
HO Q
OH HO

OH O al6

o)
HO OH
HO 7 OH "
HO 5 N NH
al3 NHAc NHAC
o) o

[ O-Glycan Strukturen ]

Tn-Antigen T-Antigen im Kollagen
HO _OH HO OH HO __OH OH

o) | g:‘o o] | HO 0 e
HO NH HO o NH HO O™ "coon
AcHN OH AcHN AcHN z
o % o % \
NH,

R: H (Serin), CH; (Treonin) B-Galactose an Hydroxylysin



4 Oligosaccharide auf Zellmembranen 15

Eine genaue Charakterisierung der Oligosaccharidstrukturen auf Glycoproteine wird durch
die Mikroheterogenitit erschwert, bei der im Golgiapparat weitere Modifikationen der Zu-
cker-OH-Gruppen wie Substitution mit Sulfat-, Phosphat-, Acetyl- oder Methylgruppen statt-
finden. Nach dieser Biosynthese werden die Glycoproteine zur Zellmembranoberfliche
transportiert, wo der Proteinteil in der Lipiddoppelschicht eingebettet wird und die Oligosac-
charide von der Zellmembran als “baumartige Strukturen abstehen, die auch als Antennen
bezeichnet werden. Die Gesamtheit dieser komplexen Oligosaccharidstrukturen auf der Zell-
oberfldche wird als Glycocalix bezeichnet, an die nun andere Zellen, Proteine oder Hormone
iiber kohlenhydrat-spezifische Rezeptoren anbinden und so wichtige biologische Funktionen
wie die Unterscheidung zwischen “Eigen und “Fremd* erfiillen. Dariiber hinaus findet man
Glycoproteine in Schleimsekreten und Korperfliissigkeiten, wodurch sie das Eindringen von
Patogenen verhindern. Nahezu sdmtliche Plasmaproteine sind glycosyliert, wobei die Funkti-
on der Oligosaccharide noch nicht vollstindig geklért ist. Es hat sich gezeigt, dass die Koh-
lenhydrate auf der Proteinoberfliche einen proteolytischen Abbau verhindern und die Kon-
formation der Proteine durch ihre hydrophilen Eigenschaften stabilisieren konnen. Ferner
konnen Glycoproteine stimulierend auf die Blutgerinnung wirken, wobei maf3geblich sulfo-
nierte Oligosaccharide beteiligt sind, die als Heparine bezeichnet werden.

4.2 Synthese von Oligosacchariden

Die Synthese von definierten dreidimensionalen Oligosaccharidstrukturen stellt eine grof3e
Herausforderung fiir die organische Synthese dar?*"#!M22H23] Ursache dafiir sind die vielen
OH-Gruppen der Kohlenhydrate, die sich in ihrer Reaktivitit teilweise nur geringfiigig unter-
scheiden und einen selektiven Aufbau von glycosidischen Bindungen erschweren. Des Wei-
teren konnen bei der Kniipfung von glycosidischen Bindungen a— oder f—Regioisomere am
anomeren Zentrum der Glycoside entstehen. Ein definierter Aufbau von Oligosacchariden
benotigt viele Schutzgruppenmanipulationen, kombiniert mit einer Synthesestrategie. Paul-
sen* kommentierte diesen Sachverhalt 1982 treffend mit den Worten: “Jede Oligosaccha-
ridsynthese stellt ein eigenstdndiges Problem dar. Um dieses zu 16sen muss systematisch ge-
forscht werden und stindig neue Uberlegungen getroffen werden. Es gibt keine universellen
Reaktionsbedingungen bei der Oligosaccharidsynthese. Schwierigkeiten bereitet auch die
Synthese groBerer Oligosaccharideinheiten durch sterische Effekte® und Anderung der e-
lektronischen Bedingungen'®®, so dass eine stereoselektive Verkniipfung zu einer Herausfor-
derung wird. Nichts desto trotz stehen heute eine Vielzahl von Aktivierungs- und Synthese-
methoden zur Verfigung®®®. Um eine glycosidische Bindung zwischen zwei
Kohlenhydraten aufzubauen, bendtigt man zuerst geeignete Schutzgruppen (R) die eine
regioselektive Kniipfung zwischen zwei Zucker-OH-Gruppen ermoglichen. Dazu haben sich
vor allem Ester, Ether und Acetale bewihrt. Je nach zu schiitzender OH-Gruppe konnen dazu
mehrere Schritte notwendig sein. AnschlieBend wird die anomere funktionelle Gruppe des
Kohlenhydrats in eine Austrittsgruppe (X) umgewandelt und stellt fiir die freie OH-Gruppe
des anderen Kohlenhydrats einen Glycosyldonor dar. Durch Zugabe eines Promotors wird der
Glycosyldonor aktiviert und die freie OH-Gruppe des Glycosylakzeptors substituiert die Aus-
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cosyldonor aktiviert und die freie OH-Gruppe des Glycosylakzeptors substituiert die Aus-
trittsgruppe (X) unter Ausbildung einer glycosidischen Bindung. Dabei kann eine o— oder
B—glycosidische Bindung aufgebaut werden (Schema 5).

Schema 5: Aufbau von Oligosacchariden tiber glycosidische Bindungen

Glycosyldonor Glycosylakzeptor > RO —Q
0 O/T//&W
RO>/ \ + HO>/O Promotor OR’
X “OR’ Oligosaccharid
L > 20 >/O
RO O\
p

X: Austrittsgruppe R, R": Schutzgruppe

Auf das a /B—anomere Verhéltnis haben die Schutzgruppen (R), die Aktivierungsmethode,
das Losemittel und die Reaktionsbedingungen einen grolen Einfluss. Es hat sich gezeigt,
dass bei Verwendung von Estern als Schutzgruppe in 2-Position hauptsidchlich das
B—anomere Produkt (Mannose — o) gebildet wird (Schema 6).

Schema 6: Allgemeiner Verlauf bei der Bildung glycosidischer Bindungen!®”!

Ester in 2-Position Nachbargruppeneffekt o B
aupt-
m Promotor ‘ O>/—\ o séchlich 0\70
\ —_—
e = "
~ 5@
R: Alkyl, Aryl

\
gering %O H o‘k O\A

Ether in 2-Position

(@) (e A 0

mx Promotor : 2 /_\O Ry

_0 S i_|

R2 RZ/O o

R,: Benzyl, Allyl haupt m o
séachlich
Glycosyldonor: &O\M : i Gl lak : A
ycosy! ; X: Austrittsgruppe ycosylakzeptor: O A: Aglycon

X H
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Erkldren ldsst sich dieser Sachverhalt durch den “Nachbargruppeneffekt®, bei dem die Car-
bonylgruppe des Esters in 2-Position am anomeren Zentrum eine Oxonium-Zwischenstufe
bildet, der einen nucleophilen Angriff der OH-Gruppe von der Unterseite erschwert und
hauptsédchlich eine P-glycosidische Bindung gekniipft wird (Mannose umgekehrt). Dabei
nimmt die Tendenz zur Bildung von Oxonium-Zwischenstufen von Acetyl iiber Benzoyl
nach Pivaloyl ab. Die Bildung von a—glycosidischen Bindungen werden dagegen von Ethern
in 2-Position begiinstigt, da keine Nachbargruppenbeteiligung stattfindet. Allerdings ist dass
o /B—anomere Verhiltnis stark vom Glycosyldonor (Austrittsgruppe X) und den Reaktions-
bedingungen (Losemittel, Promotor, Temperatur) abhéngig, da meist kein eindeutiger Reak-
tionsverlauf nach Sy1 oder Sn2 stattfindet und bei jeder neuen Glycosylierung optimiert wer-
den muss (anomerer Effekt) B°) Ein besonderes Problem stellt die Synthese von pB-
Mannosiden dar, bei der die Ausbildung der a-Konfiguration durch ungiinstige sterische und
elektronische Wechselwirkungen, sowie durch den anomeren Effekt stark begiinstigt
istt32 T gsungsansitze um die Mannose in die p-Konformation zu zwingen sind intramo-
lekulare Glycosylierungen'™
konnen in 2-Desoxy-2-acetamido-glycopyranosiden die N-Acetylgruppen in 2-Position mit

oder die Verwendung vorverbriickter Zucker™*. Des Weiteren

dem anomeren Zentrum stabile 1,2-Oxazoline bilden, die eine a-glycosidische Bindung un-
moglich machen. Um ein genaues Trimmen der einzelnen Glycosylierungen zu ermoglichen,
kann auf eine Vielzahl von Glycosyldonoren und Promotoren zuriickgegriffen werden. Dabei
sind Trichloracetimidate®, Thioglycoside™”, Glycosylbromide®”! und n-Pentylglycoside!*®!
die am héufigsten verwendeten Glycosyldonoren, die unter Zuhilfenahme von geeigneten
Promotoren stereoselektive Verkniipfungen ermoglichen.

Tabelle 1:Auswahl verschiedener Glycosyldonoren und Promotoren!'!

Austrittsgruppe X

am Glycosyldonor Promotor Eigenschaften

nicht fiir komplexe Oligosaccha-

OAc BF; Etzo, Sl’lC14, TMSOTf ridsynthesen
Br AgCOs, AgOTH, Hg(CN), hiufiger verwendet
Cl AgOTf, Hg(CN), stabiler als Glycosylbromide
Kann mit Thioglycosiden
F SnCl-AgOTS kombiniert werden
OC(NH)CClI; BF; Et,0, TMSOTf milde Reaktionsbedingungen
. vielseitig verwendbar auch als
SR (R: Aryl, Alkyl) | TfOH-NIS, DMTST, IDCP Akzeptor
_ vielseitig verwendbar auch als
O(CH;);CH=CH;, NIS/TESOTf Akzeptor
Oxazoline p-TsOH, TMSOTf B—2—Acetamidoglycosiden

Dabei unterscheiden sich die einzelnen Glycosyldonoren in ihrer Stabilitdt und Reaktivitét.
Bei der Synthese von Oligosacchariden haben sich die Trichloracetimidate, Thioglycoside
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und die n-Pentylglycoside als Glycosyldonoren aufgrund ihrer vielseitigen Verwendbarkeit
und milden Reaktionsbedingungen durchgesetzt.

Thioglycoside sind dabei oft die Glycosyldonoren der Wahl, speziell bei der Glycosylierung
von Aminozuckern. Sie sind gegeniiber vielen Reaktionsbedingungen bestindig und leicht
aus dem peracetylierten Zuckern mit Thiophenol oder Thioethanol herzustellen. Eine weitere
Moglichkeit ist die Reaktion von Thioharnstoff mit Glycosylbromiden zu den Thiuronium-
salzen, die durch Hydrolyse zu den 1-Thioglycosen umgesetzt werden konnen. Durch Alky-
lieren der Mercaptogruppe kommt man zu den Thioglycosyldonoren. Im Gegensatz zu den
Glycosylbromiden und Glycosyltrichloracetimidaten iiberstehen Thioglycoside Deacetylie-
rungsbedingungen, und eine Umschiitzung von Acetylgruppen zu Benzylgruppen ist moglich.
Durch die Zugabe von thiophilen Promotoren konnen eine ganze Reihe an neuen Glycosyl-
donoren erzeugt werden (Schema 7). Thioglycoside lassen sich mit einer Reihe von Promo-
toren aktivieren, wobei Iodoniumionen aus N-Iodsuccinimid (NIS) oder Dicollidinperchlorat
(ICDP) haufig verwendet werden. Des Weiteren lassen sich Thiogylcoside mit Methyltriflat
oder DMTST [Dimethyl(methylthio)sulfoniumtriflat] gut alkylieren und damit
aktivieren!®”"%0],

Schema 7: Uberfiihrung der Thioglycoside in andere Glycosyldonoren!"
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Neben der Glycosylierungsmethode spielt die Glycosylierungsstrategie eine entscheidende
Rolle bei der Synthese von Oligosacchariden!*!l. So ist es oft sinnvoll, neben einem schritt-
weisen Aufbau von Oligosacchariden eine Blocksynthese durchzufiihren, da sterische und
elektronische Verhiltnisse hiufig dabei besser zu kontrollieren sind und der Syntheseauf-
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wand reduziert wird. Eine weitere oft angewendete Strategie ist das “Armed*- und “Disar-
med“-Konzept, bei der die Reaktivitit des anomeren Zentrums von den Schutzgruppen beein-
flusst wird. Es hat sich gezeigt, dass Benzoylschutzgruppen (Ester) die Reaktivitidt des ano-
meren Zentrums herabsetzen wiahrend Benzylschutzgruppen (Ether) zu erhohter Reaktivitat
fithren. So lésst sich ein Thioglycosid mit Benzylethern (Armed) in Gegenwart mit einem
zweiten Thioglycosid das benzoyliert (Disarmed) ist selektiv glycosylieren, so dass nur ein
Disaccharid entsteht (Schema 8).

Schema 8: Glycosylierungsstrategie iiber “Armed“- und “Disarmed“-Konzept!"
OBn

OBn OBz
0
el ICDP BnO
Bgﬁoé&sa + Fégoégpsa ——>=  BO 08z
OBz

OBn BnO | 0
BzO SEt
"Armed" "Disarmed"” OBz
Donor Akzeptor (91%)

Als weitere Moglichkeit stehen enzymatische Glycosylierungen*"*! zur Verfiigung, mit

denen ohne Schutzgruppenmanipulationen regio- und sterioselektive Kniipfungen moglich
sind, die allerdings andere begrenzende Faktoren, dass Arbeiten mit Co-Faktoren, eine wéss-
rige Aufarbeitung und meist eine lange Reaktionsdauer bei geringer Umsatzrate mit sich
bringen. Trotzdem stellt die enzymatische Synthese bei schwierigen stereoselektiven Ver-
hiltnissen eine Alternative dar. Da die sdulenchromatographische Reinigung nach einer Oli-
gosaccharidsynthese zeitaufwendig ist, hat sich in den letzten Jahren die Verwendung von
Festphasensynthesen!*"! immer mehr etabliert und gerade bei groBeren Molekiile kann dies zu
einer erheblichen Zeitersparnis fithren. Dazu wurde in den letzten Jahren eine Reihe an neuen
Ankern (Linkern) und Festphasenstrategien entwickelt, die allerdings noch am Anfang ste-
hen. Weiterfiihrende Uberlegungen gehen in die Richtung einer Automatisierung'*”’ der Oli-
gosaccharidsynthese. Da es keine einheitliche stereoselektive Kniipfungsreaktion fiir Oligo-
saccharide gibt, wird dieses Unterfangen auch in Zukunft schwierig bleiben und beschrinkt
sich momentan auf repetitiv verkniipfte Oligosaccharideinheiten. Trotz der vielen Glycosyl-
donoren und dem besseren Verstindnis der Regio- und Stereoselektivitdt bei der Kniipfung
von glycosidischen Bindungen, wird die Oligosaccharidsynthese auch in Zukunft eine Her-
ausforderung bleiben. So kann eine neue Oligosaccharidsynthese mit 3-5 Zuckern mehrere
Monate bis Jahre intensive Forschungsarbeit bedeuten, je nach Komplexitit der aufzubauen-
den Verkniipfungen.
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4.3 Oligosaccharidmimetika

Die Anwendung der Oligosaccharide zur Untersuchung von Kohlenhydrat-Protein-

Wechselwirkungen und als in vivo Therapeutika hat eine Reihe von Nachteilen!*®!:

e Zeitaufwendige und komplexe Oligosaccharidsynthesen

e Kohlenhydrate werden von Glycosidasen schnell abgebaut
e Schlechte Bioverfiigbarkeit aufgrund der Hydrophilie

e Meist nur eine intravendse Verabreichung moglich

e Oft geringe inhibierende Eigenschaften

Deshalb haben sich in den letzten Jahren “Oligosaccharidmimetika“ etabliert, die Oligosac-
charidsstrukturen imitieren und einfacher zu synthetisieren sind. Dabei werden je nach
Einsatzgebiet gewisse Anforderungen an die Mimetika gestellt!*"**!

e Erhohte Affinitdt gegentiber den natiirlichen Oligosaccharidstrukturen
o Erhohte Stabilitdt gegeniiber enzymatischem Abbau (Metabolisierung)
e Vereinfachte Struktur verbunden mit leichterer Zugénglichkeit

e Verbesserte pharmakologische Eigenschaften (Implikation, Bioverfiigbarkeit)

Oligosaccharidmimetika eroffnen somit eine neue Moglichkeit, Kohlenhydrat-Protein-
Wechselwirkungen zu untersuchen, um Kohlenhydrat vermittelte Interaktionen und
Signaltransduktionen aufzukldren. Voraussetzung ist eine moglichst einfache Synthese mit
breiter Variation der Grundstruktur, um eine gute Nachahmung der natiirlichen Oligosaccha-
ride effizient zu erméglichen. Diese Werkzeuge werden dringend bendtigt, um ein schnelle-
res Vorankommen von kohlenhydratbasierenden Therapeutika zu erméglichen. Es hat sich
gezeigt, dass zwischen den Mimetikum und dem ,,natiirlichen Vorbild*“ nicht notwendiger-
weise eine groBe strukturelle Ahnlichkeit bestehen muss, vielmehr reicht eine enge Funkti-
onsverwandtschaft aus, um die gleiche oder sogar erhohte biologische Wirkung zu
erreichen™). Als sehr effizient haben sich kombinatorisch hergestellte Substanzbibliotheken
neuer Glycomimetika erwiesen, da viele Kohlenhydrat-Rezeptor-Wechselwirkungen noch
nicht untersucht sind und ein rationales Design nicht mdglich ist. Derzeit lassen sich Oligo-
saccharidmimetika in zwei Gruppen einteilen, wobei ein flieBender Ubergang beider Gruppen
stattfindet:

A. Mimetika fiir Lectine-Rezeptoren

B. Mimetika die Enzyme der Oligosaccharidbiosynthese inhibieren



4 Oligosaccharide auf Zellmembranen 21

Dabei ist die Gruppe A. direkt an der Intervention von biologischen Prozessen beteiligt, wo-
bei die Gruppe B. hauptsichlich zur Untersuchung der Oligosaccharidbiosynthese dient, die
hier nicht niher besprochen werden soll®®. Ein gut untersuchtes Beispiel stellt das Tetrasac-
charid Sialyl Lewis” dar, das die Adhésion zwischen Immunzellen mit Sialyl Lewis™ Oberfla-
chenstruktur®'M>?M53] ap Selectinen (Lectin-Rezeptor) bewirkt. Die Selectine unterteilen sich
in die drei Untergruppen E-, P- und L-Selectine (Kapitel 7.1.1), wobei durch Rezeptor-
Ligand-Untersuchungen ein genaues Bild von der Struktur dieser Rezeptoren gewonnen wur-
de. So hat sich gezeitgt, dass E- und L-Selectine alle drei OH-Gruppen der Fucose und die 2-
und 6-OH-Gruppe der Galactose, sowie die Carboxylgruppe der Neuraminséure zur Erken-
nung bendtigen. Fiir P-Selectine ergibt sich ein dhnliches Bild, nur dass die 2- und 4-OH-
Gruppe nicht zur Erkennung beitrigt™. Aus diesen Uberlegungen heraus wurden vereinfach-
te Strukturen entwickelt, die eine vergleichbare Anordnung der Erkennungsstrukturen besit-
zen. Die natiirliche Struktur von Sialyl Lewis® mit den zugehdrigen Antagonisten ist in
Schema 9 wiedergegeben.

Schema 9: Sialyl Lewis* und synthetisch hergestellte Antagonisten!'”!
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Untersuchungen der Mimetika zeigten, dass der E-Selectin-Antagonist eine 50 mal hdhere
Affinitdt™ und der makrozyklische P-Selectin-Antagonist sogar eine dramatische Verstir-
kung von 10° Einheiten®® aufweist. Durch die vereinfachte Synthese konnte die teure und
schwer zu handhabende Neuraminsdure durch einfache Carboxylfunktionen ersetzt werden.
Weiter kann die bei einer Oligosaccharidsynthese oft Schwierigkeit bereitende NAc-Funktion
in GlcNAc weggelassen werden und die Zucker konnen iiber ein makrozyklisches Peptid
imitiert werden. Das Beispiel zeigt, wie effektiv Glycomimetika als kiinstliche Inhibitoren
wirken konnen und wie eine Synthese mit vollig anderen Strukturen bei dhnlichen Funktiona-
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litdten zu einer deutlich héheren Affinitét fiihrt. Eine weitere Verstidrkung der Affinitdt konn-
te durch den Aufbau von multivalenten Architekturen erreicht werden. So konnte Roy et
al.’”) mit wasserldslichen Copolymeracrylamiden aus 3’-sulfo-Lewis*-(Glc) Monomeren den
bis heute stirksten Inhibitor fiir L- und E-Selectine herstellen (Kap. 7.1.3). Eine andere Ar-
beitsgruppel™ verdffentlichte ein Mimetikum fiir das Tumor-Antigen Lewis’ ”, das die Ad-
hésion von Fibronectin an Mauskarzinome (B16F10 Line) zu 80% inhibiert (Schema 10).
Zur Darstellung des Mimetikums wurden verschiedene bekannte molekular-dynamische Be-
rechnungen durchgefiihrt, um die optimale Ligandgeometrie vorherzusagen.

Schema 10: Mimetikum fiir das Tumor Antigen Lewis® [°*!
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Die Verkniipfung einzelner Glycoside iiber Aminosiuren®’ (SAAs Sugar Amino Acids) ist
ein weiterer viel versprechender Ansatz fiir therapeutische Glycokunjugate. So konnte Ichi-
kawa et al.®!! mit einem synthetisch hergestellten, enzymatisch nicht abbaubaren Glycokon-
jugat aus abwechselnden 3-Aminosduren- und Zuckereinheiten, in einem in vitro Assay mit
metastierenden Tumorzellen eine Zelladhdsion an gesunden Zellen verhindern (ICso = 10
pM) (Schema 11).

Schema 11: Glycokonjugat aus Zuckern und Aminosiuren [
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Auch peptiddhnliche, enzymatisch nicht abbaubare Peptidoide wurden als Riickgrat-
Strukturen fiir einzelne Zucker verwendet. Diese Glycopeptidoide besitzen eine groBere Fle-
xibilitit der Zucker und besitzen eine bessere Bioverfiigbarkeit. Roy et al.l®”! stellte dazu ein
lineares Glycopeptidoid mit O- verkniipften Tn Antigenen her (Schema 12).
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Schema 12: Glycopeptidoid mit Tn Antigenen %!
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Ein weiteres Beispiel fiir einen multivalenten Inhibitor ist ein von Bundel et al.[) entwickel-
tes Mimetikum, welches an einen Shiga dhnlichen Rezeptor von Escherichia Coli bindet. Das
Shiga und Cholera Toxin ist fiir den Verlust von Millionen von Lebern pro Jahr verantwort-
lich®® und bindet iiber ein homopentameren Lectin-Rezeptor'®°! an die Zellmembran. Ein
Inhibieren des Vorgangs konnte fiir therapeutische Zwecke genutzt werden. Bisher erzeugte
niedrigmolekulare Substanzen zeigten allerdings zu geringe inhibierende Eigenschaften'®”.
Das neu hergestellte Mimetikum (STARFISCH) dagegen zeigte bei in vitro Untersuchungen
eine 1-10 Millionen stérkere inhibierende Eigenschaft im Vergleich zu den univalenten Li-
ganden und stellt den stirksten bisher berichteten Inhibitor fiir Shiga dhnliche Toxine I und II
dar. Eine Rontgenstruktur des STARFISCH-Shiga-Komplex'®® zeigt, dass eine multiple An-
bindung der Trisaccharideinheiten fiir die stark inhibierende Wirkung verantwortlich ist
(Schema 13).

Schema 13: Multivalentes Mimetikum (STARFISCH) des Shiga dhnlichen Toxins!®*

STARFISCH STARFISCH-Shiga Komplex
H':ll g =0 s
A HoS
I-i:.:)‘_ oM L‘t‘ I-O.:ICI = oM

L 3
Bl MO | | Pl i
HoL S O Lmg oM oS 2 =g ocre

i o LR
L ¥ F o




4 Oligosaccharide auf Zellmembranen 24

Die aufgefiihrten Beispiele zeigen, wie effektiv und wichtig es ist, neue Mimetika auf der
Basis von Kohlenhydraten zu entwickeln, um effektive Inhibitoren zur Untersuchung von
Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen bereitzustellen. Ein wichtiger Weg um diesen Fra-
gestellungen gerecht zu werden, sind neue Synthesekonzepte, die auf moglichst einfache
Weise eine grofle Variation ihrer Grundstruktur zulassen und durch Kombination von Zu-
ckern mit peptidischen Verkniipfungen einen leichten Zugang ermoéglichen. Um in vitro /
vivo Experimente zu ermdglichen, sollten alle Teile des Mimetikums stabil gegen enzymati-
schen Abbau sein (Glycosidasen, Peptidasen, Proteasen). Mit diesen Werkzeugen sollte es
moglich sein, neue Lectin-Rezeptoren aufzuspiiren. Dazu miissen etablierte Methoden wie
die Festphasensynthese und kombinatorische Ansitze mit einbezogen werden. Uber multiva-
lente Mimetika ist ein neuer Weg zur Therapie von vielen bis jetzt unheilbaren Krankheiten
denkbar (Krebs, AIDS, Autoimmunerkrankungen).
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5 SYNTHESEKONZEPT DER S-GLYCOPEPTIDE

In den folgenden Kapiteln soll ausfiihrlich auf das Synthesekonzept der neu dargestellten S-
Glycopeptide eingegangen werden. Dabei wird hauptséchlich die Synthesestrategie vorge-
stellt, Einzelheiten zu den Synthesen werden im Kapitel 6 ausfiihrlich besprochen.

5.1 Besonderheiten von S-Glycosiden

Die Verkniipfung von Glycosiden mit Peptiden zu Glycopeptiden am anomeren Zentrum der
Glycoside wird in der Natur hauptsichlich von N- und O-Atomen gebildet!® "1 Die zum
Sauerstoff analogen S-Glycopeptide kommen dagegen sehr selten vor und wurden bisher in
Antibiotika der Spezies Streptomyces!’? (Lincomycin), auf der Membran von Erythrocyten!””!
als trimeres Glucosederivat von Cystein (genaue Verkniipfung der Glucoseeinheiten bisher
noch nicht geklirt) und in Glucosinolaten gefunden'’ (Schema 14). Dabei ist Myrosinases
die einzig natiirlich vorkommende S-Glucosidase!”.

Schema 14: in der Natur vorkommende Thioglycoside
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1-Thioglycoside sind gegen enzymatischen Abbaul’® bestindig und werden als kompetitive
Glycosidaseinhibitoren'” "M fiir mechanistische Untersuchungen verwendet. Daneben fiihrt
der Schwefel zu einer hoheren Stabilitdt gegen saure Hydrolyse[79], verbunden mit einer ge-
ringeren Basizitdt aber einer stirkeren Nukleophelie als der Sauerstoff. Mercatpane von 1-
Thiopyranosen anomerisieren viel langsamer als die Sauerstoff analogen Pyranosen. Die
Vielfalt der organischen Schwefelchemie spiegelt sich in ihrer Anwendung als Glycosyldoner
wieder, bei der unterschiedlichste Promotoren aus Thioglycosiden eine grofe Anzahl von
neuen Donoren erzeugen™. So ist es mdglich, aus stabilen Thioglycosiden wihrend einer
Oligosaccharidsynthese neue reaktive Donoren (Kapitel 4.2, Schema 7) bereitzustellen. Der



5 Synthesekonzept der S-Glycopeptide 26

Schwefel kann dabei als Nucleophil, Elektrophil oder als Radikal fungieren und zusitzlich
unterschiedliche Oxidationsstufen annehmen. Diese Vorteile machen Thioglycoside zu einem
sehr variablen Werkzeug um Oligosaccharide herzustellen. Des Weiteren stellen sie eine
wichtige Gruppe an Oligosaccharidmimetika dar’®!!. Im Gegensatz zu C-Glycosiden sind sie
einfacher herzustellen und das interglycosidische Schwefelatom ist in der Lage, als Wasser-
stoff-Akzeptor zu wirken, was bei der Kohlenhydraterkennung der analogen O-Substraten
eine wichtige Rolle spielen kann. Noch wichtiger bei einer Kohlenhydrat-
Proteinwechselwirkung ist die gesamte Konformation des Oligosaccharids. Dabei ist es wich-
tig zu erwdhnen, wie gut die unnatiirlichen Thiooligosaccharide in wissriger Losung, ihre
natiirlichen Oligosaccharide reprisentieren®*. Dies wurde iiber NMR-Studien, molekulare
Berechnungen und iiber Kristallstrukturanalyse an 4-Thiomaltose!®*"*# 4-Thiogalabiose!®”,
a-L-3-thioFuc(1—3)GleNAc®® o, a-Thiotrehalose®” und Thiogangliosiden!®®! gezeigt. Da-
bei stellte sich heraus, dass die S-Glycosideinheit flexibler ist und mehr Konformationen als
ithre analoge O-Glycosideinheit annehmen kann. Das fiihrt in Losung zu einem besseren “Fit*
der Thioglycoside an das kohlenhydraterkennende Zentrum des Proteins. Die Rontgenstruk-
tur von Methyl-4-thio-a-maltose®” zeigt, dass die C-S Bindung im Vergleich zur C-O Bin-
dung nur um 0.4 A linger ist.

All diese Bedingungen machen Thiooligosaccharide und Thioglycopeptide zu idealen Werk-
zeugen, um die in der Natur sehr wichtigen Kohlenhydrat-Proteinwechselwirkungen®®! zu
untersuchen und neue synthetische Vakzine!””"**! in Form einer “Glycotherapy* zu entwi-
ckeln. Als Beispiel ist das Tn-Antigen"”*"®*! zu nennen, bei dem es sich um ein Tumor asso-
ziierendes Antigen handelt, das verstirkt bei Krebszellen der Lunge[%], des Dickdarms®”), der
Bauchspeicheldriise!® und der Brust®™’ vorkommt. Es entsteht durch eine Verinderung des
glycosylierten Zellmembranproteins MUC4!") bei dem die schrittweise Verlingerung der
Glycankette durch Glycosyltransferasen unvollstindig ist und das Tn-Antigen in die Ketten
eingebaut wird!'"’"!. Das Tn-Antigen ist relativ einfach aufgebaut und besteht aus einer Gal-
NAc-Einheit die a-glycosidisch mit Serin verkniipft ist. Aus Konjugaten dieses Tumor asso-
zilerenden Antigens erhofft man sich in der Zukunft neue Impfstoffe'*?'®! gegen Krebs.
Dazu wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen ein S-Mimetikum!'**H! ORI qog Ty
Antigens hergestellt (Schema 15). Die Gruppe Kessler verwendete dazu ein L-Cystein Deri-
vat das mit GalNAc glycosyliert wurde (Weg B.)). Um iiberwiegend das a-Anomer zu be-
kommen, wurden Benzylschutzgruppen (kein Nachbargruppeneffekt) und die Trichloraceti-
midatmethode bei tiefen Temperaturen verwendet (Kapitel 4.2, Schema 6). Dabei wurde
nach Abspalten der Schutzgruppen das S-Glycopeptidometika lediglich mit Ausbeuten von
30% erhalten. Einen anderen Weg beschritt die Arbeitsgruppe Knapp, die {iber das Thiazolin
das 1-Thioglycopyranose von GalNAc herstellte und im Abschluss {iber eine nucleophile
Substitution eines iodierten Cysteinderivats das S-Tn-Antigen in Ausbeuten von 87% erhielt
(Weg A).
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Schema 15: Tumor assoziierendes Tn-Antigen und S-Glycopeptidmimetikum
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Somit konnte {iber den Syntheseweg der 1-Thioglycose die spdtere a-anomere Konformation
des Thioglycopeptids vorherbestimmt werden, und eine groBBere Flexibilitit bei der Suche des
Reaktionspartners wurde moglich. Diese beiden Verfahrenswege wurden in dieser Arbeit bei
der Synthese von S-Glycopeptid-Bausteinen mit n-Pentyl-Spacer weiter auf ihre Anwendbar-
keit untersucht (Kapitel 6.1.1).

5.2 Vergleich Oligosaccharide und S-Glycopeptide

In der Vergangenheit wurden Glycopeptidpolymere von den Gruppen Roy!'**M!®H!10 yng

Lee!''" als sehr erfolgreiche Oligosaccharidmimikry eingesetzt (Kapitel 7.3). Dabei wurden
meist grofle Polymerketten[m]’[m] (groBer 200 kDa) mit zuckerderivatisierten Polyacrylami-
den tiber radikalische Polymerisation aufgebaut. Die Zucker wurden dazu iiber einen Spacer
mit Acrylamid verkniipft, um die Flexibilitdt der vom Riickgrat abstehenden Zuckerreste zu
erhalten und sie sterisch fiir kohlenhydratbindende Proteine zugénglich zu machen (Kapitel
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7.1.3, Schema 102). Mit dem Verfahren ist es nur schwer mdglich, Glycopeptidpolymere mit
einer eindeutigen Kettenldnde und damit definierten Struktur herzustellen. Auch lassen sich
die Zucker am Polymerriickgrat nicht beliebig innerhalb des Glycopeptidpolymers variieren,
was allerdings sehr wichtig ist, da fiir die Kohlenhydraterkennung meist nur 1 bis 6 Zucker
notwendig sind. Fiir eine spezifische Wechselwirkungen der Glycoside mit den kohlenhyd-
raterkennenden Proteinen (Kapitel 7.1), bendtigt man kleine maf3geschneiderte Glycopeptide,
die nach dem “Schliissel-Schloss-Prinzip* mit dem Protein-Rezeptor (Lectin) wechselwirken.
Die Verwendung groBler Polymere fiihrt dagegen nur zur Erhéhung der Affinitédt in Form von
multipler Anbindung der Lectin-Rezeptoren an viele “Kohlenhydrate* des Polymers (Multi-
valente Wechselwirkungen Kap. 7.1.3). Ziel des hier vorgestellten Synthesekonzepts ist es
deshalb moglichst einfach und selektiv S-Glycopeptide mit einer grolen Vielfalt an Zuckern
aufzubauen, die maximal 4-6 Zuckerreste tragen!''*"''*) Dabei werden komplizierte Oligo-
saccharidsynthesen vermieden und die S-Glycopeptide iiber etablierte Peptidkupplungsreak-
tionen aufgebaut. In Schema 16 ist die Idee des neuen Konzepts vereinfacht dargestellt.

Schema 16: S-Glycopeptide als Oligosaccharidmimikry

Oligosaccharid - Lectin Komplex S-Glycopeptid - Lectin Komplex

Lectin-Rezeptor

TN NN

Lectin-Rezeptor

HO HO HO HO imitieren 4 HO HO HO
- -0 . -Q -
T 0l o TR0 TR /= T U \\/ﬂ‘\ 2
. . S s 7 S
Oligosaccharid yd
glycosidische Bindung Schwefel
Spacer
Peptidriickgrat S-Glycopeptid

Die S-Glycopeptide sollen dabei die Oligosaccharide imitieren, wobei die Zucker {iber einen
Spacer an das Peptidriickgrat gebunden sind und eine Synthese von Oligosacchariden iiber
glycosidische Bindungen vermieden wird. Fiir ein erfolgreiches Oligosaccharidmimikry miis-
sen folgende Punkte beachtet werden:

e Die rdumliche Anordnung der Zucker im S-Glycopeptid sollte der Anordnung im Oli-
gosaccharid entsprechen

e Die Zucker des S-Glycopeptids miissen gut zuginglich fiir kohlenhydrat bindende
Proteine sein

e Die S-Glycopeptide miissen sich gut von Wasser solvatisieren lassen
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e Die Zucker am S-Glycopeptide sollten flexibel genug sein, um sich in einer Protein-
Bindungstasche orientieren zu kénnen

e Das Peptidriickgrat und die Spacer miissen die Zuckerreste moglichst gleichméBig mit
definierter Struktur ausrichten

Diese Kriterien sollen bei den folgenden Uberlegungen zum Aufbau der S-Glycopeptide be-
riicksichtigt werden.

5.3 Aufbau der S-Glycopeptide aus S-Glycopeptid-Bausteinen

Ein wesentlicher Vorteil des neuen Synthesekonzepts ist der Aufbau der S-Glycopeptide aus
S-Glycopeptid-Bausteinen (Schema 17). Dadurch kann im Vorfeld eine grole Anzahl an
verschiedenen Bausteinen mit unterschiedlichen Zuckern (A, B, C, D) in hoher Reinheit und
ausreichender Menge fiir die Synthese der S-Glycopeptide bereitgestellt werden.

Schema 17: Aufbau des S-Glycopeptids aus S-Glycopeptid-Bausteinen

S-Glycopeptid S-Glycopeptid-Bausteine
HO HO HO HO HO
\-Q \-O \-Q O E\ii
S S s

2

5 R 5
0.0, 0 —
E)UHJ\/LNEH\/L J\/GL\NH )K%

B-Peptidrickgrat B-Aminosauren

Die Synthese der S-Glycopeptide erfolgt dabei iiber nahezu quantitative Peptidkniipfungsre-
aktionen zwischen den -Aminoséduren der einzelnen S-Glycopeptid-Bausteine (Schema 18).
Fiir eine Peptidsynthese miissen die Bausteine folgendermafen vorliegen:

e Die N-terminale Aminofunktion der B-Aminosduren ist mit einer tempordren Fmoc-
Gruppe geschiitzt

e Die Alkohol-Funktionen am Zucker sind mittels Acetylgruppen geschiitzt

e Die Saurefunktion des zu koppelnden S-Glycopeptid-Bausteins (B) wird fiir die Pep-
tidkniipfung aktiviert (z. B. Pentafluorphenol)

Fiir die Synthese des S-Glycopeptids wird nun beim Baustein (A) die Fmoc-Schutzgruppe
(20% Piperidin) unter mild basischen Bedingungen entfernt, wobei die Acetyl-Schutzgruppen
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am Zucker nicht abgespalten werden. Beim zusammengeben der beiden Bausteine (A, B)
findet bei Raumtemperatur innerhalb kurzer Zeit (20 min) eine selektive Kupplung unter
Ausbildung einer neuen Amid-Bindung (A-B) statt (Schema 18). Bei mehrfachem Wiederho-
len wird das S-Glycopeptid (A-B-C-D, Schema 17) iiber ein B-Peptidriickgrat stufenweise
aufgebaut. Im letzten Schritt werden unter stark basischen Bedingungen (NH; in MeOH) die
Acetylgruppen der Zucker vollstindig entfernt, ohne dass die Amid-Bindungen des Riick-
grats gespalten werden. Durch die Verwendung einer Fmoc-Strategie kann die Synthese der
S-Glycopeptide sehr gut an der festen Phase automatisiert werden und aus wenigen Baustei-
nen iiber eine kombinatorische Synthese eine grofe Anzahl neuer S-Glycopeptide erzeugt
werden. Die Verwendung von P-Aminosduren anstatt der natiirlich vorkommenden o-
Aminosduren zum Aufbau eines 3-Peptidriickgrat hat dabei mehrere Vorteile:

e [(-Peptide lassen sich nicht von Peptidasen und Proteasen abbauen

e Oligomere B-Peptide bilden mit wenigen B-Aminosduren tiiber intramolekulare
Wasserstoffbriicken eine stabile Helix (mehr als 6 f-Aminosduren)

e [(-Aminosduren neigen bei der Peptidaktivierung nicht zur Racemisierung

Da auch Glycosidasen die S-glycosidische Bindung der Zucker nicht spalten kdnnen, sind die
hergestellten S-Glycopeptide gegen enzymatischen Abbau bestindig und kénnen in vivo ein-
gesetzt werden. Bei genauer Kenntnis der Sekundirstruktur des p-Peptidriickgrats!!!®H!!7]
kann die raumliche Ausrichtung der Zucker anndhernd vorhergesagt werden und eine bessere
Modellierung der S-Glycopeptide auf einen Protein-Rezeptor wird moglich. Eine Racemisie-
rung von B-Aminosduren bei der Peptidaktivierung kann nicht wie bei a.-Aminoséduren liber
eine intramolekulare Zyklisierung zum Oxazol-5(4H) stattfinden (Kapitel 6.2.5, Schema 86)
und somit kdnnen nicht racemisierungssichere Aktivierungsmethoden (z. B. Sdurechloride)
verwendet werden.

Schema 18: Synthese der S-Glycopeptide iliber S-Glycopeptid-Bausteine

Peptid- B-Peptidruckgrat
akthlerung X

1.) Peptidkupplung JJJ<

<
NH
s— 1 —_— s— ] NH
:\§ :? 2.) Deacetylieren s— ]
NHFmoc
s —:§
O \
e

Amid-Bindung
N-Terminus
entschitzen (A-B)
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Die S-Glycopeptid-Bausteine lassen sich in einen Zuckerteil, Spacerteil und eine trifunktio-
nelle Aminosdure unterteilen (Schema 20). Dabei besteht der Zuckerteil aus 1-
Thioglycosiden und kann ein Monosaccharid, Disaccharid oder ein Desoxyzucker sein. Die
Spacer bestehen aus Aminoalkoholen die aliphatisch, aromatisch, heterozyklisch oder aus
einer Aminosdure bestehen konnen. Durch die Variation der Spacer im S-Glycopeptid-
Baustein konnen die Zucker im spéteren S-Glycopeptid an die rdumlichen Bediirfnisse des
Lectin-Rezeptors angepasst werden. Da sich der Spacer sehr nahe am Zucker befindet, kann
dieser selbst an der molekularen Erkennung beteiligt sein. Daraus ergeben sich folgende
Uberlegungen:

e Die Lange und Art des Spacer beeinflusst die Flexibilitit der Zucker

e Wechselwirkungen der Spacer untereinander oder mit dem Riickgrat konnen die Posi-
tion einzelner Zucker innerhalb des Glycopeptids beeinflussen

e Der Spacer kann mit polaren oder aromatischen Aminosduren in der Kohlenhydrat-
bindungstasche wechselwirken

e Die Spacer konnen die Hydrophilie des gesamten Glycopeptids verdndern

Bei kettenformigen aliphatischen Spacern muss ein Kompromiss zwischen der Flexibilitit
und ihrem Abstand zum Peptidriickgrat beriicksichtigt werden. Dabei sollte die Kettenlédnge
nicht groBer als 8 C-Atome sein, da eine zu groBe Flexibilitit des Spacers eine Wechselwir-
kung der Zucker mit dem Riickgratpeptid begiinstigt, was zu einem “Abknicken* der alipha-
tischen Spacerkette in Richtung des Peptidriickgrats fiihren kann. Bei Kettenldngen unter 4
C-Atomen besteht die Gefahr, dass einzelne Zucker durch eine sterische Hinderung des Pep-
tidriickgrats nicht vom Lectin erkannt werden konnen. Somit stellen aliphatische Spacer mit 5
C-Atomen (n-Pentyl-Spacer) einen guten Kompromiss dar und sollen in dieser Arbeit ver-
wendet werden. Aromatische Spacer konnen iiber n-n-Wechselwirkungen untereinander zu
einer Stabilisierung der Konformation des Glycopeptids fithren (aromatische Stapeleffekte).
AuBerdem konnen sie mit aromatischen Aminosduren in der Kohlenhydratbindungstasche
des Lectins wechselwirken und zu einer Verstirkung der Bindungsaffinitat fiihren (Vororien-
tierung der Zucker in der Bindungstasche). Bei heterozyklischen Spacern mit mehreren Stick-
stoffatomen im aromatischen Ring (1,2,3-Triazol-Spacer) konnen zusétzlich polare Wasser-
stoffbriickenbindungen zwischen den Stickstoffatomen des Spacers und polaren Aminosiuren
in der Kohlenhydratbindungstasche auftreten. Durch die Verwendung von Spacern auf Ami-
nosdurebasis lassen sich iiber die Aminosiurenseitenkette sehr unterschiedliche funktionelle
Gruppen einfiihren. Dadurch ist eine sehr grofe Variation der S-Glycopeptid-Bausteine iiber
den Spacerteil moglich, um eine optimale Erkennung der Zucker von Lectinen zu ermogli-
chen.

Bei der Synthese von S-Glycopeptid-Bausteinen hat sich herausgestellt, dass eine direkte
Glycosylierung des Zuckerteils mit dem n-Pentyl-Spacer zu unbefriedigenden Ausbeuten
fithrte (Kapitel 6.1.1). Eine Transformation des acetylierten Glycosylbromids tiber organische
Schwefelverbindungen in das 1-Thioglycosid bildete ein vorteilhaftes Ausgangsprodukt zum
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Aufbau der S-Glycopeptide (Schema 19). Durch die Nachbargruppenbeteiligung der Ace-
tylgruppen wurden ausschlielich B-1-Thioglycosen erhalten (Mannose — o), wodurch die
anomere Konfiguration des Zuckerrests fiir die folgenden Synthesen festgelegt war. Das
Schwefelatom der Mercaptogruppe ist nukleophiler als ein Sauerstoffatom und ldsst sich
leicht mit Elektrophilen umsetzen. Aulerdem bildet der Schwefel leicht Radikale die sich fiir
eine Weiterreaktion z. B. mit Alkenen nutzen lassen. Bei der Darstellung der S-Glycopeptid-
Bausteine wurden zwei unterschiedliche Synthesestrategien verfolgt.

Schema 19: Darstellung der S-Glycopeptid-Bausteine

Glycosylierung: 1-Thioglycosen
(@] HSR ——~0 Hydrolyse o)
ACO o ——> ACO w~\_-SR — > AcO w—~\-SH
a -HBr B
Br
Stufensynthese: )
O'Bu o
HO\H,NHZ )
5 HOOC”~ “NHFmoc o8y
ACOT A ACO/N/SWNHZ T ACO v~ S\(\?/SN “’NHFmoc
> 0
Blocksynthese:
AcO/\N/S O‘Bu
NHFmoc
O‘Bu
NHFmoc
AcO/\N/S\)—/
R: Alkyl, Aryl

Zum Einen lassen sich die Bausteine ausgehend von 1-Thioglycosen iiber eine mehrstufige
Synthese aufbauen oder in einem Syntheseschritt liber eine Blocksynthese herstellen. Mit
dem Blocksyntheseverfahren kdnnen auch groflere Fragmente gut zusammengefiigt werden.
Der optimale Syntheseweg zur Darstellung der S-Glycopeptid-Bausteine sollte folgende Be-
dingungen erfiillen:

e Der Syntheseweg muss eine Vielzahl an Variationen von Zuckern und Spacern er-
moglichen

e Der Zeitaufwand zur Darstellung der Bausteine muss sich in Grenzen halten
e Die Gesamtausbeute an S-Glycopeptid-Bausteinen sollte moglichst hoch sein

e Nach der Synthese miissen diastereomerenreine Verbindungen vorliegen
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In der vorliegenden Arbeit wurde viel Wert auf einen allgemein anwendbaren Syntheseweg
unter Berlicksichtigung der oben aufgefiihrten Punkte gelegt, mit dem Ziel, geniigend Bau-
steine in hoher Reinheit fiir eine kombinatorische Festphasensynthese bereitzustellen.

Schema 20: Aufbau der dargestellten S-Glycopeptid-Bausteine

[ S-Glycopeptid-Baustein I

O O'Bu
—0O0 j
— 1 1
peo s ]

1-Thioglycoside , \\ NHEmoc Asparaginsaure

~

( ) O~__O'Bu
NO | !
Ao gy e s i@l
| | O OBu | HO" Y
0 ; ; NHFmoc
: L NHFmoc
// \\ .
Zucker S < Ruckgrat
- | Aminoalkohole z.B.: | .
// \\
, /\/\/\ N
e HO NH, N
// \\
n-Pentyl-Spacer o
./\/\/\N)J\.
Monosaccharide H
0 1,2,3-Triazol-Spacer Aromat-Spacer -Aminosaure
AcO/\N_S_’ B
Oi _LOBu

Disaccharide :
NHFmoc

NO
ACO v S—e

Aminosaure-Spacer
O
. ;/,,N)k.
H

@— : Schematische Bindungsspaltung

S —

t,
A e
H H
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6 SYNTHESE DER S-GLYCOPEPTIDE

6.1 Synthese der S-Glycopeptid-Bausteine

In der Literatur sind zur Synthese der Thioglycopeptide zwei unterschiedliche Moglichkeiten
beschrieben. Zum Einen die der O-Glycosilierung analogen Verfahrensweise, bei der eine
Abgangsgruppe am anomeren Zentrum des Glycosids (Glycosyldonor) durch ein Mercaptan
substituiert wird. Dazu wird meistens eine Lewissdure als Promotor (z.B. BF3-Et,0, SnCly)
benoétigt, die ein Austreten der Abgangsgruppe erleichtert (Schema 21). Haufig verwendete
Glycosyldonoren """} besitzen am anomeren Zentrum als Abgangsgruppe eine Acetyl-
[120], Bromid-"?" oder Imidatfunktion''??. Vorteil dieser Verfahrensweise ist, dass iiber ein
Mercaptan viele unterschiedliche Glycoside zum Thioglycosid umgesetzt werden konnen.
Um das Verfahren fiir die Synthese der S-Glycopeptid-Bausteine zu verwenden, miissen al-
lerdings entsprechende Mercaptan-Spacer synthetisiert werden. Das bedeutet, dass man fiir
jeden neuen Spacer ein entsprechendes Thiol bendtigt. Weiter ist anzumerken, dass die Ste-
reoselektivitdt zwischen a— und f—Anomer (Sx1 oder Sy2-Typ) stark von den Schutzgruppen
am Zucker und den Reaktionsbedingungen (Ldsemittel, Temperatur, Promotor, Donoren)
abhingt.

Schema 21: Darstellung der S-Glycopeptide durch Glycosylierung mit Mercaptanen

®
HS-R
=0 Promotor o) /\ +—0
SGo/wﬁ 7 SGORL D T SGO e\ gR
AG

aktivierter -Anomer
Glycosyldonor Glycosyldonor o P

(R: Spacer, AG: Abgangsgruppe, SG: Schutzgruppe)

Bei dem anderen Verfahren wird das 1-Thioglycosid iiber eine meist mehrstufige Synthese
hergestellt, indem an das anomere Zentrum des Zuckers meist eine thiolische Vorstufe einge-
fiihrt wird. Mit dem anomeren Thiol am Zucker kann in einer Folgereaktion der Spacer iiber
eine Substitution der Abgangsgruppe (AG) eingefiihrt werden (Schema 22). Als 1-
Thioglycosidvorstufen werden meist Xanthogenate!'**), Thiuroniumsalze"** oder Thiocyana-
tel'*) aus den Glycosylbromiden hergestellt, die basisch in die 1-Thioglycosen iiberfiihrt
werden. Diese Verfahrensweise hat gleich mehrere Vorteile. Die anomere Konfiguration (a.,
) am Glycosid kann vor der Reaktion mit dem Spacer iiber die 1-Thioglycosen festgelegt
werden. Bei der Folgereaktion konnen unterschiedliche Reaktionstypen (Sn-, Radikalische),
Reaktionsbedingungen (Losemittel, Temperatur) verwendet werden und die Vielfalt der or-
ganischen Schwefelchemie genutzt werden. Durch die Auswahl einer geeigneten Reaktion
(z.B. Mitsunobu-Reaktion) konnen sehr viele Spacer iiber leicht zugéngliche Verbindungen
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(z.B. Aminoalkohole) eingesetzt werden. Damit wird eine groBere Variation an S-
Glycopeptid-Bausteinen moglich. Voraussetzung fiir diesen Syntheseweg sind geeignete Ver-
fahren zur Herstellung der 1-Thioglycosen.

Schema 22: Darstellung der S-Glycopeptide durch Reaktion iiber 1-Thioglycosen

Base /_'%: R

SGOw—~_-S (lllDHz > SGOw~\_-SH T > SGO w»—~\-SR
)
NH, Br

Thiuroniumsalz 1-Thioglycose B-Anomer

(R: Spacer, AG: Abgangsgruppe, SG: Schutzgruppe)
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6.1.1 Bausteine mit n-Pentyl-Spacer

Wie im vorangegangenen Kapitel gezeigt wurde, sind zwei Reaktionswege zur Einfiihrung
der Spacer denkbar. Dabei muss die Umsetzung zwischen dem n-Pentylspacer und dem Gly-
cosid zum 1-Thiopentylglycosid in guten Ausbeuten erfolgen, um im zweiten Schritt bei der
Kniipfung mit Asparaginsdure eine bestmogliche Gesamtausbeute zu erhalten. Um den besten
Syntheseweg auszuwihlen, wurden verschiedene Reaktionen mit unterschiedlichen Spacern
am Beispiel von Glucose untersucht. Bei der Retrosynthese des 1-Thiopentylglycosids erge-
ben sich zundchst zwei Reaktionswege (Schema 23). Beim Reaktionsweg 1 wird ein 5-
Amino-1-thiopentylspacer mit der Glucose glycosyliert. Dabei muss der Substituent an 1-
Position des Glucosids als Abgangsgruppe austreten. Reaktionsweg 2 zeigt den umgekehrten
Weg, indem der Schwefel der I1-Thioglucopyranose die Abgangsgruppe des 5-
Aminopentylspacer nukleophil substituiert.

Schema 23: Retrosynthese des 1-Thiopentylglucopyranosids

OAc
Reaktiosweg 1‘ AcO 0] Reaktiosweg 2
> "Aco S._~_~_NHSG =

OAc
1-Thiopentylglucopyranosid

l

— SGHAN A~ _~_SH +  AG OAc
AcO

5-Amino-1-thiopentylspacer  Glucopyranosid mit Abgangsgruppe

OAc
0 /\
Aﬁgoé&SH + AG_~_~_NHSG ——
OAc

1-Thioglucopyranose 5-Aminopentylspacer mit Abgangsgruppe

\ J

(AG: Abgangsgruppe, SG: Schutzgruppe)

Zunichst sollte die Synthesestrategie {iber den 5-Amino-1-thiopentylspacer mit verschiede-
nen Glucosederivaten (Reaktionswegs 1) untersucht werden. Fiir die Synthese des neuen
Spacers musste eine Thiolgruppe am Pentylspacer eingefiihrt werden, der an seinem anderen
Ende eine geschiitzte Aminfunktion enthilt. Als erstes Zielmolekiil wurde Verbindung 3 mit



6 Synthese der S-Glycopeptide 37

einem Nitril als versteckte Aminfunktion dargestellt (Schema 24). Aus dem Dibrompentan
erhielt man iiber eine Kolbe-Nitrilsynthese das Bromvaleronitril!'*®! 3 in mittelmaBiger Aus-
beute (44%). Ausgehend von Verbindung 3 wurde nun versucht, die Thiolfunktion iiber eine
Substitution von Brom am Pentylspacer einzufiihren. Bei der Reaktion von Thioharnstoff
zum Thiuroniumsalz mit anschlieBender Hydrolyse durch Natronlauge konnte nur das 5-
Mercaptovaleriansédure 4 (51%) isoliert werden. Wéhrend der Bildung des Thiols wurde auch
die Nitrilfunktion {liber das Sdureamid zur Sdure hydrolysiert. Auch bei kiirzeren Reaktions-
zeiten entstand ausschlieBlich Verbindung 4. Somit wurde tiber Natriumthiophosphat!'*” ver

sucht, die Thiolfunktion einzufiihren. Dabei bildete sich die zyklisierte Verbindung 5 (45%).
Somit konnte mit keinen der beiden Synthesen das gewiinschte 5-Nitril-1-thiopenthylspacer
dargestellt werden.

Schema 24: Darstellung des 5-Nitril-1-thiopentylspacers

X
HoN NH, HO SH
1.) EtOH O 4 (51%)
2.) NaOH
NaCN
BFV\/\/BF e N__\/\/ Br NMSH

MeOH

1 3 (44%)
Na3PO3S q

Da die Synthese iiber das Nitril in beiden Féllen fehlschlug, wurde als Ausgangsprodukt Z-
Aminopentanol'?* 6 verwendet (Schema 25). Um die Thiolgruppe einzufiihren, wurde die
Alkoholgruppe tosyliert'* und das gebildete Tosylat 7 (76%) in das Xanthogenat!"*" 8 iiber-
fithrt. Durch anschlieBende Hydrolyse mit Ethylendiamin konnte der gewiinschte 5-Amino-1-
thiopentylspacer 9 in sehr guter Ausbeute (81%) erhalten werden.

5 (45%)

Schema 25: Darstellung des 5-Amino-1-thiopentylspacers 9

TosCl er)@)]\O/Et
ZHNMoH » ZHNMoTOS _ =
Pyridin, CH,CI Aceton
6 y 2z 7 (76%)
ZHN _~_~_SH = HaN(CH,)2NH ZHNMSTO\Et -~
9 (81%) 8 (roh) S

Die Einfiihrung des 5-Amino-1-thiopentylspacer 9 wurde an verschiedenen acetylierten Glu-
cosyldonoren untersucht (Tabelle 2). Die dabei durchgefiihrten Versuche zeigen, dass die
Umsetzungen mit dem Thiol keine praktikablen Ausbeuten lieferten. Die beste Ausbeute



6 Synthese der S-Glycopeptide 38

(34%) wurde mit der Reaktion von Pentaacetylglucose in Dichlormethan mit Zinntetrachlo-
rid"3" oder BFg—etherat[132]’[l33] als Promotor erhalten. Die Bromide und Imidate als Ab-
gangsgruppen am Glucosid fiihrten zu nicht isolierbaren Zersetzungsprodukten. Der herge-
stellte ~ 5-Amino-1-thiopentylspacer 9 war somit fiir die Synthese des 1-
Thiopentylglucopyranosides 13 nicht verwendbar.

Schema 25: Darstellung des 1-Thiopentylglucopyranosids 13 iiber den Thiopentylspacer 9

OAc HS NHZ OAc
o Rvg
AcO 5 _ A0 Q
AcO Rl AcO SM NHZ
AcO Promotor

C
10-12 Ry 13 OAC

Tabelle 2: Glycosylierung mit Z-Aminopentanthiol 9

Substituenten
Edukt R, R, LM Promotor Zeit; Temp. Produkt Aus-
beute
10 OAc H | CH,Cl, | InCls, 24 h; 0°C-RT | kein —
10 OAc H CH,Cl, | BF3;Et,O 12 h; 0°C—RT 13 31%
10 OAc H CH,Cl, SnCly 10 h; 0°C—RT 13 34%
10 OAc H CH;CN SnCly 10 h; 0°C—RT "kein —
11 H Br CH,Cl, InCl;. 12 h; -20°C—RT | Zersetz. —
11 H Br CH,Cl, | BF3Et;O | 12 h; -20°C—RT | Zersetz. —
12 H Imidat | CH,Cl, | BF3Et,O | 12 h; -20°C—RT | Zersetz. -
12 H Imidat | CH,Cl, | BF3Et,O | 12 h; -78°C—RT | Zersetz. -
("kein Umsatz auf DC)

Im Hinblick auf die nicht zufriedenstellenden Ausbeuten beim Reaktionsweg 1 wurde der
Reaktionsweg 2 weiterverfolgt (Schema 23). Um die 1-Thioglucopyranose 17 herzustellen,
musste eine Auswahl unterschiedlicher Darstellungsmethoden untersucht werden. Dazu wur-
de vom Tetraacetylglucopyranosylbromid[l34] 11 ausgegangen und mit verschiedenen organi-
schen Schwefelnukleophilen umgesetzt (Schema 26). Durch anschlieende Hydrolyse wurde
die Thiolfunktion am Glucosid freigesetzt. Es stellte sich dabei heraus, dass die beim Thi-
olspacer verwendete Reaktion iiber Kaliumxanthogenat hier nicht anwendbar ist (Schema
25). Bei der Aminolyse mit absolutem Ethylendiamin unter Argonathmosphire trat nach 10
min Reaktionszeit eine heftige Reaktion ein, bei der sich die Losung griin farbte. Das Diinn-
schichtchromatogramm zeigte anschliefend mehrere Spots. Darauthin wurde eine neue Me-
thode untersucht, in der Thioacetamid'* als Schmelze mit Verbindung 11 bei 120°C in 5
Minuten vollstindig umgesetzt wurde. Die darauf folgende Alkoholyse mit Methanol zeigte
laut Diinnschichtchromatogramm vollstaindigen Umsatz zu Produkt 17. Um die gelbe Verun-
reinigung zu beseitigen, musste eine mehrmalige Sdulenchromatographie durchgefiihrt wer-
den, bei der nur 51% reines Produkt 17 iibrig blieben. Als dritte Moglichkeit wurde das Thiu-
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1361,[137],[1381,[139

roniumsalz! 1 16¢ aus Verbindung 11 iiber Thioharnstoff in siedendem Aceton

in sehr guten Ausbeuten (93%) erhalten.

Schema 26: Darstellung der 1-Thioglucopyranose 17

S
OAc )J\ OAc Hydrolyse- OAc
O R reagenz
Aﬁgoéﬁ S Ry A}i&;&g&s Ry, — A,ggo/é&/SH
AcOg ~ Acton onc I LM OAc
1 Schmelze  16a (R,: S, Ry: OEt) 17
16b (Rl: NH2+ BI’_, Rz: CH3)
16¢ (Rqy: NH," Br, Ry: NH,)
Tabelle 3: Darstellung der 1-Thioglucosen 17
S:C(Rl)Rz
Edukt | R, R, Zeit; | Zwischen- | Hydrolyse- Zeit; Produkt Ausbe
Temp. | produkt reagenz Temp. ute
58°C; 16a Ethylen- 30°C; KLt _
S P OBUE 5™ | 91%) | diamin | 10min | <ein
NH," 120°C; 16b RT; o
1 Br CHs 5 min (quant.) MeOH 10 min 17 S1%
NH," 58°C; 16¢ K,CO; 60°C; *D .
g [N Py 1 93%) | pemm,o | 10h kein
. o KHSOy4/ o,
n | LR | (91360;) K0, | 00 |1 | 8%
! ° DCM/H,0
NHz+ 58OC; 16 ¢ KzSzOs 600C; 0
g [ N2 oy 1 (93%) | peMm,0 | 2h 17| 90%
("kein Umsatz auf DC)

Fiir die Hydrolyse gab die Literatur drei verschiedene anorganische Salze an. In einer Zwei-
phasenreaktion aus Dichlormethan-Wasser bei 60°C wurde versucht, Verbindung 16¢ mit
verschiedenen Basen zum Thiol 17 zu hydrolysieren. Die beste Ausbeute (90%) an Verbin-
dung 17 ergab sich bei der Verwendung von Kaliumpyrosulfit!'*”). Eine Mischung aus Kali-
umhydrogensulfat und Kaliumdisulfat ergab ebenfalls gute Ausbeuten (85%), allerdings bei
lingeren Reaktionszeiten. Keine Hydrolyse konnte bei Verwendung von Kaliumkarbonat
festgestellt werden.

Um nach Reaktiosweg 2 (Schema 23) das gewiinschte 1-Thiopentylglucopyranosid zu erhal-
ten, wurde die 1-Thioglucopyranose 17 mit einfach herzustellendem 1,5-Diiodpentan''*! 18
in Dichlormethan mit DBU als Base umgesetzt. Dabei sollte das weiche lod eine gute Ab-
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gangsgruppe fiir die nukleophile Substitution mit Schwefel sein. Um eine Disubstitution des
1,5-Diiodpentanlinkers 1 zu vermeiden, wurde Verbindung 1 in wenig Dichlormethan mit
DBU vorgelegt und dazu eine verdiinnte Losung von Verbidung 17 in Dichlormethan lang-
sam innerhalb einer Stunde zugetropft. Es stellte sich heraus, dass nur 36% des gewiinschten
5-Iodpentyl-1-thioglucopyranosids 20 entstanden und zu 60% die disubstituierte Verbindung
19 erhalten wurde, obwohl die Stoffmengenverhiltnisse von Verbindung 17 zu Verbindung 1
gleich gewéhlt wurden.

Schema 27: Darstellung des 1-Thiopentylglucopyranosids 20 mit Diiodpentanspacer 18

OAc AcO
AcO 0 0o OAc
1 —> AcO S-S OAc

OAC |\/\/\/| OAC ACO
AcO A DBU, CH,Cl, OAc
o)
17 S Aﬁ‘&;é&s\/\/\/l
OA
20 (36%)

Um eine Disubstitution des 1,5-Diiodpentan 1 zu vermeiden, wurde 1,4-Diiodbutan 2 iiber
eine Kolbe-Nitril-Synthese zu Verbindung 18 umgesetzt, dadurch wurde die Aminfunktion in
Form eines Nitrils maskiert (Schema 28).

Schema 28: Darstellung des 5-lodpentanitrilspacers 18
P N —>NaCN NN =
! MeOH ! =N
2 18 (42%)

Zu Einfiihrung des 5-lIod-1-nitrilpentan 18 in die 1-Thioglucopyranose 17 wurde Verbindung
17, 18 in Methylenchlorid vorgelegt und mit DBU als Base versetzt. Dabei zeigte sich, dass
alleiniges Riihren bei Raumtemperatur nicht ausreicht und fiir den vollstaindigen Umsatz 24 h
unter Sieden erhitzt werden musste. Danach konnte man in guten Ausbeuten (62%) der
Verbindung 24 isolieren (Schema 29).

Schema 29: Darstellung des 1-Thiopentylglucopyranosids 24 mit 5-lodpentannitril 18

18
OAc | =N OAc
W—_
0 o~ AcO O _
OAc 122 OAcC
17 24 (62%)

Leider zeigte sich, dass es nicht moglich war die Nitrilfunktion mit Wasserstoff und
Paladiumkohle zum Amin zu reduzieren. Auf der Diinnschichtplatte waren nach 10 h nur
Edukt und kein Produkt zu erkennen (Schema 30).
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Schema 30: Reduktion der Nitrilfunktion des 1-Thiopentylglucopyranosids 24

Lo o
AcO Q — H 0
AcO Sao~—=N — 2 N\ A0 Se~~_NH,
OAcC Pd/C OAC
24
27

Da sich Iod sehr gut durch Schwefel substituieren lie3, wurde ein weiterer Spacer 22 herge-
stellt, der eine geschiitzte Aminfunktion und Iod als Abgangsgruppe enthielt. Dazu wurde
von Fmoc-aminopentanol 21 ausgegangen und die Alkoholfunktion durch Iod ausgetauscht.
Das gelang durch die Verwendung von polymergebundenem Triphenylphosphin''**! mit Tod
und Imidazol als Base (Schema 31). Dabei wurde Verbindung 22 in sehr guten Ausbeuten
(79%) mit guter Reinheit des Rohprodukts erhalten. Die Verwendung von freiem Triphe-
nylphosphin fiihrte dagegen zu unreinem Produkt 22, das sich nur schwer iiber Sdulenchro-
matographie reinigen liel3.

Schema 31: Darstellung des 5-Amino-pentaniodidspacers 22
I, PhaP-poly.

/\/\/\
HO NHFmoc Imidazol, CH,CI,

21

N VN
| NHFmoc
22 (79%)

Die anschlieBende Umsetzung des Aminopentyliodidspacers 22 mit Verbindung 17, gelang
am besten in siedendem Dichlormethan und DBU als Base (Schema 32). Nach einer
Reaktionszeit von 24 h konnte das Produkt 23 mit einer Ausbeute von 51% isoliert werden.
Bei der Verwendung von DMF und Acetonitril als Losungsmittel konnte kein Produkt 23 auf
dem Diinnschichtchromatogramm detektiert werden. Ein Austausch von DBU gegen DIPEA
als Base fiihrte zu ldngeren Reaktionszeiten mit gleichen Ausbeuten (Tabelle 4).

Schema 32: Darstellung des 1-Thioglucopyranosids 23 mit 5-Fmoc-aminopentaiodid 22

oA 22 OAc
NN (e)
DBU, CH,CI OAC
OAc 22 23 (51%)

17

Tabelle 4: Glycosylierung mit 5-Fmoc-aminopentaniodid 22

Edukt LM Base Zeit; Temp. Produkt Ausbeute
17 DMF DBU 24 h; 44°C kein —
17 CH;CN DBU 24 h; 44°C kein —
17 CH,Cl, DIPEA 24 h; 44°C 23 50%
17 CH)Cl, DBU 24 h; 44°C 23 51%
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Als weitere Darstellungsmethode wurde eine radikalische Addition der Mercaptogruppe!'*’!

der 1-Thioglucopyranose 17 an die Doppelbindung von 5-Brompenten durchgefiihrt (Schema
33). Dazu wurde Verbindung 17 und 5-Brompenten in Ethanol bzw. Acetonitril geldst und
mit einer Photolampe bei 254 nm bestrahlt. In keinem der Fille konnte mittels Diinn-
schichtchromatogramm ein Umsatz der Edukte festgestellt werden. Um die Erzeugung von
Radikalen am Schwefelatom sicher zu stellen, wurde zu den Losungen AIBN zugegeben und
auf 80°C erhitzt. Nach kurzen Reaktionszeiten von 15 bis 30 min konnten deutliche neue
Spots auf der Diinnschichtplatte detektiert werden. Nach der Sdulenchromatographie wurde
das Produkt 25 in Ausbeuten von 12% bis 35% erhalten. Als weitere Variante wurde die 1-
Thioglucopyranose 17 bei 120°C geschmolzen, dazu AIBN und anschlieend 5-Brompenten
zugegeben. Die Diinnschichtplatte zeigte nach bereits 5 min einen quantitativen Umsatz.
Nach einer sdulenchromatographischen Reinigung wurde Verbindung 25 in sehr guten Aus-
beuten (95%) erhalten und ermdoglichte die Einfiihrung des Pentylspacers in kurzer Zeit mit
sehr guten Ausbeuten (Tabelle 5).

Schema 33: Darstellung des 1-Thiopentylglucopyranosids 25 iiber 5-Brompenten

OAc OAc

AcO Q NNg a0 Q
AcO SH > AcO S BT
OAc AIBN OAc .
17
Tabelle 5: Radikalische Glycosilierung mit 5-Brompenten
Edukt LM Initiator Zeit; Temp. Produkt Ausbeute

17 EtOH Fotolampe 30 min; 80°C kein —
17 CH;CN Fotolampe 2 h; 20°C kein -
17 EtOH AIBN 30 min; 80°C 25 12%
17 CH;CN AIBN 15 min; 80°C 25 35%
17 Schmelze AIBN 5 min; 120°C 25 95%

Um spiter die Asparaginsdure 28 iiber eine Amidbindung mit dem Pentylspacer des 1-
Thioglycosids 20 und 25 zu kuppeln, wurde das Halogenid (I, Br) in Verbindung 20 und 25
gegen Azid nukleophil substituiert (Schema 34) und zum Amin reduziert (Schema 35). Hier-
zu wurden drei unterschiedliche Synthesemethoden untersucht. Bei der ersten Methode wur-
de Verbindung 25 mit Natriumazid in DMF!"* bei 80°C geriihrt. Nach einer Reaktionszeit
von 8 h konnte Verbindung 26 mit mittelmadBiger Ausbeute (53%) iiber Sdulenchroma-
tographie isoliert werden. Eine dhnliche Ausbeute (56%) ergab die Umsetzung mit Verbin-
dung 20. Als weitere Variante wurde als Losungsmittel ein Gemisch von Aceton/Wasser!'*”!
im Verhéltnis 1:1 gewihlt, in dem sich die Edukte 20 und 25 und Natriumazid gut 16sten und
anders als mit DMF, die Reaktion bei Raumtemperatur durchgefiihrt wurde. Dabei ergab der
lodidliker gute Ausbeuten (79%) nach einer Reaktionszeit von 5 h. Beim Bromidlinker ver-
langerte sich die Reaktionszeit um 3 h und die Ausbeute (68%) war etwas schlechter. Als
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dritte Synthesemethode wurde eine Phasentransferreaktion''*®! (PTC) mit Tetrabutylammoni-

umhydrogensulfat (TBAHS), Natriumhydrogencarbonat, Natriumazid und Verbindung 20, 25
in einem Dichlormethan/Wassergemisch durchgefiihrt. Dabei waren die Reaktionszeiten mit
18 h deutlich ldnger als bei der Methode mit dem Aceton/Wassergemisch. Von Vorteil war
dagegen die leichte Aufarbeitung des Dichlormethan/Wassergemisches, bei der das Produkt
26 in guter Reinheit erhalten wurde. Eine anschlieBende Reinigung iiber Sdulenchroma-
tographie ergab sehr gute Ausbeuten von 86% bis 89% an Verbindung 26 und lieferte somit
die besten Ergebnisse.

Schema 34: Darstellung des 5-Azido-pentylthioglucosids 26

OAc OAc
o) Reagenz 0]
ACO&/S Hal ———— ALO SyyN
AcO AcO 3
OAc \H; LM OAc \H;
20 Hal: | 26
25 Hal: Br

Tabelle 6: Einfiihrung von Azid in den Pentylspacer von Verbindung 20 und 25

Edukt LM Reagenz Zeit; Temp. | Produkt Ausbeute
20 DMF NaNj 8 h; 80°C 26 53%
25 DMF NaNj 8 h; 80°C 26 56%
20 Aceton/H,O NaNj3 5h; RT 26 79%
25 Aceton/H,O NaNj3 8 h; RT 26 68%

NaN;/TBAHS/ ) 0
20 CH,Cl,/H,O NaHCOs 18 h; RT 26 86%

NaN;/TBAHS/ ) 0
25 CH,Cl,/H,O NaHCOs 18 h; RT 26 89%

Um spéter die Asparaginsdure 28 mit dem Pentylspacer zu kuppeln, wurde Verbindung 26 in
Methanol geldst und die Azidfunktion mit Wasserstoff und Palladium auf Aktivkohle zum
Amin reduziert, so dass Verbindung 27 in sehr guten Ausbeuten (86%) erhalten wurde.

Schema 35: Reduktion der Azidfunktion am Pentylspacer von Verbindung 26

OAc OAc
o] Hy 0]
ACO&/S — A9 S NH
AcO N3 AcO 2
oAc g © Pdic onc s
26 27 (86%)

Als letzte Darstellungsmethode zur Einfilhrung des n-Pentylspacers wurde die 1-
Thioglucopyranose 17 unter Mitsunobu-Bedingungen!'*”! mit dem Fmoc geschiitzten Amino-
alkohol 21 zu Verbindung 23 umgestetzt (Schema 36). Dabei wurden verschiedene Mitsuno-
bu-Reagenzien (Tabelle 7) verwendet, die sich in ihrer Reaktivitit unterschieden. Allgemein
lasst sich sagen, dass von Triphenylphosphin (Ph;P) iiber Tributylphosphin (BusP) nach Tri-
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methylphosphin (MesP) die Reaktivitit des Phosphors!'*®! zunimmt und bei den Azoverbin-
dungen von Diazodicarbonsiurediethylester (DEAD) {iiber Diazodicarbonsdurediisopropy-
lester nach Azodicarbonsiuredipiperidid!***"**H5 (ADDP) der pKy-Wert zunimmt und das
Thiol besser deprotoniert'** wird. Deshalb wurden verschiedene Reagenzienkombinationen
von Phosphin/Azoverbindung auf Thre Anwendbarkeit untersucht. Dabei stellte sich heraus,
dass mit der klassischen Reagenzienkombination DEAD/Phs;P keine Reaktion auf der Diinn-
schichtplatte detektiert werden konnte und keine Umsetzung mit der 1-Thioglycose 17 statt-
fand. Bei der Verwendung von DEAD/BusP dagegen konnte Verbindung 23 detektiert und
mit schlechten Ausbeuten (13%) isoliert werden. Das Ersetzen von Ph;P durch BusP zeigt
somit eine deutliche Zunahme der Reaktivitit, so dass im Folgenden nur noch Alkylphosphi-
ne eingesetzt wurden. Ein weiterer Vorteil der Alkylphosphine war, dass sie sich bei der
wissrigen Aufarbeitung leicht entfernen lieBen und bei der Sdulenchromatographie keine
storende Coelution'> stattfand. Eine weitere Steigerung der Ausbeute wurde mit dem
Reagenziensystem DIAD/BusP (22%) und DIAD/MesP (27%) erreicht. Die besten Ausbeuten
ergaben sich mit ADDP/BusP (28%) und ADDP/MesP (38%), wobei die Verwendung von
Trimethylphosphin (Me;P) am besten geeignet war, da bei der wéssrigen Aufarbeitung Me;P
leicht zu entfernen war und die kiirzeste Reaktionszeit (1,5 h) mit der besten Ausbeute (38%)
hatte.

Schema 36: Darstellung des 1-Thioglucopyranosids 23 unter Mitsunobu-Bedingungen

OAc 21 OAc
Q HO™ > >""NHFmoc 0
A’%‘(g&/ SH , : > Aﬁ%&/SMNHFmOC
OAC Mitsunobu-Bedingungen OAC

23
17

Tabelle 7: Umsetzung mit 5-Fmoc-aminopentanol 28 {iber Mitsunobureaktion

Edukt LM Reagenzien Zeit; Temp. Produkt | Ausbeute
17 THF DEAD; Phs;P 2,5h; RT kein —
17 THF DEAD; Bu;P 2,5h; RT 23 13%
17 THF DIAD; BusP 2,5 h; 0°C—RT 23 22%
17 THF DIAD; MesP 2,5 h; 0°C—RT 23 27%
17 THF ADDP; BusP 2,5 h; 0°C—RT 23 28%
17 THF ADDP; MesP 1,5 h; 0°C—RT 23 38%

Weiterer Vorteil bei der Verwendung des Reagenzsystem ADDP/MesP ist, dass die Bildung
des Azophosphoniumsalz leicht durch eine Entfirbung!"* der Reaktionslosung detektiert
werden kann, was die Voraussetzung fiir eine Aktivierung des Alkohols im Folgeschritt zum
Oxaphosphoniumsalz!'® ist. Zuletzt reagiert der nucleophile Schwefel mit dem Oxa-
phosphoniumsalz unter einer Sy2-Reaktion!* """ zum Thioether, wobei die treibende Kraft
die Bildung der Phosphor-Sauerstoffbindung im Trimethylphospinoxid ist. Aufgrund der
milden Reaktionsbedingungen kann eine grof3e Zahl unterschiedlicher Schutzgruppen bei der
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Synthese verwendet werden und die Aminoalkohole kdnnen direkt, ohne aufwendige Spacer-
synthesen eingesetzt werden.

Um die hergestellten 1-Thiopentylglucopyranoside 13 und 23 mit der Asparaginsdure 28 zu
verkniipfen, miissen die Aminoschutzgruppen am Pentylspacer entfernt werden. Dazu wurde
Verbindung 23 mit 5% Piperidin in Acetonitril versetzt und man erhielt das freie Amin am
Pentyllinker in sehr guten Ausbeuten (91%), ohne dass eine Abspaltung der Acetylgruppen
am Zucker stattfand. Dagegen lieB sich die Benzyloxycarbonylgruppe von Verbindung 13
nicht hydrogenolytisch unter Zuhilfenahme von Palladium auf Aktivkohle abspalten, da der
Schwefel im  Spacer den  Katalysator vergiftete. ~ Weitere  Versuche  mit
Wasserstoff/Lindlarkatalysator, BFs;- Etherat/Dimethylsulfid schlugen fehl, so dass es nicht
moglich, war die Benzyloxycarbonylgruppe selektiv abzuspalten. Somit sollten nur
Schutzgruppen bei Thioglycosiden verwendet werden, die unter mild basischen Bedingungen
(Fmoc-Gruppe) oder sauren Bedingungen (Boc-Gruppe) abzuspalten sind.

Schema 37: Entschiitzung des Spacer der 1-Thiopentylglucopyranoside 13 und 23

OAc
o % Piperidi
Aﬁg&/s\/\/\/NHFmoc 5% Piperidin

Acetonitril
OAc 23

27 (91%)

OAcC X
AcO 0 H,, Pd/C
AcO S~ ~_-NHZ

OAc
13

Die nun freie Aminfunktion konnte mit der mit Pentafluorphenol aktivierten
Asparaginsdure''”! 28 in guten Ausbeuten (84%) zum S-Glucopeptid-Baustein 29 unter
Ausbildung einer Amidbindung umgesetzt werden.

Schema 38: Darstellung des S-Glucopeptid-Bausteins 29 mit n-Pentylspacer

o)
28 O'Bu o
PfpO_ .,
OAc P ‘NHFmoc OAc o'BL
(@) 0] @) H
AcO NH; > "AcO S N
OAC Vﬂ; EtOAC oac g NHFmoc
27 (roh) 29 (84%) ©

Da fiir die Synthese des S-Glucopeptid-Bausteins 29 in allen bisherigen Fillen mehrere Stu-
fen notwendig waren, wurde eine neue Mitsunobu-Variante auf IThre Anwendbarkeit unter-
sucht. Dabei war die Idee, das 1-Thioglucopyranose 17 mit dem ungeschiitzten 5-
Aminopentanol und der Asparaginsdure 28 in einer Eintopfreaktion unter Mitsunobu-
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Bedingungen (ADDP/PMe;) zu Verbindung 29 umzusetzen. Dazu wurde zuerst aus PMes
und ADDP mit der 1-Thioglucopyranose 17 das Azaphosphoniumsalz gebildet und anschlie-
Bend das ungeschiitzte 5-Aminopentanol zugegeben. Nach 20 min gab man direkt zu der Re-
aktionslosung die aktivierte Asparaginsdure 28. Die Detektion iiber Diinnschichtchroma-
tographie zeigte nach 3 h ein vollstindiges Verschwinden von Edukt 17 an, mit der Bildung
eines neuen UV- aktiven, verkohlbaren Flecks. Die Aufarbeitung und anschlieBende Sau-
lenchromatographie ergab eine Ausbeute von 56% des gewiinschten S-Glucopeptid-Bausteins
29. Im Vergleich zu der dreistufigen Mitsunobu-Reaktion mit dem geschiitzten Fmoc-
aminopentanol 21 ergab sich eine Gesamtausbeute von nur 27% von Verbindung 29. Nur die
vierstufige Synthese iiber die radikalische Addition der 1-Thioglucopyranose 17 an 5-
Brompenten ergab eine annidhernd gleiche Ausbeute von 57%. Somit war die neu entwickelte
Mitsunobu-Eintopfreaktion die am besten geeignete Synthesemethode mit dem geringsten
Zeitaufwand und einer guten Gesamtausbeute. Aus diesem Grund wurden weitere 1-
Thioglycopyranosen (Tabelle 7) mit der Mitsunobu-Eintopfreaktion umgesetzt. Dabei erhielt
man bei den Monosacchariden gute Ausbeuten (56%-42%), bis sehr gute Ausbeuten (56%-
91%) bei den Disacchariden. Lediglich die Desoxyglycosid 39, 40 lieferten Ausbeuten um
die 20%. Die 1-Thioglycopyranosen 14, 15, 30-36 wurden analog der 1-Thioglucose 17
(Schema 39) tiber das Thiuroniumsalz der acetylierten Glycosylbromide in guten Ausbeuten
(70%-90%) hergestellt.

Schema 39: Darstellung des S-Glucopeptid-Bausteins iiber Mitsunobu-Eintopfreaktion

Mitsunobu-Eintopfreaktion (o)
OAc OAc
5 HOMSNHZ ADDPIPMe; 5 ’ O'Bu
- C
5o SH , > "Aco S\ NS~ Emoc
OAc 28 —~COOBu OAc 5
17 29 (56%) ©

PfpOOC” “NHFmoc

Zum Schluss sind im Schema 40 noch einmal die wichtigsten Reaktionswege zur Darstellung
des S-Glucopeptid-Bausteins 29 als Ubersicht zusammengefaft.
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Schema 40: Darstellungsvarianten des S-Glucopeptid-Bausteins 29 mit n-Pentylspacer
28
OAc
NN
NN ACO& HO NHFmoc
AcO SH
AIBN, Schmelze OAC ADDP/Me;P
17 o
Mitsunobu- HO\MNHZ
OAC Eintopfreaktion 5 O'Bu
PfpO ”
Acoé&/S Br ADDP/PMeg P "NHFmoc
Ao OA Mg @] 28
25 (95%) ~ ©
(56%) 0 v
O'Bu
NaNz | PTC A/'i(é)o H é&
00 OAc "’NHFmoc ACO NHFmoc
23 (38%) ©
Y (79%)
OAc
0 O'Bu
AcO S N
AcO 3 EtOAc | PfpO__/.,
26 (89U OA \H; ¢\ ‘NHFmoc
OAc o
H, ACO 20% Piperidin
» AC S NH, =<
AcO 2
PAIC  (geo) ~° o T (01%) DMF

27
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Tabelle 8: Ausbeuten der Mitsunobu-Eintopfreaktion mit n-Pentylspacer
1-Thioglycopyranosen S-Glucopeptid-Bausteine
Ausbeute
(Edukt) (Produkt)
OAc
ACO&&/SH ACO H O'Bu 56%
Ao OAc AcO N “’NHFmoc
17 29 OAC
OAc gﬁg
OAc
AcO 9
AcO 0 A(:'cO 9y o'Bu 42%
AcO N
14 SH “’NHFmoc
AcO __OAc AcO OAC
(e} O'B 0
ACO&/SH A O H ! 45%
OAc ¢ “"NHFmoc
15
OAC OA
t V]
AcO O AcO OBu 22 A)
Aco SH gco S
NHA
30 c 0 NHAC\M/S “NHFmoc
o)
SH
O'Bu
0
Acow s B 1 20%
AcO ~ NHFmoc
31 OAc AcO O 3 fe)
C
AcO 40
OAc
OAc OA
Aco/é&/() 0 Ago- H 0'Bu 91%
oac "0 " ACO N “'NHF
moc
3 OAc
o
AcO OAc OAcC Aco OAC OAC 1
0 0 o o H OBu 89%
A o H AcO 0 N,
c oA OAC oAc S\Mg NHFmoc
34 42
OAc OAC
AcO & o
AcO OAc Agg&% OAc 61%
AcO o AcO OBu
3 ch SH X)CO 2 H vy
5 OAc 43 OAC 5 NHFmoc
AcO _0OAc AcO _0Ac
g ;o g;o
AcO AcO o o
AcO 5 AcO 0 . 56 /0
36 44 AcO H O'Bu
AcO O %o S Ne -
AcO SH OAc 5 NHFmoc
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6.1.2 Bausteine mit Aminosiure-Spacer

Die Verkniipfung zwischen Zucker und Peptid in den natiirlich vorkommenden Glycopepti-
1581 Wie Serin, Threonin und Asparagin realisiert.
Daneben sind weitere natiirliche Aminosduren!'>”’ (Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Phe, Pro) vorwie-
gend mit alkylischen Seitenketten und unnatiirliche Aminosiuren!®” (4-Hydroxyprolin, 5-
Hydroxylysin, Histidinoalanin) gefunden worden. Es ist anzunehmen, dass noch eine gréBere
Anzahl von Aminoséduren an dieser Verkniipfung beteiligt sind. Aufgrund der geringen Men-
gen und des heterogenen Charakters der einzelnen Glycopeptide!'®! ist es schwierig, diese
Funktion genauer zu untersuchen. Deshalb ist es in der Zukunft wichtig synthetische Glyco-
peptide mit genau definierter Struktur hinsichtlich dieser Fragestellungen eingehender zu
untersuchen. Um diesen Uberlegungen Rechnung zu tragen wurde versucht, eine Synthese-
strategie mit einer moglichst groen Variationsvielfalt des Spacers zu entwickeln, um in spé-
teren Untersuchungen auch den Einfluss des Spacers bei der molekularen Erkennung zu be-
riicksichtigen. Im Schema 41 ist ein direkter Vergleich der 1-Thioglycopeptide mit den na-
tirlich vorkommenden Glycopeptiden veranschaulicht. Dabei kann der Rest R; am Spacer
der Aminosduren (Seitenkettenfunktion) beliebig variiert werden.

den wird durch verschiedene Aminosiuren

Schema 41: Vergleich Aminosdurethioglycopeptide mit den natiirlichen Glycopeptiden

Aminosaurethioglycopeptide naturliche Glycopeptide

R;: Alkyl, Aromat R,: H Serin (Ser), CH; Threonin (Thr)

o] @) f o
Rl O :
LR A, | OYVEN;%
H ! R, H
Asparagin (Asn)
H s‘f E (@]
| OVL{NH

@— : Positionen weiterer Saccharidbausteine

Um diese Variation bei den S-Glycopeptiden zu realisieren, eignete sich die zuvor verwende-
te Mitsunobu-Reaktion besonders gut, da man direkt Aminoalkohole einsetzen kann, die aus
den Aminosduren leicht zugénglich sind. Dadurch kann man auf einfache Weise eine grofie
Variation des Linkers iiber die Aminosaureseitenketten realisieren (Schema 42).
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Schema 42: S-Glycopeptide durch Variation {iber Aminosdurespacer mit Rest R;

Aminosaure
Aminosaureseitenkette

S H3C\C |qc:H3
Reduktion ﬂ v CH,

Ry
o (Phe)
NH, (Val) ©

Ho=—0 R, Mitsunobu
R HoOS—0Q
e = T g
S
1-Thioglycose Amioalkohol H ¥

S-Glycopeptid-Baustein

Fiir die Darstellung der gewiinschten Aminoalkohole wurde die Carboxylfunktion der Ami-
nosdure mit Chlorameisensdureethylester zum gemischten Anhydrid verestert, das sich an-
schlieend mit NaBH4 zum entsprechenden Aminoalkohol!'®! reduzieren lieB. Dabei wurde
Boc-geschiitztes Valin zum entsprechenden Boc-Valinol 45 in guten Ausbeuten (71%) redu-
ziert (Schema 43).

Schema 43: Reduktion von Boc-Valin zu Boc-Valinol 45

o CICOOEt o\j/ NaBH, _ . o\j/
., —_— ., _— ‘v,
‘NHBoc \ﬂ/ ‘NHBoc NHBoc

MMP MeOH
o) o) 45 (71%)

Desweiteren gelang es, aus der Asparaginsdure das geschiitzte Aspartol 46 in
zufriedenstellender Ausbeute (51%) herzustellen. Die etwas schlechten Ausbeuten im
Vergleich zum Valinol 45 erkldren sich durch die teilweise Abspaltung der Fmoc-
Schutzgruppe  wéhrend der  Reduktion, die bei der Detektion  mittels
Diinnschichtchromatographie deutlich zu erkennen war. Somit eignen sich Boc-geschiitzte
Aminosduren besser zur Darstellung der entsprechenden Aminoalkohole (Schema 44).
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Schema 44: Reduktion der Asparaginsidure zum Aspartol 46

O @]
1.) CICO,Et, MMP
O'Bu 2.) NaBH,, MeOH O'Bu
HO_ -, > HO._ -,
NHFmoc NHFmoc
(e 46 (51%)

Viele der Aminoalkohole sind kiduflich zu erwerben und miissen vor ihrer weiteren
Verwendung an ihrer Aminofunktion Boc geschiitzt werden. Die zur Einfiihrung der n-
Pentylspacer verwendete Mitsunobu-Eintopfreaktion mit ungeschiitzten Phenylglycinol
fiihrte zu schlechten Ausbeuten und hauptsédchlich der Thioester 47 wurde isoliert (Schema
45).

Schema 45: Mitsunobu-Eintopfreaktion mit Phenylglycinol

OAcC
OAc
AcO Q t
OAC —N\ > AcO o Ox0Bu
OAc  HOS Ay 48 S
AcO Q 2 NT
AcO z
14 sy Mitsunobu-Eintopfreaktion OAC NHFmoc
(@] OAc (e}
L » AcO Q
28 OtBU AcO OtBU
S 3
PfpOC NHFmoc /
p 47 (38%) NHFmoc

Um die Bildung des Nebenprodukts 47 zu vermeiden, wurden die Reaktionszeiten nach Zu-
gabe von Phenylglycinol von 20 min auf 3 h verldngert bevor die Asparaginsdure 28 zugege-
ben wurde. Dabei bildete sich wieder ausschlieBlich Nebenprodukt 47, womit die Verwen-
dung der Eintopfvariante in diesem Fall nicht anwendbar war. Deshalb wurde die Aminfunk-
tion von Phenylglycinol geschiitzt und die Mitsunobu-Reaktion wiederholt. Bei der Verwen-
dung des Fmoc-geschiitzten''® Phenylglycinol 50 zeigte das Diinnschichtchromatogramm
einen quantitativen Umsatz. Nach der Reinigung mittels Sdulenchromatographie erhielt man
aber nur das Fluorenylmannosid 49 als Hauptprodukt, das gewiinschte Produkt 48 konnte
nicht isoliert werden. Erklédren lieB sich die Bildung von 49 {iber eine nucleophile Addition
der SH-Gruppe der 1-Thiomannose 14 an das Dibenzofulven (DBF), die durch Abspaltung
der Fmoc-Gruppe iiber das Thiolat freigesetzt wurde!'**. Dieser Mechanismus tritt auch bei
der Abspaltung mit Piperidin auf, bei der sich ein analoges Piperidin-DBF Addukt bildet, das
seit langem zur UV-Spektroskopischen Quantifizierung verwendet wird"'°? (Schema 46).
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Schema 46: Bildung des Fluorenylmannosids 49 bei Fmoc-Abspaltung
RS® -~ _
OAc OAC

DH RSH_ Azgoéog O e Az‘goégoéc O
paio) sl LS D
>

_ &
R Al G”

! Piperidin-DBF Adukt

Wodurch die Abspaltung der Fmoc-Gruppe verursacht wurde, konnte nicht sicher erklart
werden. Um die Bildung des Nebenprodukts 49 zu verhindern, wurde die Aminfunktion von
Phenylglycinol mit einer Boc-Schutzgruppe!'®! verestert, die gegen nukleophilen Angriff
sehr stabil ist und sich im Sauren mit TFA leicht abspalten l4sst. Nach Durchfithrung der Mit-
sunobu-Reaktion mit ADDP/PMe; und dem Boc-geschiitzten Phenylglycinol 54 konnte Ver-
bindung 52 in guter Ausbeute (71%) isoliert werden. Das Diinnschichtchromatogramm zeigte
dabei eine Spot to Spot Reaktion.

Schema 47: Mitsunobu-Reaktion mit Boc-Phenylglycinol 54

OAc 54 OAc
OAc HO ., OAcC
AcO 0] NHBoc AcO 0]
AcO ) —>  AcO
Mitsunobu-Reaktion
SH S )
14 ADDP/PMe; 52 (71%) NHBoc

Fiir die weitere Umsetzung des S-Glycopeptid-Bausteins 48 wurde die Boc-Schutzgruppe mit
TFA abgespalten und die Aminofunktion des Phenylglycinspacers am Thioglycosid 53 frei-
gesetzt. Fiir die darauffolgende Kupplung mit der Asparaginsdure wurden verschiedene Akti-
vierungsreagenzien auf ihre Anwendbarkeit untersucht und das Thioglycosid 53 mit der frei-
en Aminofunktion ohne Reinigung weiter umgesetzt (Schema 48). Die Peptid-
Kupplungsreagenzien HOBT/DCC und HODhbt/DCC zeigten die besten Ergebnisse mit sehr
guten Ausbeuten (90%) von Verbindung 48, wobei das Produkt mit HODhbt/DCC nach der
sdulenchromatograpischen Reinigung noch eine leicht gelbliche Farbe hatte. Bei der Ver-
wendung von HATU und HBTU waren die Ausbeuten (68%) deutlich schlechter. Zusétzlich
zu den in situ Aktivierungen wurde die pentafluorphenolaktivierte Asparaginsidure 28 mit
Verbindung 53 umgesetzt. Dabei waren die Reaktionszeiten mit 5 h deutlich langer und die
Ausbeuten (78%) schlechter als beit HOBT/DCC und HODhbt/DCC (Tabelle 10). Somit wa-
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ren die Peptid-Kupplungsreagenzien HOBT/DCC und HODhbt/DCC zur Darstellung des S-
Glycopeptid-Bausteins 48 am Besten geeignet.

Schema 48: Kupplung des Aminophenylglycin-1-thioglycosids 53 mit Asparaginsdure

O
OAc /Hk O'Bu OAC
OAc ., OAc
AcO 0 HOOC”~ “NHFmoc AcO 0
E\coég - E\coéA o Ox-OBU
53 s ' Reagenz, 48 S '
“NH,  DIPEA CHyCl, H 5
NHFmoc
Tabelle 10: Kupplungsbedingungen des Phenylglycinthioglycosids 53
Edukt LM Reagez Zeit; Temp. Produkt | Ausbeute
53 CH,Cl, HBTU 45 min; 0°C—RT 48 68%
53 CH,Cl, HATU 45 min; 0°C—RT 48 67%
53 CH,Cl, HODbt/DCC 45 min; 0°C—RT 48 90%
53 CH,Cl, HOBT/DCC 45 min; 0°C—RT 48 89%

Die untersuchten Reaktionsbedingungen der zweistufigen Synthese konnten auf weitere Boc-
geschiitzt Aminoalkohole problemlos iibertragen werden, so dass eine groBe Zahl an
unterschiedlichen Aminoalkoholen fiir die Darstellung der S-Gylcopeptid-Bausteine
verwendet werden kann. Die Anwendbarkeit der Synthese wurde an weiteren Beispielen
durchgefiihrt, die in Tabelle 11 zusammengefasst sind.
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Tabelle 11: Ausbeuten der S-Glycopeptid-Bausteine mit Aminosdurespacer
Ausbeute

S-Glucopeptidbausteine

1-Thioglycopyranosen =~ Boc-aminoalkohol
(Edukt) (Edukt) (Produkt)
OAcC
0 OAc O _O'Bu 64%
AcO SH (@]
AcO AcO Q
OAc HO AcO SN
54 NHFmoc
AcO __OAc
o AcO _OAc o O _O'Bu 69%
poo st S T2
OAc HO > AcO S “IN
15 NHBoc 58 OAc H =
54 NHFmoc
OAc
OAc OAc
OAc AcO O t
Acoéﬁ‘ AcO j)\Oj/OB“ 67%
AcO
HO 48 s
14 SH NHBoc N :
54 H =
NHFmoc
OAc
OAC OAc
OAc AcO Q t
Acoé&‘ AcO 0 ON-OBY 48y
AcO HO 60 S
14 SH NHBoc N T
55 H z
NHFmoc
OAc
OAc OAc
OAc AcO 0] t
Aﬁoo/éﬁ‘ AcO f!)j/o Bu  45%
c
HO . 61 .,
14 SH ‘NHBoc S ‘N -
56 H z
NHFmoc
OAc
OAc OAc
OAc AcO 0 t
Aco 2 Hoj AcO 0 OO 73%
AcO NHBoc 62 S .,
14 SH 45 ’H v
NHFmoc
OAc t
ol reo S0, S
AcO SH HO_~/\ 1B AcO S
OAc oc OAC H -
17 45 63 NHFmoc
AcO __OAc AcO _OAc O~ _O'Bu
g:o . g 9 J/ j\j/ 72%
A O H HO 7 N
¢ NHBoc  AC¢O SN
45 64 OAC H z
NHFmoc

OAc
15
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6.1.3 Bausteine mit Aromat-Spacer

In der Natur kommen neben Glycopeptiden mit aliphatischen Aminosduren auch aromatisch
verkniipfte Glycoside mit Thyrosin vor. Zum Beispiel wurde herausgefunden, dass Tyr(B-D-
Glc) in Insekten als Thyrosin-Speicher dient!'**'®” Das Antibiotikum Vancomycin und die
verwandten Ristocetine enthalten -Glc und -Man, die iiber einen phenolischen Sauerstoff
verkniipft sind"'®!. In den Eubakterien'®'"" Clostridium thermohydrosylfuricum dient 4-
Hydroxyphenylglycin als Verbindung zu Zelloberflichenproteinen. Die Biosynthese von
Glycogen im Muskelgewebe wird durch Glycogenin!' "M 72H! 3 initiiert, einem Glycoprotein,
bei dem Tyrosin als Tyr(a-D-Glc) maligeblich beteiligt ist. Im Unterschied zu den aliphati-
schen Aminosduren, die hauptsdchlich durch ihre hydrophoben Wechselwirkungen die Kon-
formation eines Glycoproteins beeinflussen, konnen die aromatischen Aminosduren zusétz-
lich n-n Wechselwirkungen mit anderen Aromaten ausbilden.

Schema 49: Vergleich Arylthioglycopeptide mit den natiirlichen Glycopeptiden

Arylthioglycopeptide E naturliche Glycopeptide

O phenylisch 0] Tyrosin (Tyr)

S\O\ 0 ° ‘;\NH
HJ\f i °

LYV,

benzylisch o ; Tyrosin (Tyr)
A &
S ! 0]

@— : Positionen weiterer Saccharidbausteine

Um diesen Strukturtyp bei den S-Glycopeptid-Bausteinen zu beriicksichtigen wurde versucht
einen phenylischen p-Nitrothiophenol-Spacer an das anomere Zentrum von Mannose 65, 66
zu glycosylieren (Schema 50). Dazu wurden verschiedene Reaktionsbedingungen untersucht
(Tabelle 12). Zuerst wurde versucht, {iber eine Phasentransferreaktion mit Tetrabutylammo-
niumhydrogensulfat (TBAHS) das Bromid von Acetobrommannose 66 gegen die SH-Gruppe
von p-Nitrothiophenol nucleophil auszutauschen. Bei der Verwendung des klassischen Dich-
lormethan/Wassergemisches war nach 24 h kein Umsatz auf dem Diinnschichtchroma-
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togramm zu erkennen. Erst als Dichlormethan gegen Ethylacetat ausgetauscht wurde, war ein
deutlicher Umsatz auf der Diinnschichtplatte zu erkennen. Nach der Sdulenchromatographie
konnte das Phenylthioglycopeptid 67 mit médBiger Ausbeute (41%) isoliert werden. Deshalb
wurde versucht, den p-Nitrothiophenolspacer direkt in die peracetylierte Mannose 65 mit
Lewisdure als Promotor einzufithren' . Mit BF;-Etherat war die Ausbeute (55%) schlechter
als die Ausbeute mit SnCly (71%), bei dem dass Edukt 65 vollstindig innerhalb von 6 h zum
Phenylthioglycopeptid 67 abreagierte und somit das beste Ergebnis lieferte.

Schema 50: Darstellung des Phenylthioglycopeptids 67 {iber p-Nitrothiophenol

OAcC OAc
OAc HS NO, OAc
AcO Q 0
AcO - 80
LM, Reagenz

65 (R: OAc) R 67 S@NOZ
66 (R Br)

Tabelle 12: Reaktionsbedingungen bei der Darstellung des Phenylthioglycopeptids 67

Edukt LM Reagenz Zeit; Temp. Produkt | Ausbeute
66 CH.ClyH,O | TBAHS/NaOH 24 h; RT kein” —
66 EtOAc/H,O | TBAHS/Na,COs 2 h; RT 67 41%
65 CH,Cl, BF;-Etherat 6 h; 0°C—RT 67 55%
65 CH,Cl, SnCly 6 h; 0°C—RT 67 71%
"(kein Umsatz auf DC)

Fiir die Kupplung mit der Asparaginsidure zum Thioglycopeptidbaustein, musste die Nitro-
gruppe zur Aminfunktion reduziert werden. Das gelang, indem man Verbindung 67 und
SnCL!"™! in Ethylacetat 16ste und bei 70°C 4 h riihrte, danach war laut Diinnschichtchroma-
togramm alles zu Verbindung 68 umgesetzt.

Schema 51: Reduktion der Nitrogruppe des Phenylthioglycopeptids 67

OAcC OAcC
OAc sncl OAcC
AcO O Ntz AcO o)
AcO > AcO

S NO EtOAc, 70°C
67 2 68 (quant.) S NH;

Die anschlieBende Kupplung mit der Asparaginsdure bereitete groflere Schwierigkeiten, da
das aromatische Amin fiir eine Peptidkupplung zu wenig nucleophil war. Die bisherigen
Standardkupplungen mit DCC und der pentafluorphenolaktivierten Asparaginsdure 28 fiihr-
ten zu keinem Umsatz, deshalb wurden weitere Aktivierungsmethoden auf ihre Anwendbar-
keit untersucht. Dabei bildete sich bei keiner der eingesetzten Aktivierungsreagezien (A:
TFFH, B: Oxalylchlorid, C: Isobutylchlorformiat) das gewiinschte Produkt, obwohl die Lite-
ratur! M7 diese fiir schwierige Peptidkupplungen vorschligt (Schema 52).
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Schema 52: Kupplungsversuche des Phenylaminothioglycosids 68 mit Asparaginsiure
o}

OAcC t OAc
oCA)c /Hko Bu ogc o)
AcO v AcO
AcO HOOC NHFmoc _ "Réo o'Bu
> H
SONH . SON y
68 2 A: TFFH, DMF ‘"NHFmoc

B: (COCI),, DMF o)
C: CICO,CH,CH(CHg),, THF

Das gleiche Reaktivititsproblem wurde in unserer Arbeitsgruppe an einem anderen Beispiel
untersucht und fiihrte zu dhnlichen Ergebnissen. Dort wurde ein neuer benzylischer Spacer
hergestellt, der fiir meine Arbeit zur Verfiigung gestellt wurde!'”®). Dabei handelte es sich um
einen aromatischen Aminoalkohol 69, bei dem die Aminofunktion Boc-geschiitzt wurde. Der
Spacer liel sich in guten Ausbeuten (72%) mit den zuvor verwendeten Mitsunobu-
Bedingungen (ADDP/PMe;3) in die 1-Thioglycose 14 einfiihren (Schema 53).

Schema 53: Einfiihren des benzylischen Spacers 69 in die 1-Thioglycose 14

OAcC 69 OAcC
OAc OAc
AcO 0 HO NHBoc AcO QO
AcO > AcO /_©_\
Mitsunobu
14 SH 70 (72%) S NHBoc

Nach Abspalten der Boc-Schutzgruppe mit TFA lieB sich das benzylische Amin 71
problemlos mit der Asparaginsdure und HOBt/DCC zum Zielmolekiil 72 verkniipfen
(Gesamtausbeute 57%, Schema 54).

Schema 54: Darstellung des S-Glycopeptid-Bausteins 72 mit aromatischem Spacer

o)
3 3
. C
AcO 0 HoOOC” “NHFmoc  AcO 0 Oy, -O'Bu
71 S NH, HOBt/DCC S

72 (79%) S N .
mocC

Das Beispiel verdeutlicht nochmals die breite Anwendbarkeit der Mitsunobu-Reaktion zum
Einfiihren der Aminoalkohole als Spacer zwischen 1-Thioglycosen und einer Aminosédure
wie Asparaginsiure.
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6.1.4 Bausteine mit 1,2,3-Triazol-Spacer

Fiinfring-N-Heterocyclen sind in der Natur weit verbreitet und haben in Form von Pyrrol,
Pyrazol, Imidazol und Triazol in vielen Naturstoffen wichtige biologische Funktionen. In der
Aminoséure Histidin spielt Imidazol in den aktiven Zentren von Enzymen eine wichtige Rol-
le als Protonentibertrager. Enthélt der Heterocyclus mehr als zwei Stickstoffatome im Ring,
so kommt es zu freien Elektronenpaaren, die nicht in das aromatische Ringsystem eingeglie-
dert sind und als Protonendonator und —akzeptor wirken kdnnen. Triazole besitzen in Holz-
schutzmitteln (z.B. Tebuconazol) fungizide!'””! und antibakterielle!"®” Eigenschaften. In der
Literatur findet man Beispiele, bei denen sie anti-HIV Aktivitat!'*'H!82H8] pegsitzen und als
Antagonisten von Bs-Adrenalinrezeptoren'® dienen. Aufgrund dieser interessanten pharma-
kologischen Eigenschaften wurde versucht, ein 1,2,3-Triazol als Spacer zwischen Zucker und
Asparaginsdure aufzubauen. Dazu musste der 1-Thiozucker propargyliert und die Sdurefunk-
tion der Asparaginsdure gegen eine Azidfunktion ausgetauscht werden (Schema 55).

Schema 55: Retrosynthese eines Triazolglycopeptidbausteins

1,2,3-Triazol Azid

O O'Bu
O'Bu
/\j/ : /N\
NHFmoc

\)_‘\/D NHFmoc

Propargyl

Aus der Literatur!'8>-I86HISTLIES] jop bekannt, dass Azide mit Alkinen in einer 1,3-dipolaren

[3+2] Cycloaddition zu 1,2,3-Triazolen reagieren. Azide sind gute Dipolarophile und sind bei
den gebriuchlichen Reaktionsbedingungen'™®! (H,0, O,) stabil. Nachteilig wirkt sich bei
diesem Reaktionstyp die geringe Regioselektivitdt, die hohen Reaktionstemperaturen (Toluol
bei 80°C) und die langen Reaktionszeiten (>10 h) aus. Seit dem wurden verschiedene An-

(190LIONLI92) 7 vischen 1,4 und
[193]

strengungen unternommen, um das Regioisomerenverhiltnis
1,5 Triazolen zu verbessern (Schema 56). Dabei zeigte sich, dass mit Cu(I) Salzen

schlieBlich das 1,4-Regioisomer entsteht und durch Einsatz von Mikrowellenstrahlung die
[194]

aus-

Reaktionszeiten auf unter 1 h sinken
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Schema 56: Darstellung von 1,4 verkniipften 1,2,3-Triazolen iiber Cu(I) Katalyse

/ .ﬁ 0]
[3 + 2] Cycloaddition Z O'Bu
O+_O'Bu /\j/
Cu(l) ’
© ® [ — NHFmoc
'&‘ IN=N=N" MW 1,5-Regioisomer

|

|

S._—=Cu :/L. O'Bu
— /\j/

NHFmoc

1,4- Reg|0|somer

Damit wird die Darstellung der 1,2,3-Triazole Spacer zu einer sehr effizienten Methode, die
eine spezifische Verkniipfung zwischen Zucker und Riickgrataminosédure als letzten Synthe-
seschritt von groBen Bausteinen ermdglicht!'””
Aufbau der S-Glycopeptid-Bausteine nétig ist. Um nun die Thioglycopeptidbausteine mit
dem Triazolspacer herzustellen, musste die OH-Gruppe von Aspartol 46 gegen Azid ausge-
tauscht werden. Dazu wurden verschiedene Reaktionen auf ihre Anwendbarkeit untersucht.
Im ersten Schritt sollte aus der Alkoholfunktion von 46 eine gute Abgangsgruppe hergestellt
werden, die im nichsten Schritt durch das Azid nucleophil substituiert wird. Dazu wurde ver-
sucht die OH-Gruppe mit p-Toluolsulfonsdure zu verestern. Wegen der Fmoc-Schutzgruppe
im Aspartol 46, wurde die Base DIPEA zum abfangen der HCI verwendet. Nach 24 h Reakti-
onszeit konnte kein Umsatz auf dem Diinnschichtchromatogramm zum Tosylat erkannt wer-
den. Als Ursache fiir die schlechte Reaktivitit wurden sterische Hinderungen zwischen dem
Aromaten des Tosylchlorid und den Schutzgruppen der Asparaginsdure angenommen. Des-
halb wurde die Reaktion mit dem sterisch weniger anspruchsvollen Methansulfochlorid!'*®!
wiederholt und es konnte Verbindung 73 mit geringer Ausbeute (20%) isoliert werden
(Schema 57).

, bel dem nicht wie bisher ein stufenweiser

Schema 57: Einfithren von Mesylat als Abgangsgruppe am Aspartol 46

O
O
t
O'Bu Methansulfochlorid OBu
> Me(0,S)0_ -,
HO_~NHEmoc ~ DCM, DIPEA NHFmoc

46 73 (20%)
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AnschlieBend wurde Verbindung 73 mit NaNs3 in DMF gelost und fiir 12 h bei 55°C erhitzt.
Danach konnte die Zielverbindung 74 iiber Sdulenchromatographie nicht isoliert werden
(Schema 58).

Schema 58: Substitution der Methansulfongruppe von Verbindung 73

0 0
O'Bu NaNs - O'Bu
Me(0,S)0 -, DMF, 55°C, 12 h Ny -,
NHFmoc NHFmoc
73 74

Da die Substitution des Sulfonsdurederivats mit NaN; nicht erfolgreich war, wurde versucht,
iiber eine andere Methode das Azid einzufiihren. Dazu verwies die Literatur auf eine Mitsu-
nobu-Variante!"”"), bei der die OH-Gruppe von Aminoalkoholen mit Stickstoffwasserstoff-
sdure direkt in das Azid iiberfiihrt wird. Um die Reaktion durchzufiihren musste kurz vor der
Mitsunobu-Reaktion eine 4-10%ige HN3-Lésung[197]’[198] in Toluol hergestellt werden. Dabei
ist strengstens zu beachten, dass Stickstoffwasserstoffsiure sehr giftig!"™™ ist und in reiner
Form hochexplosivi®®® gegen StoB reagiert. Deshalb miissen vor der Reaktion Sicherheits-
vorkehrungen®" getroffen werden und es sollten keine groen Mengen an HN3-Losung her-
gestellt oder eingelagert werden. Bei richtiger Handhabung unter Beachtung der Sicherheits-
vorkehrungen ist die 4-10%ige HN3-Losung in Toluol gut handhabbar. Um die Mitsunobu-
Reaktion durchzufiihren wurden die HN3-Losung, PhsP und das Aspartol 46 in Toluol gelost
und DEAD zur Losung injiziert. Dabei entfarbte sich die orangene Reaktionslosung, und
nach 1 h konnte Verbindung 74 in sehr guten Ausbeuten (94%) liber Sdulenchromatographie
isoliert werden (Schema 59).

Schema 59: Einfiihren der Azidfunktion in das Aspartol 46

(0] 0]
MO~ /NHFmoc DEAD, PhsP, Toloul  Ns>o~/\emoc
46 74 (94%)

Als néchstes wurden die Reaktionsbedingungen zur Einfithrung des Propargylrests in die 1-
Thioglucopyranose 14 untersucht (Schema 60). Dazu wurde Verbindung 14 mit
Propargylbromid in verschiedenen Losemitteln (DCM, Toluol, DMF) und mit zwei
unterschiedlichen Basen (DIPEA, DBU) umgesetzt. Die Auswahl der besten Kombination
Losungsmittel/Base konnte iiber das Diinnschichtchromatogramm getroffen werden. Dabei
war nur mit DCM/DIPEA ein vollstindiger Umsatz zu einem Spot (45 min) zuerkennen.
Nach chromatographischer Reinigung konnte Verbindung 76 in sehr guten Ausbeuten (79%)
isoliert werden. Es zeigte sich, daB die Methode auch allgemein auf die anderen
Thioglycosen anwendbar ist (Tabelle 13).
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Schema 60: Propargylierung der 1-Thiomannopyranose 14

OAC Br OAc
AcO > ACO
RO AcO
DCM, DIPEA
14 SH 76 (79%) S~

Tabelle 13: Ausbeuten der propargylierten 1-Thiomannosen

Edukt LM Base Zeit Produkt | Ausbeute
14 CH,Cl, DIPEA | 45 min 76 79%
15 CH,Cl, DIPEA | 45 min 77 76%
17 CH,Cl, DIPEA | 45 min 78 83%
32 CH,Cl, DIPEA | 45 min 79 87%
34 CH,Cl, DIPEA | 45 min 80 81%

Die propargylierte Mannose 76 wurde jetzt mit Verbindung 74 in einer Mikrowellenreaktion
(30 min bei 30 W) zum Triazolglycopeptidbaustein 81 in sehr guter Ausbeute (85%) umge-
setzt. Als regiospezifischen Katalysator flir die 1,4-Verknilipfung wurde dabei ein in Toluol
16slicher (EtO);P-Cul-Komplex***! verwendet. Die Reaktion wurde unter den gleichen Be-
dingungen mit weiteren propargylierten Thiogylcosiden 77-80 durchgefiihrt, wobei dhnlich
gute Ergebnisse erhalten wurden (Tabelle 14). Die Triazolglycopeptidbausteine konnten alle
mit wenig Zeitaufwand iiber eine kurze Kieselgelsdule aufgereinigt werden. Somit stellt die
1,3-dipolare Cycloaddition hier eine sehr effiziente Synthesemethode dar.

Schema 61: Darstellung der Thioglycopeptidbausteine mit Triazol-Spacer
O

OAC 74 O'Bu OAC

OAc N \/HJ\ OAC O O'Bu
AcO 0] 3 ‘NHFmoc _ AcO (0] N /\j/
AcO =  AcO N "N -

(EtO)5P Cul, Toluol, . z
6 S — MW (30 W), 30 min 81 (85%) s = NHFmoc




OA

6 Synthese der S-Glycopeptide 62
Tabelle 14: Ausbeuten der S-Glycopeptid-Bausteine mit Triazol-Spacer
1-Thioglycopyranosen S-Glycopeptid-Bausteine Ausbeute
(Edukt) (Produkt)
OAc OAC o)
Oéc OAc 81 t
AcO AcO @) O'Bu
AcO AcO N’/N‘N ,,/NHF 85%
_ moc
% S __ s =/
O
AcO __OAc 82
t
Ao goz S AcO _OAc Ny oBu
~ R - . 0
OAC — Q _ ‘NHFmoc 69%
77 AcO SQ—/
OAc
O
OAc 83
t
Aﬁooégps OAc N OB
C —_— N ’ N ‘r
oA T — AcO 0 _ ‘NHFmoc 72%
OAc
O
e} S\_— 84
mc — ') S/w:\ OtBu
OAc 76%
AcO OAc 79 Ns N ", 0
ACO OAC N NHFmoc
0
AcO OAc OAC 85 \
0 o AcO __OAc OAG N OBu
AcO E 0 S é&/ 0 _N “’NHFmoc
go OAc™® c = A - jos s =/ 66%
¢ OAc
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6.1.5 Aktivierung der S-Glycopeptid-Bausteine

Um die S-Glycopeptid-Bausteine fiir die Synthese der S-Glycopeptide verwenden zu konnen,
wurde die tert-Butylgruppe am [B-Aminosdureriickgrat mit TFA abgespalten und {iber
Pentafluorphenol (Pfp) zum Aktivester umgesetzt (Schema 62). Dabei wurden die
pentafluorphenolaktivierten S-Glycopeptid-Bausteine in sehr guten Ausbeuten (70-80%)
erhalten.

Schema 62: Aktivierung der S-Glycopeptid-Bausteine iiber Pentafluorphenol

O~__OBu Ox,OPfp
1.) 50% TFA in CH,Cl, o
—~O0 - T~
ACO v, _-_j/ > A0\ g— _
S E 2)) DCC, HOPfp, EtOAc :

NHFmoc (70-80%) NHFmoc
R F
Bu: %
Pfp: F
F F

Uber die vorgestellten Synthesen wurden insgesamt zweiundzwanzig neue S-Glycosyl-
Bausteine hergestellt, die fiir die Synthese der S-Glycopeptide verwendet werden konnen.
Wie aus der Ubersicht ersichtlich, ist das Potential an neuen Bausteinen noch lange nicht
ausgereizt und eine gro3e Anzahl an Bausteinen konnte noch synthetisiert werden. AuBerdem
konnen {iber neue Aminoalkohole unter Mitsunobu-Bedingungen weitere noch nicht
bekannte Bausteine hergestellt werden, bei denen ihre molekulare Struktur auf das jeweilige
Problem zugeschnitten ist (maflgeschneiderte Bausteine). Da die Mitsunobu-Reaktion unter
Konfigurationsumkehr verlduft, konnen enatiomere Alkohole stereospezifisch als Spacer
eingefiihrt werden. Dadurch wird das ganze Synthesekonzept extrem variabel und effektiv.
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Tabelle 15: Ubersicht der Pentafluorphenol aktivierten S-Glycopeptid-Bausteine
O~__OPfp
S-Glycosid R= -- j/
NHFmoc
OAc 86 )OJ\ 95 ?)9 \ 103
o) N~
.| o i o
AcO - - N R = . —
OAc °H "-NJ\R NTTR =
H
OA
OAE 87 O 96 100 102 104
N IO S [y s
s 5N /I'HJ\R H R ~ R ):/
AcO __OAc 88 )(J)\ 97 lgl \ 105
(0] o N
. N"NTR
AcO S-. ,’( 5N R ) Jj\ ~o /:.NJJ\R R ):/
OAc H "N R H )
H
Ohe 89 O
AcO O
o o |
NHAC H
S- .
90 O
L7 PN
AcO
AcO A sN° R
OAc H
.- | 106
W&% NTNTR
AcO QAC )—/
OAc OAC 91 o
AcO O o]
CAC&/E&/S\ - /(/tN R
OAc OAC H
Aco OAC OAc 92 O 107
0 N
AcO Ko s . | A NJ\R N;N/\R
OAc OAC 5H \)—/
OAc
Aﬁgo/éo OAG 93 O
AcO o) //(*N R
Reo s H
OAc
AcO _OAc
O
Aco% 94 O
AcOO /(
AQ O SH R
Ado S~

OAc

Pfp: Pentafluorphenol
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6.2 Synthese der S-Glycopeptide auf Zellulosemembranen

6.2.1 Festphasensynthesen

Eines der groBten Probleme bei der Synthese von komplexen Naturstoffen ist ihre aufwandi-
ge Reinigung iiber chromatographische Verfahren, die zeitaufwéndig und kostenintensiv
sind. Im Jahr 1963 entwickelte Merrifield die Festphasensynthese von Peptiden auf Polysty-
rol-Harzenkiigelchen und ermdglichte, groBe Peptide in reiner Form herzustellen™ . Dabei
wird eine Aminosdure am Triger kovalent gebunden und das Peptidriickgrat durch mehrere
Synthesezyklen vom C- zum N-Terminus aufgebaut. Aufwindige Reinigungsschritte werden
durch einfache Waschschritte ersetzt, indem nach jedem Syntheseschritt iberschiissiges Rea-
genz auf den Kiigelchen durch Wachen entfernt wird.

Durch die Verwendung von iiberschiissigem Reagenz, bei einer geeigneten Peptidaktivie-
rungsmethoden und einer ausgefeilten Schutzgruppenstrategie war es moglich, Ribonuclease
AP erstmals vollsynthetisch herzustellen. Das Konzept der Peptidfestphasensynthese wurde
in den letzten Jahren immer stirker auf andere organische Reaktionen erweitert. Dazu muss-
ten neue Polymermaterialien, Linker und analytische Verfahren entwickelt werden. Neben
der chemischen Weiterentwicklung des Konzepts setzte eine immer stirkere Automatisierung
der Festphasensynthese Mitte der achtziger Jahre ein®”, wobei Peptide an mehreren Harz-
kiigelchen gleichzeitig, sozusagen parallel synthetisiert wurden. Das fiihrte zu Syntheseme-
thoden der “Pins-“**) oder der “Tea-Bag*-Synthese!””’! und schlieBlich zur automatisierten
“Parallelsynthese” in Reaktoren!*”!
starkere Miniaturisierung revolutionierten die Festphasensynthesen und ermdglichten kosten-
giinstige Forschung in der medizinischen Chemie, um neue Ligand-Rezeptor-Systeme zu
finden. So gelang es, iiber die ,,Teilen-und-Mischen“-Methode™™" in kurzer Zeit sehr grofie
Substanzbibliotheken zu erzeugen (Schema 63). Nach der Synthese iiber diese Verfahren
konnen zwar biologisch aktive Substanzen identifiziert werden, aber ihre Sequenz ist nicht
bekannt und eine aufwindige Analytik mit dem Nachsynthetisieren der Substanz ist notig.

mit Robotern. Kombinatorische Ansétze und eine immer

Zur Erzeugung kleinerer Bibliotheken eignet sich deshalb die ,,Parallel*“-Synthese besser, bei
der die Substanzen rdumlich voneinander getrennt auf festen Positionen synthetisiert werden
und deshalb die Sequenz der Substanzen immer bekannt ist. Neben der erwdhnten “Pin-*
Methode und Reaktormethode gehort die Auftragung der Substanzen auf planaren Oberflé-
chen (Arrays) mit einem Pipettierroboter zu den parallelen Syntheseverfahren. Dazu wurde
von R. Frank?'” und praktisch gleichzeitig von J. Eicher’®'"! im Jahr 1988 erstmals eine funk-
tionalisierte Cellulosemembran als Trager eingesetzt, bei der die Synthese an der Cellulose-
oberfliche durchgefiihrt wird. Des Weiteren konnen funktionalisierte Glasplatten!®'?H2!%!
(Microarrays) als Tréger dienen, bei denen sehr geringe Substanzmengen (ca. 10 pmol) ver-
wendet werden und eine aufwindige Analytik benétigt wird (SPR, FCS, QCM, MS)?'*. Die-
se Microarraytechnologie hat in den letzten Jahren erheblich an Bedeutung gewonnen und es
existieren DNA-, Protein-, Peptid-, Proteom-Chips mit bis zu 200.000 separierten Spots*'.
Aufgrund der komplexen Synthese und aufwindigen Analytik von Oligosacchariden sind
Kohlenhydrat-Chips noch in ihrer Entwicklungsphase. Wegen der fundamentalen Bedeutung
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von Oligosacchariden bei immunologischen Erkennungsprozessen nimmt das Forschungsin-
teresse auf diesem Gebiet stark zu.

Schema 63: Prinzip der Parallelsynthese und der Teilen- und Mischen-Methode
Parallelsynthese Teilen und Mischen

O Polymerkuigelchen O Polymerkugelchen

A As Bausteine Al 3 Ay Az Ag

! ! '

A A2 A3 A A, 3 Produkte As

Q o Q Q

B: B, Bs Teilen und Mischen
T
B B> Bs
" ' ! | |
9 Produkte
B, B> Bs Bi B By 82 B2 82 Bs Bs Bs
S 6 6 566 856 688
Cl C2 C3 \/

Teilen und Mischen

Cece R

Ca C, Cs

/ \ ) i ¢ 27 Produkte L
C1 C. Cs (,31 ?1 ?1 C C G Cs C3 G4
s , 6, 8, B 0, 8, B
S 6 & 54 366 446
3 Produkte , Ci C C C G Cs C3 Cq
Bz Bz B> B, B B2 B, B
, Ci C C C G Cs C3 Cg
Ba Ba Bs B Bj Bs Bs B
Ay Ag A A Ag AL Ay Ag

déd Q00 000

In den vergangenen Jahren wurden bei der Festphasensynthese von Oligosacchariden und
Glycopeptiden von verschiedenen Forschergruppen erhebliche Fortschritte!*' "7 gemacht.
Eine der ersten Oligosaccharidbiblitheken wurde von Hindsgaul®'® 1995 mit einem unge-
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schiitzten Disaccharid und einem geschiitzten Fucosebaustein hergestellt. Dabei wurde eine
statistische Mischung aus 12 Trisacchariden hergestellt, die chromatographisch aufgetrennt
wurden. Eine entscheidende Verbesserung wurde bei Kahne's*'”! kombinatorischer Biblio-
thek mit 1300 Substanzen erreicht. Dazu wurden acetylierte Thioglycoside mit Glycosylsul-
foxiden als Donoren {iiber eine Teilen und Mischen-Methode kombinatorisch synthetisiert
(Schema 65). Aus 6 Thioglycosidbausteinen mit einer Azidfunktion und 12 Glycosylsulfo-
xidbausteinen ebenfalls mit einer Azidfunktion, konnten im ersten Schritt 72 unterschiedliche
Di- und Trisaccharide hergestellt werden. Danach wurden die Azidfunktionen zu den Aminen
reduziert und mit 18 unterschiedlichen Acetylgruppen zur Bibliothek differenziert. Durch ein
anschlieBendes Screening der Harzkiigelchen konnten zwei Kohlenhydrate mit héherer Affi-
nitdt als ihr natiirlicher Ligand identifiziert werden.

Ein weiterer Fortschritt in der Glycopeptidsynthese war der Einsatz von Glycopeptidbaustei-
nen mit einer orthogonalen Schutzgruppenstrategie (Schema 64). So hat Meldal als erster
pentaflourphenolaktivierte Glycopeptide mit acetylierten Zuckern und Fmoc-geschiitzter
Aminfunktion eingesetzt, um Glycopeptide zu synthetisieren™".. Durch das Vorsynthetisie-
ren der Bausteine miissen bei der spiteren Synthese keine komplizierten Oligosaccharidbin-
dungen gekniipft werden. Die Synthese kann analog der Peptidchemie mit der Fmoc-Strategie
durchgefiihrt werden und ist somit gut automatisierbar”*'. Durch die Teilen- und Mischen-
Methode war es moglich, aus drei Bausteinen eine Bibliothek mit 300000 Substanzen, beste-
hend aus Heptaglycopeptiden, herzustellen®?. Der Einsatz einer Decodierungsstrategie iiber
Aminosduren und der MALDI-TOF-Analyse ermoglichte, die Sequenz der aktiven Substan-
zen nach einem Screening schnell zu bestimmen.

Schema 64: Meldal's Glycopeptid-Bausteine!*”!
OAc

OAC OAcC

AcO §
yitete) OAc

OAc
OAc

AcO
AcO
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Schema 65: Kahne's Substanzbibliothek?!”!
AcO~ v ﬁ/s@o
\m o
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H2N~O 2) deacetylieren

3) markieren
4) teilen und mischen

02 e (o i
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6 Glycosylakzeptoren H

@]
ov——-=~0 1 1) Donor, Tf,O, DTBP
m/\—\ﬂ/sph 2) markieren
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H
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X R 3) markieren
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1269 Acetylierte Di- und Trisaccharide
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6.2.2 Verwendung der SPOT-Synthese

Die im vorherigen Kapitel beschriebenen Strategien sollen fiir eine kombinatorische S-
Glycopeptidsynthese effektiv genutzt werden. Dazu soll eine kombinatorische SPOT-
synthese nach der Methode von R. Frank auf Cellulosemembranen mit den S-Glycopeptid-
Bausteinen durchgefiihrt werden!?**+*
der Methode gearbeitet hat, muss die ganze Synthesestrategie (Anker, Linker, Schutzgruppen,
Aktivierung, Analytik) auf das Verfahren angepasst werden. Zunédchst soll das Prinzip der
SPOT-Synthese kurz erldutert werden. Bei der SPOT-Synthese wird mit einer Pipette eine
Reagenzienlosung aus einem Vorratsgefd3 auf eine Zellulose-Membran aufgetiipfelt (Sche-
ma 66). Dabei entstehen viele rdumlich voneinander getrennte Flecken (Spots), wobei der auf
jedem einzelnen Spots eine unabhédngige Synthese des Glycopeptids stattfindet (ortliche Ad-
ressierung). So wird durch den Einsatz unterschiedlicher Bausteine (Farbe der Kugeln in Ab-
bildung 1) auf jedem Spot ein Glycopeptide synthetisiert, das sich in der Sequenzabfolge der
einzelnen Bausteine unterscheidet. Die Grof3e der Spots begrenzt dabei die Anzahl der paral-
lel synthetisierbaren Substanzen auf der Membran und hingt von der Viskositdt des Lo-
sungsmittels, dem pipettierten Volumen, der Benutzbarkeit der Membran und der Fliichtig-
keit des Losungsmittels ab**
mierbare Auftragung), lassen sich auf einer Membran mit der Grof3e von 19 x 28 cm maximal

1. Da niemand zuvor mit Bausteinen dieser Art nach

] Durch den Einsatz eines Pippettierroboters (X,Y program-

8.000 Spots auftragen'”*. Durch die Automatisierung iiber ein Computerprogramm wird
nach der Synthese jedem einzelnen Spot eine eindeutige Peptidsequenz zugeordnet, was die
Auswertung deutlich vereinfacht. Die hergestellte Substanzmenge (1-100 nmol / mm?) ist fiir
ein Screenig (Lectin, Antikdrper) gut geeignet und reicht fiir eine massenspektroskopische
Analytik aus (MALDI-TOF, HPLC-MS)**"), Weitere Vorteile gegeniiber der konventionellen
Harzsynthese sind ein geringer Verbrauch an Reagenzien und das Erzeugen vieler Verbin-
dungen auf einer einzigen planaren Oberflidche. Bei der SPOT-Synthese wird Analog der zur
Harzsynthese die Fmoc-Strategie angewendet. Die wichtigsten Unterschiede zwischen der
SPOT- und der Harz-Synthese sind in Tabelle 16 nochmals zusammengefasst.

Tabelle 16: Unterschiede zwischen der SPOT- und der Harz- Synthese

Kriterium SPOT-Synthese!***) Harz-Synthese!**”!
Feste Phase Zellulosemembran Polystyrolharzkiigelschen
Schutzgruppenstrategie Fmoc Fmoc, Boc
Reagenzienbedarf 25-100 pg / SPOT 10-500 mg / g
Beladung 0.05-1.5 pmol / cm’ 10-1000 pmol / g
Analytik MALDI-TOF, HPLC-MS HPLC-MS, MAS-NMR, IR

Die SPOT-Synthese hat eine breite Anwendung im medizinisch immunologischen Bereich
gefunden, um grof3e Peptidbibliotheken zu erzeugt, mit denen anschlieBend Bioassay durch-
gefiihrt werden, um biochemische Fragestellungen zu kldren**"). Darunter fallen vor allem:
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B-Zell**!"! oder T-Zell!**?"233] Epitop-Mapping, Protein-Protein-Wechselwirkungen!***"#3°]

und Enzym-Subsrat-Erkennung™®. Daneben wurden in jiingster Zeit auch andere Substanz-
klassen wie PNAZH8 peptoide®?| Heterocyclen™* 2412421 ynd N-Glycopeptide®**! mit
Hilfe der SPOT-Synthese auf Membranen synthetisiert. Eine Arbeitsgruppe berichtet von

einer mikrowellenunterstiitzten SPOT-Synthese, mit der die Reaktionszeiten drastisch ge-

senkt werden!>**,

Abbildung 1: Schematische Darstellung der SPOT-Synthese
Reagenzlosung

o Pipette

_/

Baustein ﬁ Spot
O a

o g
B O

2 =
X

Voratsgefald

Zellulose-Membran

Glycopeptid — 1

1-100 nmol / mm?
Sequenz
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6.2.3 Derivatisierung der Zellulosemembranen

Das kettenformige Polysaccharid Zellulose besteht aus langen B-1,4-verkniipften Glucose-
einheiten, die ein fasriges Netzwerk bilden und durch ihre Porésitit eine innere Oberfldche
besitzt. Dadurch haben sie einen guten Funktionalisierungsgrad, kombiniert mit einer guten
mechanischen Stabilitdt>**, Aufgrund ihrer breiten Verwendung als Filtermedium ist Zellu-
lose ein sehr preisgiinstiges Tragermaterial. Bei Behandlung mit den typischen Ldsemitteln
der Festphasensynthese (DMSO, Wasser, DMF, NMP, DCM, MeOH, Et,0, Toluol) ist Zellu-
lose auch bei hoheren Temperaturen (80°C, Mikrowellenstrahlung) vollstindig innert. Selbst
bei basischen Bedingungen, unter mehrstiindiger Behandlung mit methanolischer Natrium-
methylat-Losung (Zemplen-Bedingungen) oder mit konzentrierten Aminen bleibt die Memb-
ran stabil. Lediglich Hydrazin-Losungen vermdgen die Zellulose langsam zu zersetzen.
Hauptschwierigkeit bilden stark saure Bedingungen, die zu einer Hydrolyse der acetalischen
Bindungen zwischen den Glucoseeinheiten fiihren, in Abhéngikeit von Konzentration, Tem-

peratur, Zeit und Wassergehalt' >,

Um einen Verlust der Zellulosestruktur bei der Abspaltung von Seitenschutzgruppen und
Linkern unter sauren Bedingungen (95% TFA) zu vermeiden, sollten die Reaktionszeiten (<
2 h) kurz gehalten werden und wihrenddessen auf mechanische Belastungen wie Schiitteln
verzichtet werden. Notigenfalls muss mehrmals hintereinander die Abspaltung wiederholt
werden. Bevor eine SPOT-Synthese auf der Zellulosemembran durchgefiihrt werden kann,
muss die Oberfliche fiir die spétere Peptidsynthese modifiziert werden. Dazu werden bei der
Zellulose die freien Alkoholfunktionen der Glucoseeinheiten mit einer Anker-Verbindung
derivatisiert. Die einfachste und am haufigsten verwendete Methode ist die Veresterung der
Hydroxygruppen mit einer Aminosdure. Hierzu inkubierte Frank et al. eine vorgetrocknete
Zellulosemembran mit B-Alaninanhydrid in DMF und entfernte die N-terminale Fmoc-
Gruppe mit 20%-iger Piperidinlésung (Schema 66). Dadurch wurde eine teilweise
aminofunktionalisierte Membran erhalten, die mit einer beliebigen Aminosdure direkt weiter
umgesetzt wird**>),

Schema 66: Aminoderivatisierung der Zellulosemembran durch Veresterung
ol

Base (o)
0 S
(@) “ JK/\
OH )> 0 NHEmoc o™ NH,
FmocHN NHFmoc ‘

‘ 20% Piperidin / DMF
Z ; NMI 5

Eine Verwendung von Aminoséduren als Ankerverbindung hat den Nachteil, dass unter basi-
schen Bedingungen die Esterbindung gespalten wird und ein Verlust der synthetisierten Gly-
copeptide zur Folge hat. Diese Bedingungen treten zum Beispiel bei der Verwendung von
Pufferlosungen in biologischen Assays auf. So werden 90% eines festphasengebundenen
Glycins iiber Nacht von einem Phosphatpuffer (pH 8.0) abgespalten**”). Des Weiteren kann
bei der Synthese der S-Glycopeptide keine Verankerung iiber Esterbindungen verwendet
werden, da die Acetylschutzgruppen im letzten Syntheseschritt unter stark basischen Bedin-
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gungen abgespalten werden und einen Verlust der Glycopeptide zur Folge hitte. Deshalb
wurde eine esterfreie Derivatisierungsmethode auf ihre Anwendbarkeit untersucht. In der
Literatur wurde von Volkmer-Engert ein Epoxid mit einer Fmoc-geschiitzten Aminofunktion
verwendet, um unter Ausbildung einer Etherbindung die Zellulosemembranen mit Ami-
nogruppen zu modifizieren®*! (Schema 67). Nach Offnung des Epoxidrings durch die
Hydroxylgruppen der Membran bildet sich ein geschiitztes Aminopropanol, das mit 20%-iger
Piperidin-16sung zu freiem Amin gespalten wird. Dabei werden Derivatisierungsgrade von 50
— 100 nmol/cm” erreicht.

Schema 67: Aminoderivatisierung der Zellulosemembran durch Veretherung

Hoj/\ NHFmoc Ether\jo NH,
0

OH o O
LA"">NHFmoc

ZnCl,, THF, 12 h

50 - 100 nmol/cm?

Einen hoheren Derivatisierungsgrad von bis zu 1500 nmol/cm” kann man durch Alkylierung
mit dem reaktiveren Epibromhydrin erreichen. Bei der Epoxidoffnung bildet sich ein
Brompropanol, das mit einem Diamin wie Diaminopropan®*’! oder 4,7,10-Trioxa-1,13-
tridecandiamin'®” 51 umgesetzt wird (Schema 68).

Schema 68: Aminoderivatisierung der Zellulosemembran {iber Epibromhydrin

:
:

3
HO HO
M HO
HO o e Br
O O
O

Q 5 M MeONa
A 7

200 - 1500 nmol/cm?
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Anschliefend werden nicht umgesetzte Brompropanoleinheiten mit Natriummethanolatl6-
sung verethert und gleichzeitig das Ammoniumsalz des Ankers zum freien Amin neutrali-
siert. Dadurch werden Nebenreaktionen bei der spiteren Peptidsynthese mit entschiitzter A-
minofunktion (Fmoc-Abspaltung) und der Membranoberfliche vermieden. Diese
Derivatisierungsmethode hat gleich mehrere Vorteile. Eine aufwendige Synthese von
Aminoepoxiden entfdllt und es konnen kdufliche Chemikalien verwendet werden. Der
erhaltene Anker besitzt durch seine Lénge einen gewissen Abstand zur Oberfliche, was die
sterische Zugénglichkeit bei der Synthese und bei Festphasen-Bindungsassays deutlich
verbessert. Uber die Reaktionsdauer und die Konzentration bei der Umsetzung von
Verbindung 51 mit dem Brompropanol kann die Beladung (200 — 1500 nmol/cm®) mit
Aminofunktionen kontrolliert werden. Das Ankersystem ist gegen Sduren und Basen
weitgehend stabil und wird bei einer basischen Deacetylierung der S-Glycopeptide nicht
abgespalten.

Als Nebenreaktion bei der Derivatisierungsmethode iiber Epibromhydrin kommt
hauptsdchlich  eine  intermolekulare  Disubstitution eines Diamins mit zwei
Brompropanoleinheiten in Frage (Schema 69). Diese Reaktion wird durch einen grofen
Uberschuss an Verbindung 51 und durch den erhdhten sterischen Anspruch gering gehalten.
Da unter stark sauren Bedingungen (Perchlorsdure) gearbeitet wird, ist das Gleichgewicht bei
der Reaktion zu Gunsten der Bildung des Brompropanols verschoben.

Schema 69: Nebenreaktionen bei der Derivatisierungsmethode iiber Epibromhydrin

Halbacetal — o

o o 3
P »
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LAg 7 HO NH._OH
H* MO e HO
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OH 0] (@]
2" g, o ‘

e
HZN/\F/\O%\/\NHZ
)

8/\Br N HO

oj_\ o
L

Um den Derivatisierungsgrad der Membranen zu bestimmen, wurden die Aminfunktionen
Fmoc-geschiitzt und mit 20%igem Piperidin in DMF abgespalten. Das dabei gebildete Pipe-
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ridin-DBF-Addukt ldsst sich bei A=301 nm (¢=7800) UV-spektroskopisch verfolgen*"
(Schema 70).

Schema 70: Berechnung der Beladung iiber UV-Messung

Piperidin-DBF Addukt B: Beladung [nmol/cm?]
E: Extinktion
Ve f V: Abspaltvolumen [mL]
B=E —————— «10° f : Verdunnungsfaktor
e +d-A g: Extinktioskoeffizient [mL/mmol cm]
d:Schichtdicke Kuvette [cm]

. Al 2
€301nm = 7800 [mL/mmol cm] A: Papierflache [cm<]

Dazu wurde die Zellulosemembran (9 x 13 cm) mit einer Eipibromhydrinlésung (10%ig)
und Perchlorsdure (1%ig) in Dioxan 2 h geschwenkt, mit Dioxan gewaschen und weitere 2 h
mit einer Ldsung von Verbindung 51 (20%ig) geschwenkt. Die mit MeONa neutralisierte
und griindlich gewaschene Membran wurde 4 h mit FmocCl inkubiert. Nach erneutem
Waschen und Trocknen wurde die Fmoc-Gruppe abgespalten und die Beladung tiber UV-
Messung bestimmt. Nach Verdiinnung wurde eine Beladung von 415 nmol/cm® bestimmt
(Es00nm=303, f = 100, V. = 25 mL, A = (9 x 13) 2 = 234 ¢cm’, d = 1 cm). Die
Beladungsbestimmungen wurden mit unterschiedlichen Membranen bei gleichen
Reaktionsbedingungen mehrmals wiederholt. Dabei ergab sich eine durchschnittliche
Beladung von 500 nmol/cm?, und dieser Wert passt zu dem angegebenen Bereich aus der
Literatur von 200-1500 nmol/cm” (Schema 71).

Schema 71: Aminoderivatisierte Zellulosemembran mit Verbindung 51

500 nmol/cm?

Neben Zellulosemembranen sind in der Zwischenzeit auch Polypropylenmembranen mit ver-
schiedenen Linkern erhiltlich. Diese besitzen den Vorteil einer groBeren Stabilitit gegentiber
Sduren und mechanischer Beanspruchung, die durch ,,Pfropfpolymerisation* hergestellt wer-
den. Eine Ubersicht {iber die Membranen ist in Tabelle 17 zusammengefalt.
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Tabelle 17: Ubersicht kommerziell erhiltlicher Membranen!**22>3]
Anker Membran Art / Beladung in nmol
Zellulose Zellulose-PEG Polypropylen | Polypropylen-PEG
Amino K. A. 400" K. A. 600/70"; 200-800”
Hyroxyl K. A. K. A. 200/1500" 100-400%
Fmoc-B-Ala 800" K. A. K. A. K. A.
Carboxyl 500" K. A. K. A. 300-1100”
Brom 800" K. A. K. A. K. A.
Fmoc-Prol 600" K. A. K. A. K. A.
Mercapto 600" K. A. K. A. K. A.
Palmityl 400" K. A. K. A. K. A.
d-Thymidin 1000" K. A. K. A. K. A.

* K. A.: Keine Angabe der Firma, 1) Rapp Polymere GmbH, 72072 Tiibingen; 2) PolyAn GmbH, Berlin

6.2.4 Auswahl eines geeigneten Linkers

Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Festphasensynthese der Glycopeptide ist ein geeigneter
Linker zwischen Zellulosemembran und hergestellter Verbindung. Der Linker muss dabei
alle Reaktionsbedingungen unbeschadet iiberstehen und nach der Synthese wieder leicht zu
spalten sein, um die Substanz fiir analytische Kontrollen und andere Anwendungen moglichst
quantitativ zugénglich zu machen. Fiir die Auswahl sind folgende Kriterien zu beachten*>*:

e der Linker muss mit den Synthesebedingungen kompatibel sein
e quantitative Ausbeuten bei der Einfiihrung und Spaltung des Linkers

e nach der Spaltung des Linkers muss das Produkt in hoher Reinheit vorliegen

Um eine Auswahl treffen zu konnen, miissen die Synthesebedingungen genau beachtet wer-
den. Fiir die SPOT-Synthese der S-Glycopeptide soll eine orthogonale Fmoc-
Synthesestrategie!> verwendet werden, wie sie bei der Peptidsynthese allgemein iiblich ist.
Vorteil dabei sind die mild basischen Entschiitzungsbedingungen bei der Fmoc-Abspaltung
(20% Piperidin in DMF), wobei die Acetylgruppen am Zucker stabil sind und nicht abgespal-
ten werden. Zusitzlich kdnnen bei dieser Strategie Aminosduren mit sauer spaltbaren Seiten-
schutzgruppen (tBu, Boc, Trt, Tmb, Pmc, Pbf) verwendet werden. Eine wie bei der Harzsyn-
these auch noch verwendete Boc-Strategie™® kann wegen der sdurelabilen Zellulosememb-
ran nicht angewendet werden. Im Hinblick auf die stark basischen Bedingungen bei der Dea-
cetylierung der Zucker im letzten Syntheseschritt, kommt bei der Glycopeptidsynthese nur
ein photolytisch oder sauer abspaltbarer Linker in Frage. Bei einem sauer abspaltbaren Linker
werden gleichzeitig mit der Linkerspaltung, die Seitenschutzgruppen der Aminoséuren ent-
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fernt, die bei einem fotolytischen Linker erhalten bleiben. Deshalb soll die Anwendbarkeit
eines fotolytisch und sauer spaltbaren Linker genauer untersucht werden.

Schema 72: Orthogonale Fmoc-Strategie

stark
sauer basisch

TFA | NHg
I oder
(@] \: __E MeONa

FOTOLYSE 0 OE
= ot ol

oder Tt NH
SAUER ? | 5

=

Vorteil eines fotolabilen Linkers ist seine breite Orthogonalitit zu einer Vielzahl von Synthe-
sebedingungen, vor allem wenn wihrend der Synthese basische (Piperidin) und saure (TFA)
Bedingungen nétig sind, da sich der Linker mit UV-Strahlung!®” unter milden neutralen Be-
dingungen abspalten ldsst. Diese Linker sind aber auf Anwendungen begrenzt, bei denen kei-
ne UV-Absorber wihrend der Synthese entstehen. Einer der ersten lichtempfindlichen Linker
die in der Festphasensynthese verwendet wurden war der 4-Hydroxy-3-nitrobenzylester>>®),
Dieser von Rich!® entwickelte O-Nitrobenzyl-Linker hatte allerdings einige Einschrinkun-
gen. Bei der Photolyse (350 nm) bildete sich ein Nitrosobenzaldehyd der zu einem Azoderi-
vat dimerisiert das die UV-Strahlung absorbierte (Schema 73). Das fiihrte zu sehr langen
Abspaltungszeiten (> 10 h) und das Produkt wurde lediglich mit mittelmifiger Ausbeute
erhalten (< 70%). Lange Bestrahlungszeiten flihrten zu Nebenreaktionen, wie Oxidation des
Thioethers im Methionin zum Sulfoxid. Um diese Nebenreaktion zu unterbinden wurde von
Pillai®® eine Methylgruppe in die benzylische Position eingefiihrt, die bei der Bestrahlung
zu einem Nitrosobenzoketon fithrte das nicht zur Azoverbindung dimerisiert. Holmes?®"
verringerte die Abspaltzeiten deutlich durch die Einfiihrung einer Methoxygruppe in para-
Stellung zur Nitrogruppe und entwickelte in mehreren Versuchsstudien einen praktikablen
photospaltbaren Linker mit kurzen Abspaltzeiten (< 2 h) und sehr guten Ausbeuten (>
90%)126%1,

Piperidin

mild
basisch
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Schema 73: Fotospaltbare o-Nitrobenzyl-Linker

o-Nitrobenzylester o-Nitro-(a-methyl)-benzylester o-Nitro-(a-methyl)-p-methoxy-benzylamid
R: Peptid o) R: Peptid 0 R: Peptid )(J)\
NO, OJ\R NO, O)J\R NO, NH R
)@) | D/K | &
% (Rich) %7 (Pillai) \[]/\/\O (Holmes)
O OMe
350 nm l hv 350 nm l hv 365 nm l hv

NO O NO O
M

No 9
Jo 2% NN o ary IPUUN o 0y
%y HO™ R %y HO)J\R \([)]/\/\O 1 HZN)J\R

J X e
HO,C CO,H

g-5

UV-Absorber o

Der Linker von Holmes soll fiir die Glycopeptidsynthese auf seine Anwendbarkeit untersucht
werden. Dazu wurde unter Lichtausschluss der kdufliche Fmoc-geschiitzte Linker 59 iiber
eine HATU Aktivierung®® auf die amioderivatisierte Membran aufgespottet und die Fmoc-
Gruppe mit 20%igem Piperidin in DMF abgespalten (Schema 74).

Schema 74: Aufspotten des fotolabilen-Linkers 59
NO, NHFmoc

NO, NH,

59
HO
30
O OMe H _
NH, - | N = | (H—CFoto >—nH,
1.) HATU, NMI, NMP 30
o) OMe

2.) 20% Piperidin/DMF

Um die Stabilitit des fotolabilen Linkers unter den Synthesebedingungen zu testen wurde der
pentafluorphenolaktivierte Glycopeptidbaustein 86 (0.25 M Losung in NMP) 10 mal auf die
Membran aufgetragen und nach 1 h griindlich mit DMF und MeOH gewachen und getrocknet
(Schema 75). Die ausgeschnittenen Spots wurden zur Hilfte aufgeteilt und einmal bei lang-
welligem UV-Licht (365 nm) bestrahlt (2 h), mit MeOH ausgewaschen und eine MALDI-
TOF-Messung durchgefiihrt. Dabei war ein deutlicher Massepeak (808.3 [M+Na]") des ace-
tylierten Glycopeptidbausteins zu erkennen. Die anderen 5 Spots wurden mit Ammoniak in
Methanol iiber Nacht geschwenkt, um die Acetylgruppen am Zucker zu entfernen und nach
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dem Waschen mit UV-Licht bestrahlt (2 h, 365 nm) und erneut eine MALDI-TOF Messung
durchgefiihrt. Dabei waren im Massenspektrum weder Signale vom deacetylierten noch vom
acetylierten Glycopeptid zu erkennen. Bei der Untersuchung der Abspaltldsung mittels
MALDI-TOF konnte der vollstindig deacetylierte Baustein nachgewiesen werden (640.3
[M+Na]"). Somit wurde der fotolabile Linker bereits beim Deacetylieren mit Ammoniak ge-
spalten und ist deshalb als Linker fiir die Synthese der S-Glycopeptide ungeeignet.

Schema 75: Stabilitdt des fotolabilen Linkers unter Synthesebedingungen

@]
OAcC
OPfp
0 H H N
S N iy + 2
A&?oéw \M’S j‘))’l\‘l\HFmoc
@]

86 OAc

O

OA
OC H H_‘O
A/i((:)o oA S\M’SN “’NHFmoc
c
O

1.) NH3/MeOH, 16 h
2.) waschen
3.) hv (360nm), 2 h

0 @]
OH
OAc NH, y NH,
ACO o0 s N J HO Q SN
Kco ™~ “NHFmoc O oH 5 NHFmoc
OAc O o o)

(MALDI-TOF): 808.3 [M+Na]*

hv (360nm), 2 h

Als Ursache fiir die Spaltung des Linkers wird hier der basische Einfluss von Ammoniak
angenommen, der den Austritt des Protons an der Methylgruppe begiinstigt und in einer 3-
Eliminierung zur Spaltung des Linkers und zur Freisetzung des Peptids fiihrt (Schema 76).
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Schema 76: Basische Spaltung des fotolabilen Linkers mit Ammoniak

@]
O,N (NH 'R O2N
—_— o)
’”j\o H, ;’\O T OHNTOR
OMe OMe
R: Peptid

Sauer spaltbare Linker gehdren zu den dltesten und meist verbreiteten Linker-Systemen in der
Harzsynthese um Carbonsduren zu immobilisieren. Darunter fallen vor allem die mit TFA
spaltbaren Benzylester (Wang, Sasrin, HAL), die unter Fmoc-Bedingungen (20%
Piperidin/DMF) stabil sind. Da die Ester gegen stark basische Bedingungen (NH3;, NaOMe)
unbestindig sind, kommen fiir die Glycopeptidsynthesen nur die analogen Amide als Linker
in Frage (Schema 77).

Schema 77: Sauer spaltbare Amid-Linkersysteme

R R
HNAO HN/gO
A-;‘\o’ : fﬁJ\O/@fo/
Wang (95%)* Sarin (5%)*
R R
HNAO HN/gO
‘Iﬁ\oo/ r‘f\o
Rink (20-50%)* Sieber (1-2%)*
*notwendige TFA-Konzentration fiir Spaltung R: Peptid

Dabei soll der Rink-Amid-Linker 75 auf seine Anwendbarkeit untersucht werden, da er unter
basischen Bedingungen stabil ist und gute Ausbeuten (>80%) bei der Abspaltung des Peptids
mit TFA (20-50%) liefert?**"2]. Dazu wurde der Linker 75 in NMP gelost und iiber eine in
situ-Aktivierung mit DIC und Pentafluorphenol mit der aminoderivatisierten Membran in
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sehr gutem Umsatz (80%) gekoppelt. AnschlieBend wurden nicht umgesetzte Aminfunktio-
nen mit Acetanhydrid acetyliert und die Fmoc-Gruppe abgespalten (Schema 78).

Schema 78: Aufspotten des Rink-Amid-Linkers 75
NHFmoc

0 O g
Tl/\o
L NH, b NTI/\O NH

1.) DIC, Pfp, NMP
3. ) ACZO
2.) 20% Piperidin/DMF

500 nmol/cm? 400 nmol/cm?

(80%)

Es hat sich wihrend den Kupplungsversuchen gezeigt, dass es aus sterischen Griinden
sinnvoll ist, zwischen Rink-Amid-Linker und Glycopeptid eine Aminoséure (Gly, B-Ala)
einzufiigen, um bei der Kupplung des ersten Glycopeptids gleichbleibende Umsétze zu
bekommen. Dazu wurde pentafluorphenolaktiviertes Glycin 108 in NMP gelost und auf den
Rink-Amid-Linker aufgespottet. Nach Acetylieren und Entschiitzen mit 20% Piperidin wurde
ein Umsatz von 60% erreicht (Schema 79).

Schema 79: Aufspotten von Glycin 108

0
Pisgk NHFmoc j)\/
NH
NHz > H 2
1.) NMP
3.) AcO (60%)
2.) 20% Piperidin/DMF
400 nmol/cm? 240 nmol/cm?

Ein weiterer Vorteil bei der Derivatisierung mit Glycin ist die Moglichkeit, das abgespaltene
Glycinamid als Glycinmethylester {iber eine quantitative GC-MS-Analytik zu bestimmen
(Schema 80). Da eine direkte Quantifizierung des Glycopeptids nach der basischen
Deacetylierung iiber eine UV-Messung nicht mehr moglich ist (Fmoc-Gruppe bereits
abgespalten), wurde eine indirekte Bestimmung iiber den Glycinmethylester gewihlt.

Schema 80: Quantifizierung des Glycinamids liber GC-MS als Glycinethylester

0
o+
H
\ o _6MHCI EtOH, TFA o]
gl(l?](%gll\:/lA HZN)J\/NH2 HO)J\/NH2 /\O)J\/NH2

GC-MS Analyse



6 Synthese der S-Glycopeptide 81

Dazu wurde eine mit Glycin und Rink-Amid-Linker beladene Membran in 2 gleiche Teile
zerschnitten und aufgeteilt. Bei der ersten Membran wurde mit TFA (90% in DMF) 2 mal 1h
das Glycinamid abgespalten und nach Derivatisierung (Schema 81) die Stoffmenge ns an
Glycinethylester iber GC-MS bestimmt. Die andere Membran wurde mit einer Losung (0.1
M) des pentafluorphenolaktivierten Bausteins 91 getrénkt und nach 1 h griindlich gewaschen.
Danach wurde das Zellulosepléttchen mit geséttigter NH; in MeOH (16 h) geschwenkt und
erneut gewaschen. AnschlieBend wurde das Pldttchen unter den gleichen Bedingungen wie
beim ersten Plittchen mit TFA gespalten und die Stoffmenge ng des Glycinethylester
bestimmt. Aus der Differenz zwischen ny und ng wurde der Umsatz (91%) an Verbindung
109 bestimmt. Durch Wiederholen des Versuchs mit anschlieBender MALDI-TOF-Messung
konnte das Produkt mit der Masse von 637.25 [M+Na]™ eindeutig nachgewiesen werden.
Damit konnte gezeigt werden, dass sich der Rink-Amid-Linker sehr gut fiir die
Glycopeptidsynthese eignet.

Schema 81: Stabilitdt des Rink-Amid-Linkers unter basischen Bedingungen

TFA
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109 OH

(MALDI-TOF):637.25 [M+Na]* Umsatz: 96%
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Um eine vollstindige Abspaltung des Glycopeptids zu bekommen, sollten folgende Kriterien
beachtet werden:

e e¢s sollte zweimal 1 h mit 90% TFA in DCM abgespalten werden (effektiver als 2 h
am Stiick)

e griindliches Nachwaschen mit DCM und EtOH (Auswaschen des Glycopeptids)

e beim Spalten starke mechanische Beanspruchung durch Schiitteln vermeiden (Gefahr
Zersetzung der Zellulosemembran grof3er)

e Zugabe von 3% TIS; H,O fingt Kation bei der Spaltung des Linkers ab (verhindert
Nebenreaktionen)

Eine andere Methode ist die Abspaltung mit dampfférmigen TFA. Dazu wird in einen
Exsiskkator 90%-ige TFA-Losung in DCM vorgelegt und bis zum Erreichen der
Dampfsittigung (ca. 2 h) gewartet. Die Membran wird in den Exsiskkator gelegt (30 min),
wobei der aufgespottete Rink-Amid-Linker bei der Spaltung zu roten Spots fiihrt. Bei dieser
Methode werden alle Verbindungen auf den Spots unter Erhalt der rdumlichen Adressierung
abgespalten. Die adhdsiv gebundenen Glycopeptide konnen anschlieend ausgestanzt und mit
einem Losemittel (DCM, EtOH) ausgewaschen werden. Vorteil dieser Methode ist eine sehr
schonende und markierungsfreie Abspaltung des Glycopeptids (Schema 82).

Schema 82: Spaltung des Rink-Amid-Linkers mit dampfformigem TFA

0]
o]
()J\ HZNJJ\R
HNy "R 4
MeO ) MeO
O O TFA Dampf @
- _Q
Meo ? o MeO 0]
| Lo
R: Peptid NH rot bis hellrot

% 5{NH

Damit hat sich der Rink-Amid-Linker als sehr vorteilhaft fiir die Glycopeptidsynthese her-
auskristallisiert. Im Schema 83 ist nochmals die Synthesestrategie bei Verwendung des Lin-
kers zusammengefasst. Dabei wird das Peptidriickgrat {iber Fmoc-Chemie aufgebaut. Danach
werden die Acetylschutzgruppen am Zucker abgespalten und anschlieend wird der Rink-
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Amid-Linker mit TFA gespalten, wobei die Seitenschutzgruppen der Aminosduren gleichzei-
tig freigesetzt werden. Wie auflerdem zu erkennen ist, besitzt das aufgebaute Linker-System
basenstabile Verkniipfungen (Amid, Amin, Ether), was die Grundvorausetzung fiir eine basi-
sche Deacetylierung der Zucker auf der Zellulosemembran ist.

Schema 83: Synthesestrategie der S-Glycopeptide auf der Zellulosemembran
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6.2.5 Auswahl der Peptidaktivierung am Aminosidureriickgrat

Fiir die Aktivierung der S-Glycopetid-Bausteine kommen verschiedene in der Literatur be-
schriebene Reagenzien in Frage!?*"?l In der Peptidsynthese unterscheidet man zwischen
Aktivester-, Azid-, Sdurehalogenid-, gemischter Anhydrid-, Carbodiimid-, Phosphoniumsalz-
und Uronium/Guanidiniumsalz- Aktivierungen. Dabei haben sich vor allem in situ-
Aktivierungen durchgesetzt, die vor der Reaktion mit der Aminosiure gemischt werden und
eine anschlieBende Acylierung der Sdurefunktion ermdglichen (Schema 84).

Schema 84: Aktivierung der S-Glycopeptid-Bausteine durch in situ-Reagenzien

s N

O«__O'BU O«__OH Os_O-X
.\j/ 50% TFA .\j/ Aktivierungs- .\j/
B reagenz

NHFmoc NHFmoc NHFmoc

x: Aktivierungsgruppe  ACO™%="~\r. 5—Spacer—e

HO F N HO.
Pfp HOBt N, D HODhbt |
F F N N
F
o MezN
R—-N=C=N-R PEC  ®)—0
_ MezN /N AN =) MeZN
DCC R = cyclohexyl N | PFq @>7|:

DCI R = isopropyl HATU N~ TFFH Me,N

Bei der Carbodiimid-Methode™® wird in der Festphasensynthese DCI in Gegenwart von
HOBt oder HODhbt mit der Carboxylfunktion umgesetzt, wobei sich ein reaktiver O-
Acylisoharnstoff bildet. Dabei verhindern HOBt bzw. HODhbt als Additive intramolekulare
Reaktionen (Racemisierung) wihrend der Peptidsynthese, die durch Bildung von Aktivestern
Nebenreaktionen zuriickdrdngen und ausschlieBlich zur Peptidkniipfung fithren. DCC dage-
gen wird in der Losungssynthese (DCM, EtOAc) eingesetzt und bildet im Gegensatz zu DCI
wihrend der Reaktion unlslichen DCH (Dicyclohexylharnstoff), der nach der Reaktion ab-
filtriert wird. Weitere in situ-Reagenzien sind die kiuflichen Uroniumsalze®*” HATU und
TFFH, die iiber ein Iminium-Salz die Carboxylfunktion aktivieren. Dabei besitzt das HOAt
(7-Aza-1,2,3-Hydroxybenzotriazol) im HATU die gleiche Funktion wie HOBt bei DCC und
% pildet mit der Saurefunktion dagegen kei-
nen Aktivester sondern ein Saurefluorid®’"!] das im Gegensatz zu den Siurechloriden stabiler
ist und sich fiir sterisch anspruchsvolle Peptidkupplungen besonders gut eignet. Fiir alle Ak-

gilt als besonders racemisierungssicher. TFFH!
R
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tivieringsreagenzien ist die wichtigste Voraussetzung eine schnelle und quantitative Acylie-
rung des festphasengebundenen N-terminalen Peptids ohne Nebenreaktionen (Racemisierung,
intramolekulare Reaktionen). Fiir die Untersuchungen der in situ-Reagenzien, wird die 'Bu-
Gruppe von den Fmoc-geschiitzten S-Glycopeptid-Bausteinen mit TFA (50% in DCM) ab-
gespalten und die Carboxylfunktion mit verschiedenen Reagenzien aktiviert.

Neben den in situ-Aktivierungen hat sich der Pentafluorphenolaktivester (Pfp) fiir die Fest-
phasensynthese von Glycopeptiden besonders bewihrt?’?H273H2631 Dazy wird iiber eine
DCC-Aktivierung Pentafluorphenol (Pfp) mit der freien Séurefunktion des Glycopeptids ve-
restert (Ausbeuten 70-80%, Schema 85)1*".

Schema 85: Aktivierung der S-Glycopeptid-Bausteine mit Pentafluorphenol

Os_OH Os__OPfp
Pfp, DCC
AcO %=\ s—[Spacer] : EtOAC ™ AcO v\ s—|Spacer] _
NHFmoc NHFmoc

Die Pfp-Ester bieten fiir Aktivierung der S-Glycopeptid-Bausteine eine Reihe von Vorteilen:

e sie sind hinreichend stabil (Luft, H,O)

e sie lassen sich im 16semittelfreien Zustand gut lagern (mehrere Monate)
e sie konnen vor der Glycopeptidsynthese gereinigt werden (HPLC)

e sie sind fiir eine automatisierte Synthese gut einsetzbar (stabil)

e bei der Glycopeptidsynthese kann basenfrei gearbeitet werden (keine DIPEA)

Anders als bei den a.-Aminosduren besteht bei den -Aminoséduren nicht die Gefahr iiber ein
Oxazol-5(4H) zu racemisieren, da im Keto-Enol-Gleichgewicht durch die zusétzliche CH,-
Gruppe die Konfiguration des asymmetrischen Kohlenstoffatoms erhalten bleibt und so keine
Racemisierung stattfindet (Schema 86).
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Schema 86: Vergleich Racemisierung von a-Aminosduren und 3-Aminosiuren

a-Aminosaure
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R: Aminosaurenseitenkette R,: Peptid

Dafiir kann bei der Aktivierung des Glycopeptid-Bausteins eine intramolekulare Nebenreak-
tion der Asparaginséure stattfinden. In Gegenwart von Base und bei sterisch anspruchsvollen
Glycopeptidkupplungen kann die aktivierte Sdurefunktion mit dem Amin der Glycopeptidsei-
tenkette intramolekular unter Ausbildung eines Asparaginsdureimids reagieren, das im Folge-
schritt mit dem N-terminalen Glycopeptid zu einer a- anstatt zu einer B-peptidischen Ver-
kniipfung fiihrt. Diese Nebenreaktion ist bei der Synthese groflerer N-Glycopeptiden bekannt
und wird durch die Aktivierungsmethode beeinflusst'*’> (Schema 87).

Schema 87: Nebenreaktion bei der Aktivierung der S-Glycopeptid-Bausteine

NHFmoc
, ~—  97po e
O  NHFmoc |\? O  NHFmoc
1
p-Peptid Asparaginsaureimid a-Peptid
X: Aktivierungsgruppe R;: Glycopeptidseitenkette R,: N-Terminus Glycopeptid

Um die vorgestellten Aktivierungsreagenzien auf ihre Anwendbarkeit fiir die SPOT-Synthese
von S-Glycopeptiden zu untersuchen, sollen mit dem entschiitzten S-Glycopeptid-Baustein
110 tetramere S-Glycopeptide aufgebaut werden. Dazu wird Baustein 110 mit den in situ-
Reagenzien TFFH, HATU, HOBt/DCI aktiviert und auf eine aminoderivatisierte Membran
aufgespottet (2 x 20 min). Parallel dazu wird der pentafluorphenolaktivierte Baustein 96 in
gleicher Weise aufgespottet und einmal zusitzlich mit HODhbt als Additiv versetzt!"”
(Schema 88)
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Die tetrameren Glycopeptide werden anschliefend mit TFA von den Spots abgespalten und
mittels MALDI-TOF auf ihren vollstdndigen Umsatz tiberpriift (Tabelle 18).

Schema 88: Aktivierung der S-Glycopeptidbausteine

OAc
OAcC
AcO Q
KO o O~__OH
110 g J,
Ri/ NS wi: Pip
L NHFmoc
in situ
OAc
OAc OAC
AcO OAc
AcO AcO

HFmoc

(X: AkthlerungSgruppe) NHFmoc

Tabelle 18: Aktivierung der S-Glycopeptid-Bausteine

MALDI-TOF [% Verhiltnis der Peak Hohen]
Aktivierung Monomer N Dimer . Trimer . Tetramer N
790.3 [M+Na] | 1370.5 [M+Na] 1959.6 [M+Na] | 2530.8 [M+Na]
TFFH 0 0 0 0
HATU 0 0 31 69
HOBt / DCI 0 0 0 0
Pfp 0 0 91 9
Pfp / HODhbt 0 0 0 100

Wie aus der Tabelle 18 ersichtlich fallen die Ergebnisse sehr unterschiedlich aus. Die
Aktivierung mit TFFH und HOBt / DCI ergibt iiberhaupt keinen Umsatz und ist damit vollig
ungeeignet. HATU zeigt das zweitbeste Ergebnis, wobei immer noch 31% an Trimer nicht
zum Tetramer umgesetzt wurden. Die reine Pfp-Aktivierung bleibt auf der Trimer-Stufe
stehen und liefert nur 9% an Tetramer. Interessanterweise dndert sich durch Zugabe von
HODhbt (1/3 Aquivalente zu Pfp) das Verhiltnis vollstindig und im MALDI-Spektrum ist
nur das Tetramer (100%) zu erkennen (Abbildung 2). Somit zeigt eine Aktivierung mit Pfp /
HODhbt optimale Umsétze flir die SPOT-Synthese und soll fiir den Aufbau tetramerer S-
Glycopeptid-Bibliotheken verwendet werden.
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Abblldung 2: MALDI-TOF Spektrum des S-Glycopeptidtetramers iiber Pfp/HODhbt
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6.2.6 Durchfithrung der SPOT-Synthesen

Fiir die Durchfiihrung der SPOT-Synthese werden verschiedene Chemikalien und Ausriis-
tungsgegenstinde benétigt!?’*"*’” Die Chemikalien sollten vor dem Gebrauch destillativ
gereinigt werden. Insbesondere DMF*™® und NMP miissen frei von Aminen sein um ein
frithzeitige Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe wéhrend des Waschens und der Synthese zu
vermeiden.

Tabelle 19: Chemikalien und Ausriistung fiir die SPOT-Synthese

Chemikalien und Ausriistung Beschreibung / Menge
Eppendorfpipette fiir manuelles Aufspotten (0.1-10 uL)
Fohn Kaltluftstufe zum Trocknen der Membranen
Orbitalschiittler zum Bewegen der Membran beim Waschen
Glasschale zum Waschen und Aufbewahren der Membranen
Membranen Whatman Filterpapier Chr 1 (No.1001917)
NMP Amin frei fir SPPS (Fluka) 100 mL
DMF, EtOH, Dioxan zum Waschen der Membran (DMF Amin frei) 2 L
Piperidin, Ac,O, TFA, DCM, TIS zum Entschiitzen und Cappen 100 mL
Bromphenolblau (BPB) zur visuellen Reaktionskontrolle 1 g
DCI, HODhbt, Pfp zur Peptidaktivierung 25 mL, 10 g, 10 g

Wird eine manuelle SPOT-Synthese durchgefiihrt, ist es ratsam, vor dem Aufspotten mit ei-
nem Bleistift die spiteren Spots als Punkt zu markieren und durchzunummerieren. Die freien
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Aminfunktionen wéhrend der Synthese konnen mit Bromphenolblau (BPB) sichtbar gemacht
werden, was eine einfache Methode darstellt, um die Reaktion wéhrend der SPOT-Synthese
zu verfolgen (Abbildung 3).

Abbildung 3: Farbe der Spots mit Bromphenolblau vor und nach der Reaktion

vor der Eealtion nach der Eealttion

Kurz vor dem Auftiipfeln wird die bendtigte Menge des Pfp-aktivierten S-Glycopeptid-
Baustein und HODhbt (1/3 4q) in NMP (0.1 M) gelost. Danach ist der Baustein zum
Auftragen einsatzbereit und sollte nicht langer als eine Woche aufbewahrt werden. Um 6lige
Pfp-Ester genau zu dosieren, werden diese in DCM geldst (0.1 M), pipettiert, evaporiert und
das Verfahern wird wie oben besprochen verfahren. Wie im Schema 89 dargestellt, wird der
Baustein auf die aminoderivatisierte Zellulosemembranen (1) aufgetiipfelt (2) (2 x 20 min).
Danach werden nicht umgesetzte Aminofunktionen acetyliert (capping), um Fehlsequenzen
beim wiederholten Aufspotten zu vermeiden. Uberschiissiges Ac,O wird durch mehrmaliges
Waschen mit DMF und EtOH entfernt. Danach wird mit 20%igem Piperidin in DMF die
Fmoc-Gruppe selektiv entschiitzt (3). AnschlieBend wird durch griindliches Waschen mit
DMF und EtOH alles Piperidin entfernt. Um eine vollstindige Reinigung und positive
Kopplungsreaktion zu iiberpriifen, wird die Membran mit Bromphenolblau eingeféarbt. Dabei
werden die Spots mit freien Aminofunktionen als blaue Flecken sichtbar (Abbildung 4).
Farbt sich die ganze Membran, wurde nicht ausreichend mit EtOH gewaschen. Tritt keine
Féarbung auf, so hat der vorherige Kopplungsschritt nicht funktioniert oder DMF/NMP war
nicht aminfrei. Nach dem Trocknen mit dem Kaltluftféhn oder mit Vakuum im Exsikkator ist
die Membran fiir einen erneuten Synthesezyklus vorbereitet (4) und durch Wiederholen der
Schritte (2 — 3) wird das B-Peptidriickgrat vom C- zum N-Terminus aufgebaut (5). Ist die
Synthese beendet, wird der freie N-Terminus acetyliert und die Alkoholfunktionen am Zucker
(iiber Nacht) mit Ammoniak in Methanol deacetyliert. Nach dem Waschen mit EtOH und
erneutem Trocknen kann ein Lectin-Screening durchgefiihrt werden oder der Rink-Amid-
Linker wird gleichzeitig mit der Boc-Schutzgruppe der Lysinseitenkette durch TFA
abgespalten. Mit dem freien Glycopeptid (6) kann man nun eine Analytik durchfiihren oder
iiber das freie Amin der Lysinseitenkette an einem anderen Trdger anbinden (RIFS, SPR,
Magentik Beats) oder eine Verwendung als Baustein fiir andere Molekiile vornehmen
(Wirkstoffe, Glycopeptiddentrimere, Glycoproteine).
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Schema 89: Aufbau der S-Glycopeptide iiber SPOT-Synthese
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6.2.7 Aufbau kombinatorischer S-Glycopeptid-Bibliotheken

Mitte der neunziger Jahre hat mit der Microarray-Technologie und dem Hochdurchsatz-
Screening (HTS) ein neuer Trend beim Screening groBer Substanzbibliotheken eingesetzt.
Bei dem Begriff Array (groBe Aufstellung) handelt es sich um eine rdumliche Verteilung
vieler Probemolekiile in Form von Punkten (100 bis 200000 pro cm?) auf einer planaren O-
berfliche mit definierter Position. Dazu werden die Substanzen mit speziellen Verfahren
(mechanisches Contact-Spotting, Piezo-Dispenser-Technologie) auf einen modifizierten Tré-
ger (Glas, Gold, Polymere, Semikonduktor) aufgetiipfelt®””***"!, Dieses Verfahren erlaubt
mit sehr kleinen Substanzmengen einen groflen Array zu erzeugen und in kurzer Zeit mehrere
tausend Bindungsstudien parallel durchzufiihren.

Die Arrays werden nach den aufgetragenen Substanzen in DNA-, Protein- und Peptid-Chips
unterteilt. Die DNA-Chips?*' M2 haben bereits Marktreife erlangt und dienen als Finger-
Sonden zur Untersuchung von Punktmutationen, Deletionen oder Insertionen. Protein-
Chips®* 234281 gind dagegen noch in der Entwicklungsphase, weil eine gerichtete Anbin-
dung von Proteinen auf der Oberfldche unter Erhalt der Affinitét (Denaturierung) schwer zu
realisieren ist. So hat sich bei den Peptid-Chips!*®” gezeigt, dass mit zunehmender Aminosiu-
resequenz eine sterische Ausrichtung der Peptide stattfindet, die sehr unterschiedlich von den
Bindungspartnern erkannt werden. Deshalb ist man nun dabei, selektive Methoden, z. B. self
assembled layers®®’] fiir die kovalente Anbindung (neue Anker-Systeme) der Probemolekiile
an die Trageroberfliche zu entwickeln, um reproduzierbare Ergebnisse zu bekommen. Pep-
tid-Arrays verwendet man zum Screening von Proteinkinasen, Proteasen und Anikorpern.
Allgemein ldsst sich sagen, dass die Bio-Chips zur Untersuchung von Wechselwirkungen
zwischen Biomolekiilen dienen, um ein besseres Verstindnis von biomolekularen Zusam-
menhingen zu bekommen. Insbesondere konnten Bio-Chips in der Zukunft diagnostische
Aufgaben bei immunologischen Fragestellungen iibernehmen, um hiermit ein Krankheitsbild
schnell und sicher zu erkennen'®®®!. Um einen Microarray aufzubauen miissen mehrere Punkte
beriicksichtigt werden (Schema 90):

e es miissen viele unterschiedliche Probemolekiile verfiigbar sein (Arraygrof3e)

e die Probemolekiile miissen an der Trigeroberfliche gebunden werden (Anker)

o der Trager sollte wenig unspezifische Wechselwirkungen beim Screening zeigen
e die Targetmolekiile miissen sich detektieren lassen (labeln)

e durch die geringen Substanzmengen ist auf hochste Reinheit zu achten

e die Probemolekiile miissen reproduzierbar aufgetragen werden (Roboter)

e es muss ein geeignetes Detektionssystem vorhanden sein (SPR, Fluoreszenz)

e zur Auswertung ist ein geeignetes Datensystem notwendig (Scanner, Computer)
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Schema 90: Prozess bei der Entwicklung von Microarray-Systemen**”!
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Seit jiingster Zeit gibt es Anstrengungen Kohlenhydrat-Microarrays herzustellen
wurde vor allem die Anbindung von modifizierten Kohlenhydraten auf verschiedene Tréager-
oberflichen untersucht. Als Triger wurden nitrozellulosebeschichtete Glasplatten'*!, Goldo-
berflichen™? und mit SH-Gruppen derivatisierte Glasplatten!***"2*4
gleichmifBige Ausrichtung der Zucker an der Triageroberfliche zu ermdglichen, wurden ent-
weder die Triger oder die Zucker selbst mit einem Linkersystem modifiziert®*®. Erste erfolg-
reiche Bindungsstudien mit Lectinen zeigten, dass kleine Oligosaccharide gut fiir Microarray-

Experimente geeignet sind 7%,

verwendet>”!, Um eine

Trotz der enormen Miniaturisierung bleibt die Schwierigkeit, reines Probenmaterial mit be-
kannter chemischer Struktur in ausreichender Vielfalt bereitzustellen und bremst dadurch die
Anwendung von Kohlenhydrat-Chips. Die Charakterisierung und Reinigung isolierter Oligo-
saccharide ist hdufig zeitaufwendig, detaillierte NMR-Untersuchungen mit ausreichender
Substanz sind zur Ermittlung der genauen Struktur notwendig. Aufgrund des stark heteroge-
nen Charakters von Oligosacchariden in Form von Glycopeptiden wird auch in Zukunft eine
Naturstoffisolierung problematisch sein. Deshalb ist es wichtig, moglichst einfache Synthese-
strategien zu entwickeln, um geniigend Probenmaterial fiir einen Kohlenhydrat-Microarray
bereitzustellen. Synthetische Neo-Glycokonjugate mit einem durchdachten Synthesekonzept
konnten zur Losung des Problems einen wichtigen Beitrag leisten. Zur Herstellung kleiner
Substanzmengen (10-100 nmol/Spot) eignet sich die SPOT-Synthese besonders gut. Das Syn-
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thesekonzept, liber Glycopeptid-Bausteine groflere Glycopeptide herzustellen, hat eine Reihe
von Vorteilen gegeniiber einer reinen Oligosaccharidsynthese:

e Synthese liber Peptidriickgrat vermeidet komplexe Oligosaccharidsynthesen
¢ milde Synthesebedingungen mit Fmoc-Schutzgruppenstrategie moglich

e kombinatorische Parallelsynthese durch Glycopeptid-Bausteine moglich

e Glycopeptid-Bausteine konnen vor der Synthese sehr leicht gereinigt werden
e Glycopeptid-Bausteine sind iiber optimierte Synthesen einfach zugénglich

e Glycopeptid-Bausteine lassen sich im Vorfeld gut modifizieren

e FEigenschaften der Glycopeptide lassen iiber Glycopeptid-Bausteine beeinflussen

Um das Potential des Synthesekonzepts vollstindig zu nutzen, soll mit Hilfe eines SPOT-
Roboters eine kombinatorische Parallelsynthese mit den S-Glycopeptid-Bausteinen
durchgefiihrt werden. Aus 4 S-Glycopeptid-Bausteinen ergeben sich 4* = 256 denkbare
Kombinationen tetramerer S-Glycopeptide, die sich durch ihre Sequenz voneinander
unterscheiden. Dazu wurde auf einer Zellulosemembran (9 x 13 cm) ein 16 x 16 Array fiir
256 Glycopeptiden aufgebaut (Abbildung 4). Um die Vollstindigkeit der Synthese spéter zu
iiberpriifen, wurden im oberen Teil der Membran manuelle Spots als Kontrollen aufgetragen,
die fiir analytische Zwecke dienen sollen. Diese konnen fiir ein spiteres Lectin-Screening
auch zum Auftragen von positiven oder negativen Kontrollen dienen. Dabei wurden die S-
Glycopeptid-Bibliotheken so konzipiert, dass sie direkt fiir ein Lectin-Screening verwendet
werden konnen.

Abbildung 4: Zellulosemembran mit 16 x 16 Array fiir eine 256er Bibliothek
B

.

- {._j-j

> manuell aufgetragene Kontrollen

mit SPOT-Roboter
& aufgetipfeltes Linkersystem

AN

> 16 x 16 Array fiir
eine 256 Bibliothek

& = . Y T 1

@v

=11 .‘rv,_ 2 ORI -
2052000000080 |

%

L L4

&3

4



6 Synthese der S-Glycopeptide 94

Zum Autfbau der Bibliotheken iiber eine kombinatorische Parallelsynthese wurden mit dem
SPOT-Roboter folgende Schritte durchgefiihrt:

Positionieren der Spritzennadel {iber XYZ-Koordinaten im Standard-File
Definieren der SPOT-Sequenz im Sequence-File

Laden des Sequence-File in die Steuersoftware

Einstellen der SPOT-Parameter mit anschlieBendem Probelauf

Beladen des Proben-Rack mit den S-Glycopeptid-Bausteinen
Autbringen der Membranen auf die Arbeitsfldche

A ol

Starten der Software und Abarbeiten der vorgegebenen Sequenz vom Roboter

Abbildung 5: Aufbau des SPOT-Roboters (ASP 222)1**!

Pumpe

Steuerung Pipettiereinheit

Spiillosung

Computer mit Steuersoftware

/

—

Spritzennadel ‘V
SPOT-Membranen Arbeitsfliche

Bei der Definition des Sequence-Files, wurden dem Roboter alle 256 Kombinationen in Form
von 4 Buchstaben (z.B. A, R, N, D) vorgegeben. Dabei entspricht jedem Buchstabe eine Posi-
tion im Proben-Rack und damit einem bestimmten Baustein (A = Baustein 1, R = Baustein 2
usw.). Die Sequenz wurde mit einem kleinen Computerprogramm namens mutate™*") erzeugt,
welches aus den 4 vorgegebenen Buchstaben, alle denkbaren Kombinationen in Form einer
Buchstabenreihe als Text (ASCII) erzeugt, die direkt in das Sequence-File kopiert wurden.
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Uber das Standard-File wurde dem Roboter mitgeteilt wo sich die Membranen befinden und
welche Positionen die Spritzennadel annehmen darf. Mit dem Roboter konnen 4 Membranen
gleichzeitig mit unterschiedlichen Bibliotheken erstellt werden. Dazu konnen im Sequence-
File 4 Sequenzreihen eingetragen werden, die der Roboter nacheinander abarbeitet und nach
den Vorgaben des Standard-Files auf der Arbeitsfliche des Roboters auftiipfelt. Die mogliche
GrofBe der Bibliotheken hangt dabei von der Gro3e der Spot und der zur Verfiigung stehenden
Membranfliche ab. Auf eine 9 x 13 Membran sollten nicht mehr als 384 Spots aufgetragen
werden. Beim Nutzen der gesamten Arbeitsflaiche konnen bis zu 8000 Peptide auf einer Zel-
lulosemembran (19 x 28 cm) synthetisiert werdenl**",

Der Aufbau einer S-Glycopeptid-Bibliothek wird im Schema 91 veranschaulicht. Auf eine
aminoderivatisierte Zellulosemembran wurde der Rink-Amid-Linker und Lysin (mit Boc
geschiitzter Seitenfunktion) vom SPOT-Roboter aufgetiipfelt, so dass ein Array (I) fiir eine
kombinatorische Parallelsynthese erzeugt wurde. Im néchsten Schritt arbeitet der Roboter die
vorgegebene Sequenz ab (256iger Buchstabenreihe aus A, R, N, D) indem er aus dem
Proben-Rack die aktivierten S-Glycopeptid-Bausteine (A, R, N, D) iiber die Spritzennadel
aufnimmt und auf dem vorgegebenen Array verteilt. Nach dem Auftragen reagieren die freien
Amine des Linkers mit der pentafluorphenolaktivierten Carboxylfunktion der Bausteine unter
Ausbildung einer Amidbindung und kuppeln dabei mit der Membranoberfliche (II). Die
verschiedenen Farben der Kugeln im Schema 91 sollen dabei unterschiedliche Zucker
einzelner Bausteine (A, R, N, D) sein. Nach diesem Syntheseschritt miissen die Membranen
von der Arbeitsfliche des Roboters entfernt werden, um sie fiir den nichsten Synthesezyklus
vorzubereiten. Dazu werden nicht umgesetzte Aminofunktionen acetyliert, um spéitere
Fehlsequenzen zu vermeiden. Nach dem Waschen der Membranen werden die N-terminalen
Fmoc-Gruppen entschiitzt und die Membranen erneut gewaschen. Die getrockneten
Membranen (III) sind jetzt fiir den ndchsten Kupplungsschritt vorbereitet und werden wieder
auf der Arbeitsfliche befestigt. Nun geht der Roboter zum néichsten Synthesezyklus tiber und
tiipfelt die Bausteine nach der vorgegebenen Sequenz erneut auf. Danach werden die
Membranen wieder entfernt und analog wie oben beschrieben fliir den néchsten
Synthesezyklus vorbereitet. Nach insgesamt vier Zyklen (IV) hat der Roboter die
vorgegebene Synthesesequenz (256iger Buchstabenreihe aus A, R, N, D) abgearbeitet und
auf den einzelnen Spots (256) befinden sich tetramere S-Glycopeptide, die sich durch die
Abfolge einzelner Bausteine (z. B. S-Glycopeptid NARD) voneinander unterscheiden. Mit 4
S-Glycopeptid-Bausteinen (A, R, N, D) erhdlt man so 256 neue S-Glycopeptide mit
unterschiedlicher Sequenz.
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Schema 91: Aufbau der S-Glycopeptid-Bibliotheken iiber SPOT-Synthese
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Durch die rdumlich getrennte Synthese kann jedem Spot auf der Membran eine eindeutige
Sequenz zugeordnet werden. Das Computer-Programm erzeugt wéhrend der Synthese ein
Report- (.rep) und ein Peptid-File (.pep). Im Peptid-File wird jedem erzeugten Spot eine
Nummer (1-256) mit der zugehorigen Sequenz (1 = NARD) zugeordnet und im Report-File
werden die Synthesezyklen protokolliert. Mit dem Programm FindSPOT lésst sich iiber die
Spot Nummer (Peptid-File) jedem Spot die zugehdrige Sequenz zuordnen.

Die verwendeten Parameter zum Aufbau der 256iger Bibliotheken sind in Tabelle 20 zu-
sammengefasst. Berechnet man aus den Parametern die bendtigte Menge an S-Glycopeptid-
Baustein pro 256iger Bibliothek (256 Spots x 4 Zyklen x 2 Wiederholungen x 0.1 puL x 0.1
umol/pL), so ergeben sich 20.48 umol. Bei einer Molmasse von 1000 g/mol werden nur
20.48 mg an Baustein zum Aufbau der 256iger Bibliothek bendtigt. Bei der néchst groBeren
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Bibliothek (5° = 3125) benétigt man ca. 250 mg pro Baustein. Somit ist eine VergroBerung
der Bibliotheken aus Sicht der einfach durchzufiihrenden Bausteinsynthese (Synthesemengen
zwischen 1-2 g) gut praktizierbar. Theoretisch wire die Synthese einer 6° Bibliothek (46656)
mit einer Substanzmenge von ca. 4 g pro Baustein denkbar. Bei 8000 SPOT’s pro Membran
(19 x 28 cm) konnte man mit 6 Membranen auskommen, auf die man die Bibliothek verteilt.
Somit kdnnte iiber eine kombinatorische SPOT-Synthese eine grofle Bibliothek fiir ein Mic-
roarray-System zur Verfligung gestellt werden.

Tabelle 20: Parameter zum Erzeugen einer 256-Bibliothek

Parameter Einstellung
Pipettier-Volumen 0.1 pL
Konzentration des S-Glycopeptid-Baustein 0.1 mmol / mL
Reaktionszeit 20 min
Anzahl der Wiederholungen 2
Menge an Baustein (256 Array) 20.48 pmol
Generieren des Arrays ja

Der Hauptarbeitsaufwand bei der halbautomatisierten SPOT-Synthese besteht in den
Waschschritten nach jedem Synthesezyklus. Die einzelnen Schritte (cappen, waschen,
entschiitzen), die nach jedem Synthesezyklus manuell durchgefiihrt werden miissen, sind im
Schema 92 dargestellt. Insgesamt benotigt man dafiir etwa zwischen 50 bis 60 min.

Schema 92: Ablauf der SPOT-Synthese mit Waschschritten
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‘ 5.) waschen ]
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4 x EtOH i ; ] BPB-Lsg.

6.) mit BPB einfarben
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Deshalb wurde in Zusammenarbeit mit der Universititswerkstatt eine “Papierwaschmaschi-
ne* entwickelt, mit der bis zu 28 Papiere gleichzeitig gewaschen werden konnen (Abbildung
6).

Abbildung 6: Aufbau der “Papierwaschmaschine*

Waschgefall auf Schitttler Abfall gefal
Steuerungseinheit Magnetvetile Magnetventile Wascheinsatz mit Membran

Die “Waschmaschine® wird dabei iiber eine Vakuumpumpe gefiillt und entleert. Fiir die
Steuerung des Vakuums dienen 5 Magnetventile, die je nach Waschgang unterschiedlich
geschaltet werden (Tabelle 21).

Tabelle 21: Ablaufplan der “Papierwaschmaschine*

*Magnetventile Nr.

hzykl

Waschzyklus geoftnet geschlossen

Grundzustand 1,2,3,4,5
Dosieren 1,2 3,4,5
Auslassen 3,4 1,2,5
Trocknen 4 1,2,3,5
Entliiften 3,5 1,2,4

1: Dosierventil (WaschgefaB); 2: Vakuumventil (Waschgefi); 3: Ablassventil
(Waschgefil3); 4: Vakuumventil (Abfallgefdl3); 5 Entliiftungsventil (Abfallgefal3)
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Da das Waschgetfil3, die Ventile und alle Zu- und Ableitungen aus Teflon gebaut sind, kon-
nen alle géingigen Losemittel fiir den Waschprozess verwendet werden. Uber die Hohe des
Vakuums kann auflerdem die Dosiergeschwindigkeit und die Trocknungsdauer der
Membranen reguliert werden. Durch die stapelartige Anordnung der Papiere im
Wascheinsatz kann eine groflere Anzahl an Papieren sparsam mit Losemittel gewaschen
werden, da tiber kiirzere Schaltzeiten der Ventile mehr oder weniger Waschfliissigkeit in das
Waschgefi dosiert werden kann. Uber eine geplante Computersteuerung der Magnetventile
konnte die ‘“Papierwaschmaschine® vollautomatisiert werden, so dass nach jedem
Synthesezyklus die Papiere nur noch in die “Waschmaschine® eingesetzt und entnommen
werden miissten. Alle Schritte wie Acetylieren, Entschiitzen und Waschen reduzieren sich
damit auf einen minimalen Arbeitsaufwand.
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6.2.8 Analytik und weitere Verwendung der S-Glycopeptide

Um die kombinatorisch hergestellten S-Glycopeptide fiir analytische Zwecke und fiir weitere
Anwendungen bereitzustellen, wurde der Rink-Amid-Linker gespalten und die adhésiv
gebundenen S-Glycopeptide in einem Losemittel aufgenommen. Je nach spéterer
Verwendung der S-Glycopeptide (Schema 93) konnen diese vor der Deacetylierung des
Glycosids (IV) oder danach mit TFA von den Membranen abgespalten werden (V). Fiir eine
Bindungsstudie der S-Glycopeptide mit Lectinen miissen die Alkoholfunktionen des
Glycosids auf jeden Fall durch Schwenken der Membranen in einer Losung von Ammoniak
in Methanol freigesetzt werden (IV — V). Als Endkontrolle der vollstindigen Deacetylierung
und vorherigen SPOT-Synthese konnen danach die aufgetragenen analytischen Kontrollen
aus der Membran ausgestanzt und mit TFA abgespalten werden (V — VI). Sollen die Zucker
der S-Glycopeptide geschiitzt bleiben (z. B. fiir Folgesynthese), werden die S-Glycopeptide
direkt nach der SPOT-Synthese von der Membran abgespalten (IV — VI).

Schema 93: Vorbereitung der S-Gylcopeptide fiir die Analytik und Weiterverwendung

nach der Synthese Bindungsstudien
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Da nach der Derivatisierung mit dem Rink-Amid-Linker als erste Anbindung Lysin mit Boc-
geschiitzter Seitenfunktion verwendet wurde, wird bei der Abspaltung mit TFA die Amino-
funktion der Lysin-Seitenkette freigesetzt (VI). Die Aminobutyl-Seitenkette kann zur Synthe-
se oder Anbindung an andere Peptide, Molekiile oder Oberflichen dienen und macht damit
die S-Glycopeptide fiir weitere Anwendungen zugénglich. Eine Anbindung des Lysins im
letzten Synthesezyklus ist auch denkbar und hat den Vorteil, dass nur S-Glycopeptide mit
vollstdndiger Sequenz mit dem Lysin reagieren und nur vollstindige S-Glycopeptidsequenzen
den Lysin-Anker tragen (unvollstindige S-Glycopeptidsequenzen liegen im letzten Synthese-
zyklus am N-Terminus durch capping acetyliert vor). Nachteilig wirkt sich diese Verfah-
rensweise nach einem positiven Lectin-Screening auf der Membran aus, wenn die Sequenz
bei der Ubertragung des S-Glycopeptids auf einen anderen Triger zur Bestimmung von Bin-
dungskonstanten gleich bleiben muss. Dazu ist ein vorgeschalteter Anker im Glycopeptid
besser geeignet und muss vor der Synthese je nach Anwendung auf das Problem angepasst
werden. Durch die in der Peptidchemie weit verbreitete Fmoc-Strategie stehen bei der SPOT-
Synthese eine grofle Zahl an kduflichen Ankern, Markern und unnatiirlichen Aminosiuren
zur Verfligung, die direkt in die Glycopeptidsynthese einbezogen werden konnen, um weitere
Anwendungen zu erschlieBen. Alle bei der SPOT-Synthese durchgefiihrten Reaktionen lassen
sich wegen der gleichen Synthesestrategie auf eine Harz-Synthese iibertragen, um grof3ere
Mengen an S-Glycopeptid fiir eine Anwendung bereitzustellen (n-u — mg-g Mengen). Da-
durch bildet die SPOT-Synthese optimale Voraussetzungen um S-Glycopeptide fiir For-
schungszwecke herzustellen. Da die S-Glycopeptide gegen enzymatischen Abbau stabil sind,
erschlieft sich ein breiter Anwendungsbereich fiir Fragestellungen in der Glycobiology (Ta-
belle 22).

Tabelle 22: Denkbare Anwendungen der S-Glycopeptide in der Glycobiology

S-Glycopeptide*

Anwendung Funktion Darstellung
Microarrays!? /2303 -129%] Diagnostika, Leitstruktur SPOT-Synthese
Microtitterplatten*¥ Diagnostika, Leitstruktur SPOT-Synthese
Glyco-Quantum Dots*1,13%! Molekulare Sonden SPOT-Synthese
Untersuchung®®”! mit SPR, RIFS Wechselwirkungen SPOT-Synthese
Glycopeptide / -proteinel***H3%] Synthesebaustein SPOT / Harz-Synthese
Glyco-Dentrimerel*' 311 Synthesebaustein SPOT / Harz-Synthese
Vakzine / Wirkstoffel>' 3! Leitstrukturoptimierung SPOT / Harz-Synthese

*Synthese iiber Riickgrataminosiure mit S-Glycopeptid-Bausteine

In der Glycobiology haben sich zur Untersuchung kleiner Substanzmengen (sub-nanomolarer
Bereich) massenspektroskopische Analysemethoden durchgesetzt®'*. Neben der FAB-
MSP! 2y Beginn der 80er Jahre hat sich Anfang der 90er Jahre vor allem die ES-MS™'% und
MALDI-MSP'"! etabliert. Dabei wird die ,,Matrix-Assisted Laser Desorption Ionisation®
(MALDI) zur Analyse groBer Glycopeptide und Glycoproteine (m/z > 2000) aufgrund der
schonenden Ionisierung und der guten Empfindlichkeit eingesetzt (femtomol Bereich). Dabei
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entstehen weniger storende Fragmente und héufig ist der Molekiilpeak als einfach geladenes
Fragment im Spektrum zu identifizieren. Dazu muss der Analyt in einer Matrix, die aus einer
organischen Siure besteht eingebettet sein (Tabelle 23) B'*M2"] Die Matrix liegt iiblicher-
weise in einem molaren Uberschuss von etwa 1000:1 mit dem Analyten vor und hat entschei-
denden Einfluss auf die spitere Ionisation der Analytmolekiile?®*®’. Dabei miissen folgende
Eigenschaften erfiillt werden:

e die Matrix muss das Laserlicht absorbieren (UV-, IR-Laser)
e die Matrix muss den Analyten als Mischkristall einbetten

e die Matrix muss Ladungstréger fiir eine Ionisation des Analyten liefern

Tabelle 23: Haufig verwendete Matrixsubstanzen fiir UV-MALDI-MS

Matrix Struktur A (UV) Anwendung
. COOH Nucleotide
Nicotinsdure | P 266 nm Proteine
N Peptide
COOH

266 nm Proteine
337 nm Peptide
355 nm Zucker

2,5-Dihydroxybenzoesiure
(DHB)

o
HO
COOH
a-Cyano-4- m 337 nm Peptide
CN

hydroxyzimtsaure (CHCA) 355 nm Glycopeptide

HO
X COOH 266 nm .
Sinapinséure 337 nm Proteine
H3CO OCHj Peptide
355 nm
OH
2-(4’-Hydroxybenzolazo)- COOH Peptide

benzoessdure (HABA) 355 nm Zucker
N=N OH Glycopeptide

Wihrend des lonisationsprozesses wird davon ausgegangen, dass der Laserstrahl einen Ver-
bund von Matrix-Molekiilen und Analyt-Molekiilen aus der Probenoberfliche herauslost
(Schema 94). Die dabei absorbierte Laser-Energie wird teilweise von der Matrix auf die Ana-
lyt-Molekiile tibertragen und fiihrt zu deren lonisation in der Gasphase. Wie die Energietiber-
tragung physikalisch ablduft ist noch nicht vollstindig gekldrt und wird noch unter-
sucht!??1H322B323L3241 " ATg Analysator zum Auftrennen der ionisierten Analyt-Molekiile dient
héufig ein Flugzeit-Analysator (Time of Flight, TOF). Dabei werden die lonen unterschiedli-
cher Masse in einem elektrischen Feld mit gleicher kinetischer Energie beschleunigt und
kommen aufgrund unterschiedlicher Geschwindigkeiten mit unterschiedlichen Zeiten am
Massendetektor an. AnschlieBend ldsst sich die Masse der Ionen iiber die Flugzeit berech-

1’161’1[325].
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Schema 94: Ionisationsprozess beit MALDI-MS

LASER-Strahl ionisiertes
Analyt-Molekul Matrix-Molekil /nalw'Mo'ek”'
/
Mischkristall ; € —>
Matrix / Analyt L ] L

Wichtig fiir den Anwender ist die Auswahl einer geeigneten Matrix, um eine hohe Empfind-
lichkeit bei guter Auflosung des Spektrums zu erhalten. Wegen der unterschiedlichen Was-
serloslichkeit der Matrizes miissen fiir die Praparation unterschiedliche Methoden verwendet
werden. Die gingigsten Verfahren sind dabei die dried-droplet- und die layer-Methode!**.
Die layer-Methode wird bei schlecht wasserloslichen Matrix-Substanzen wie Sinapinsédure
verwendet. Dazu wird die Matrix in Aceton oder Methanol geldst und auf die MALDI-Platte
aufgetragen. Nach dem Verdampfen des Losemittels bildet sich eine sehr feine Kristall-
schicht, auf die ein wissriger Analyt aufgetropft wird. Durch Anldsen der Matrix-Kristalle
werden dabei die Analyt-Molekiile teilweise als Mischkristall eingebaut und es bildet sich
eine homogene Verteilung der Analyt-Molekiile auf der Oberfldche. Bei der dried-droplet-
Methode wird eine in Wasser geloste Matrix auf der MALDI-Platte mit der wéssrigen Ana-
lytlosung vermischt. Beim Trocknen bilden sich am Rand des Tropfens groflere Kristalle,
wihrend sich in der Mitte ein amorpher Bereich entsteht. Fiir die Analytik der S-
Glycopeptide wurden deshalb verschiedene Verfahren und Matrixsubstanzen auf ihre An-
wendbarkeit untersucht. Dazu wurde ein trimeres S-Glycopeptid tiber SPOT-Synthese herge-
stellt und von der Membran mit TFA (90% in DCM) abgespalten. Nach dem vollstédndigen
Evaporieren der TFA wurde die Substanz mit 20 pL. (EtOH/H,O 1:1) aufgenommen (Sche-
ma 95). Parallel dazu wurden gesittigte Losungen der Matrixsubstanzen angefertigt (Tabelle
24). AnschlieBend wurden die Matrizes auf die MALDI-Platte aufgetragen (2 x je 1 uL) und
die Abspaltlosung des S-Glycopeptid (je 1 pL) auf der Matrix aufgetiipfelt. Nach dem Trock-
nen an der Luft wurden die Proben mit MALDI-TOF vermessen.
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Schema 95: Dried-droplet-Methode fiir MALDI-TOF Messung der S-Glycopeptide

2.) Probe 1pL 1.) Matrix
Ausschneiden
in 20 pL
EtOH/H,0 (1:1) g] =w
MALDI-Platte

_ Rink-Amid-Linker
Zellulosemembran mit TFA-Dampf gespalten

Tabelle 24: Verwendete Matrixsubstanzen flir das trimere S-Glycopeptid

Matrix Losungsmittel Pr;ﬁ:{ﬁgggs_ Massen im Spektrum
CHCA ACN/H,O (1:1) +0.1% TFA dried droplet nur Matrixsignale
Sinapinsdure | ACN/H,O (1:1) +0.1% TFA dried droplet nur Matrixsignale
DHB ACN/H,0 (1:1) + 0.1% TFA dried droplet Satelittenpeaks
DHB EtOH/H,0 (1:1) dried droplet Schwach [M+Na]"
HABA ACN/H,O (1:1) + 0.1% TFA dried droplet Satelittenpeaks
HABA EtOH/H,0 (1:1) dried droplet Stark [M+Na]"

Dabei zeigte sich, dass die Matrizes CHCA und Sinapinsdure nicht geeignet sind. Im
MALDI-Spektrum waren nur Matrixsignale aber keine Signale des Glycopeptids zu
erkennen. DHB und HABA zeigten abhdngig vom Losungsmittel der Matrix unterschiedliche
Ergebnisse. Bei Verwendung von ACN/H,0 (1:1) + 0.1% TFA waren im Spektrum um den
Molekiilionenpeak viele weitere Satellitenpeaks verteilt, die eine Auswertung des Spektrums
erschwerten. Vermutlich wurde durch die Zugabe von 0.1% TFA das Glycopeptid stirker
protoniert und bei der Ionisation entstanden mehr Teilfragmente. Mit der Losemittelmischung
EtOH/H,O (1:1) wurden dagegen sehr gute Ergebnisse erzielt, wobei DHB bei gleicher
Konzentration der Probe eine schlechtere Empfindlichkeit als HABA beim Signal-
Rauschverhiltnis zeigte. Somit eignete sich HABA sehr gut als Matrix bei Verwendung von
EtOH/H,0 (1:1) als Losungsmittel. Das MALDI-TOF-Spektrum des trimeren S-Glycopeptids
mit HABA ist in Abbildung 7 wiedergegeben. Man erkennt neben dem [M+Na] -Peak gut
die Isotopenverhiltnisse und bekommt ein ausgezeichnetes Signal-Rauschverhiltnis.
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Abbildung 7: MALDI-TOF des trimeren S-Glycopeptids mit HABA (EtOH/H,0O 1:1)
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Tabelle 25: Isotopenverhiltnisse des trimeren S-Glycopeptids

Berechnet Gefunden
m/z Intensitét (%) m/z Intensitét (%)
1273.49 100 1273.03 100
1274.49 57.3 1274.07 55.2
1275.49 21.9 1275.07 20.9
1275.48 13.7 1278.06 11.5
1276.49 11.0 1276.07 8.4
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7 SCREENING DER S-GLYCOPEPTID-BIBLIOTHEKEN

7.1 Lectine als kohlenhydraterkennende Proteine

Mit der Entdeckung der Blutgruppen A, B und 0 durch Landsteiner im Jahre 1908 wurde die
Basis fiir sichere Bluttransfusionen geschaffen. Innerhalb des ABO-Systems unterscheidet
man die beiden antigenen Blutgruppenmerkmale A und B, die gemeinsam vorkommen
konnen (Blutgruppe AB) beziehungsweise fehlen konnen (Blutgruppe 0). Die
Blutgruppenbestimmung wird mit Hilfe der Zusammenballung (Hamagglutination) roter
Blutkorperchen durch serumfremde Blutgruppen durchgefiihrt (Kreuzprobe). Erst 1950
zeigten Morgan und Watkins bei Versuchen mit Erythrozyten vom Typ A, dass diese bei
Zugabe von N-Acetylgalactosaminen agglutinieren. In weiteren Versuchen konnte gezeigt
werden, dass Kohlenhydrate die Blutgruppenantigene bilden und iiber spezifische
Kohlenhydrat-Proteinwechselwirkungen Immunreaktionen auslosen. Damit wurde zum
ersten Mal indirekt gezeigt, dass Glycokonjugate tiber Oligosaccharide biologische
Informationen fiir die Erkennungsprozesse kodieren.

Parallel zu diesen Entdeckungen wurden aus Pflanzenextrakten Proteine isoliert, die in der
Lage waren, nur bestimmte Blutgruppen zu agglutinieren. Diese Proteingruppe wurde von
Boyd zum ersten Mal als Lectine bezeichnet, abgeleitet vom lateinischen ,,legere, was soviel
heiit wie ,,auswihlen®. 1980 schlug Goldstein vor, dass Lectine zuckerbindende Proteine
sind, die nicht aus dem Immunsystem stammen und Glycokonjugate agglutinieren kdnnen.
Barondes hingegen schlug vor, Lectine als allgemein kohlenhydratbindende Proteine zu
bezeichnen, unabhingig von ihrer Herkunft. So lassen sich Lectine am besten als
Kohlenhydrat-Erkennungsmolekiile bezeichnen, die mit den Zuckern einen Kohlenhydrat-
Protein-Komplex bilden.

Heute weill man, dass dieser Prozess fiir Zell-Zell-, Zell-Antikorper-, Zell-Bakterien-, Zell-
Virus-, Zell-Molekiil- (Hormone, Toxine) Erkennungen verantwortlich ist und somit eine
fundamentale Rolle bei biologischen Prozessen spiclt™*” (Abbildung 8).
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7.1.1 Vorkommen und Funktion

Die Oligosaccharide auf der Zellmembranoberfldche sind dabei an integrine Proteine der
Zellmembran gebunden und fungieren dabei als Antigenmarker, indem sie zwischen ,,Fremd*
und ,,Eigen* unterscheiden konnen. Der Kontakt von Bakterien und Viren erfolgt {iber diesen
Mechanismus und bildet den ersten Schritt einer Infektion der Wirtszelle. Auch die Lympho-
cyten als korpereigene Abwehrzellen nutzen die Adhédsion an Kohlenhydrate, um in die Blut-
gefdle einzudringen (Lymphocyt rolling). Des Weiteren hat man bei Krebszellen festgestellt,
dass die Kohlenhydratstruktur auf der Zelloberfliche verandert ist und sich dadurch von ge-
sunden Zellen unterscheidet. Da diese Prozesse maBlgeblich an Krankheitsbildern beteiligt
sind, werden Lectin-Rezeptoren immer stirker Gegenstand immunologischer und medizini-
scher Forschung®**! (Tabelle 26).

Abbildung 8: Bedeutung der Kohlenhydrat-Lectin-Wechselwirkungen*”!

Zelle

Bakrerium

SN H' A Glycoprotein Zelle

Bei den Lectinen handelt es sich um eine sehr heterogene Gruppe oligomerer Proteine, die
sich in Grofe und molekularer Struktur teilweise stark voneinander unterscheiden. Auf Grund
threr Zuckerspezifitit werden sie hdufig zur Untersuchung der Kohlenhydratstruktur von
Glycoproteinen verwendet und unterteilen sich in Mannose, Galactose/GalNAc, GalNAc, L-
Fucose bindende Lectine. Uber Affinitdtschromatographie mit immobilisierten Lectinen las-
sen sich so verschiedene Glycoproteine voneinander trennen. Dazu werden die Lectine aus
Keimen und Samen von Pflanzen isoliert und bilden mit derzeit weniger als 500 bekannten

Lectinen die am besten untersuchte Gruppe!®*®),
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Tabelle 26: Funktion von Lectinen>*"!

Vorkommen der Lectine Funktion
Amoben Infektion
Mikroorganismen Bakterien Infektion
Influenza Virus Infektion
verschiedenen Pflanzen Verteidigung, Gift
Pflanzen
Legumes Stickstoff-Fixierung
Calnexin, Calreticulin Gly coprotein
Biosynthese
Collectins Immunreaktion
Lebewesen Galectins Zell-Zell-Kontakt

Zell-Zell-Kontakt

Siglecs Immunsystem

E- und P-Selectine Leukozytadhésion

Eine andere Gruppe bilden die in Lebewesen vorkommenden Lectine. Anders als bei den
pflanzlichen Lectinen handelt es sich um eine homogenere Gruppe, die sich in verschiedene
Untergruppen einteilen ldsst. Diese sind Bestandteil wichtiger Lectin-Rezeptoren und fiir
viele immunologische Prozesse bei Siugetieren verantwortlich®**?3¥+24l Sie Jassen sich in
3 Subgruppen unterteilen: S-Typ, C-Typ und P-Typ-Lectine (Schema 96).

Schema 96: Untergliederung von Lectinen in Lebewesen!'!

Lectine in Lebewesen

/\

S-Typ Lectine C-Typ Lectine P-Typ Lectine

(Galectine) /\

Endotheline Lectine Collectine Selectine

/’\

L-Selectine E-Selectine P-Selectine
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Die S-Typ-Lectine werden auch als Galectine bezeichnet, da sie spezifisch fiir Galactose
sind. Sie sind an der Zelladhésion beteiligt und kommen in allen Zelltypen innerhalb und
aullerhalb der Zelle vor. C-Typ-Lectine bilden die groBte Gruppe kohlenhydratbindender
Lectine. Sie werden so bezeichnet, da sie Ca**-Ionen fiir ihren Bindungsprozess bendtigen
und unterteilen sich weiter in endotheline Lectine, Collectine und Selectine. Bei den
endothelinen Lectinen handelt es sich um Zellmembran gebundene Rezeptoren. Dabei ist der
Mannose bindende Rezeptor auf Makrophagen zu nennen, der zur Phagozytose notwendig
ist. Bei den Collectinen handelt es sich um Lectine mit kollagenen Strukturen, die nicht
membranstindig sind und als geloste Proteine vorkommen. SchlieBlich bilden die L-, E-, P-
Selectine eine wichtige Gruppe von Adhdsionsmolekiilen, die auf Leukozyten vorkommen
und im Blutstrom den Kontakt zu Endothelzellen herstellen. Dabei fithren multivalente
Wechselwirkungen zwischen Kohlenhydraten (Sialyl-Lewis-X, sLe™) der Endothelzellen und
der Selectine zum Abbremsen (rolling) und im zweiten Schritt bewirken Protein-Protein-
Wechselwirkungen von Integrinen das Anhaften der weilen Blutkdrperchen. Im Gegensatz
zu der groflen Gruppe der C-Type-Lectine besitzen die P-Typ Lectine (P von Phosphat) nur
einen als Mannose-6-Phosphat bezeichneten Rezeptor.

Tabelle 27: Auswahl einiger Lectine in Lebewesen

Gruppe / Lectin Vorkommen Zuckerspezifitit
Galectine (S-Typ) sehr hiufig in allen Zellen Gal
Enodotheline Lectine (C-Typ)
hepatic Lectin (Saugetiere) Hepatozyten im Zellgewebe Gal/GalNAc
hepatic Lectin (Vogeln) Hepatozyten im Zellgewebe GalNAc
Collectine (C-Typ)
Mannose-bindendes Protein A Serum der Sdugetiere Man

Selectine (C-Typ)
NeuSAca?2,3-(6-

L-Selectine Leukozyten Sulfat)GalB4-(Fuca3)-
GlcNAc

E-Selectine Endotheline Zellen sLe*, sLe®

P-Selectine Endotheline Zellen sLe*, sLe®

p-Type Lectine
Mannose-6-Phosphat (P-Typ) sehr haufig in allen Zellen Man6P
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7.1.2 Strukturelle Basis der Kohlenhydraterkennung

Um ein besseres Verstdndnis der Kohlenhydraterkennung zu bekommen, muss man sich mit
den kohlenhydratbindenden Zentren (CRDs) der Lectine beschéftigen. Jedes Lectin besitzt
ein oder mehrere CRDs, die zu einer spezifischen Bindung der Saccharide befihigt sind.
Trotz der grofen strukturellen Vielfalt der Lectine lassen sie sich gut iiber die CRDs
beschreiben und einteilen. Durch Rontgenstrukturaufnahmen der Kohlenhydrat-Protein-
Komplexe konnte in den letzen 15 Jahren ein besseres Verstindnis iiber die strukturellen
Voraussetzungen und die beteiligten Wechselwirkungen gewonnen werden. Fiir die Adhdsion
der Kohlenhydrate sind hauptséachlich folgende Wechselwirkungen verantwortlich:

e Wasserstoftbriickenbindungen iiber Alkoholfunktionen des Zuckers

e {iber Wasser dirigierte Wasserstoffbriickenbindungen

e ionische Wechselwirkungen iiber divalente Kationen (Ca®", Mn*")

e unpolare Wechselwirkungen iiber aromatische Aminosiuren des Lectins

e ionische Wechselwirkungen iber geladene Zuckergruppen zu geladenen
Aminoséduren des Lectins

Die OH-Gruppen am Zucker konnen direkte Wasserstoffbriickenbindungen mit den
Aminosduren im CRD ausbilden. Dabei fungiert der Sauerstoff {iiber seine freien
Elektronenpaare als Protonen-Akzeptor fiir Aminosduren des Lectins. Dabei handelt es sich
hauptsdchlich um Wechselwirkungen zwischen Wasserstoffatomen von Amidfunktionen der
Peptidhauptkette und von Aminoséureseitenfunktionen (Asn, Gln) im CRD. Des Weiteren
konnen die  Wasserstoffatome der Zucker-OH-Gruppen mit Carbonyl- und
Carboxylatfunktionen der Aminosduren im CRD als Protonen-Donor
Wasserstoffbriickenbindungen eingehen. Das soll iiber folgende Schreibweise schematisch
wiedergegeben werden:

(NH), — OH — 0=C n=1.2

Wie Rontgenstrukturaufnahmen gezeigt haben, sind Wassermolekiile als Vermittler von
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Zucker und den Aminosduren im CRD beteiligt und
modellieren die zuckerspezifische Affinitit der Lectine. Verschiedene Lectine bendtigen fiir
die Ausrichtung einzelner Aminosduren und fiir koordinative Bindungen mit den Zucker-OH-
Gruppen divalente Kationen wie Ca®" und Mn®". In dem Legume Lectin Concannavalin A
stabilisieren Ca®"- und Mn”'- Ionen die Ausrichtung der Aminosduren im CRD. Bei den C-
Typ Lectinen fithren koordinative Bindungen von Ca”*- Tonen mit OH-Gruppen des Zuckers
zu einer besseren Anbindung. Neben den polaren Wechselwirkungen spielen unpolare Wech-
selwirkungen liber Van-der-Waals-Krifte eine wichtige Rolle. Seitenketten von aromatischen
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Aminosduren (Trp, His) im CRD kdnnen sich gegen die unpolare Seite (B-Face) des Zucker-
rings legen und iiber eine Art Stapeleffekt den Zucker im CRD vororientieren, was zu deut-
lich stirkeren Anbindungen fiihrt. Dabei haben Monosaccharide einen unpolaren Anteil von
etwa 25%, bei Disacchariden ist dieser mit ca. 50% deutlich grofer und kann bei Oligosac-

chariden abhingig von der Substitution einzelner OH-Gruppen weiter steigen!**>).

Abbildung 9: Unpolares B-Face von o-Man und B-Gal**®!

SchlieBlich konnen geladene Gruppen am Zucker wie die Carboxylfunktion bei Sialylsdure
und Neuraminsdure iiber Salzbriicken mit positiv geladenen Aminosduren (Arg, Lys, His)
wechselwirken. Am Beispiel des CRD von Mannose bindendem Proteins (Schema 97) er-
kennt man, wie die einzelnen Wechselwirkungen bei der Erkennung von Mannose zusam-
menarbeiten. Das Protein gehort zu den C-Typ-Lectinen, die tiber die OH-Gruppen der Man-
nose zu einer spezifischen Anbindung fithren. Voraussetzung ist eine dquatoriale Anordnung
der Hydroxylgruppen an 3- und 4- Position, wodurch auch Glucose angebunden werden
kann. Die Anbindung von Galactose ist nicht moglich, da die OH-Funktion in 4-Position axi-
al-standig ist. Die Unterscheidung geschieht somit {iber die Alkoholfunktion in 4-Position. Im
CRD ist Ca*" koordiniert, das zu einer giinstigen Ausrichtung der Aminosauren fiihrt (Glu
185, Asn 187, Asn 205, Asp206, Glu 193). Dabei sind die Wasserstoftbriickenbindungen mit
den Hydroxyfunktionen des Zuckers polar und kooperativ, das heifit, negativ geladene Car-
boxylfunktionen (Glu 185, Glu 193) wirken als Protonen-Akzeptoren, und im Gegenzug wir-
ken die Asparaginfunktionen (Asn 187, Asn 205) als Protonen-Donoren. Gleichzeitig werden
die OH-Gruppen (Positionen 3 und 4) iiber Ca*" koordiniert. Uber diese multivalenten Wech-
selwirkungen zu den OH-Gruppen findet eine spezifische Anbindung der Mannose statt. Im
Asialoglycoprotein-Rezeptor hat man eine sehr dhnliche Faltung der Peptide im CRD, aber
mit entgegengesetzter Erkennung von Galactose. Beim Vergleich der CRDs erkennt man
einen kleinen aber entscheidenden Unterschied bei den kooperativen Bindungen der OH-
Gruppe in Position 4. Die Aminosduren von Glu 185 und Asn 187 im Mannose bindenden
Protein werden im Asialoglycoproteinrezeptor durch Gln 185 und Asp 187 ersetzt. Dadurch
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ergibt sich eine giinstige Anordnung zum Erkennen der axialen Alkoholfunktion in 4-Position
der Galactose. Um Mannose erkennen zu kdnnen, miisste die 4-OH-Gruppe in eine konfor-
mativ ungiinstige Position liberfiihrt werden. Ein weiterer Unterschied besteht im Austausch
von His 189 gegen Trp 189, was zu einer hydrophoben Wechselwirkung zwischen dem B-
Face der Galactose und dem Tryptophanring des CRDs fiihrt. Durch die Kombination der
polaren Wasserstoffbriickenbindungen und die unpolaren Wechselwirkungen der aromati-
schen Aminosduren kommt es ausschlielich zur Anbindung von Galactose.

Schema 97: CRD vom Mannose bindenden Protein / Asialoglycoprotein-Rezeptor®*”

Mannose bindenden Protein Asialoglycoprotein Rezeptor

Glu193
Glu198

——— Koordinative Bindung
— = = \Wasserstoffbriickenbindung

OO0 C ee@ 0 @0 N O ca®

Bei der Anbindung von Oligosacchariden reichen die einfachen Bindungstaschen nicht mehr
fiir eine spezifische Bindung aus. Als Beispiel sind die Selectine zu nennen, bei denen zur
primdren eine sekunddre Bindungsstelle hinzukommt, um Sialyl-Lewis"-Strukturen
zuerkennen (Schema 98).

Dabei wird dhnlich wie bei den vorherigen Beispielen in der primdren Bindungstasche
Fucose iiber die 3- und 4-OH-Gruppe gebunden und am anderen Ende des Oligosaccharids
Neuraminséure iiber eine Salzbriicke mit Arginin gebunden. Hydrophobe Wechselwirkungen
zwischen den B-Faces von Galactose und Fucose innerhalb des Oligosaccharids fiihren zu
einer Stabilisierung der Konformation. Somit fithren multivalente Wechselwirkungen an zwei
unterschiedlichen Bindungsstellen im CRD zur spezifischen Oligosacchariderkennung.
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[337]

Schema 98: Selectin-Rezeptor zur Erkennung von Sialyl-Lewis™ Strukturen

Secondary
subsite

7.1.3 Multivalente Wechselwirkungen

Die Anbindung von Monosacchariden an ein einziges Kohlenhydrat erkennendes Zentrum
(CRD) fiihrt nur zu schwachen Affinitdten mit Dissoziationskonstanten im millimolaren Be-
reich™®®, Um eine effektive Antigen-Rezeptor-Erkennung zu bekommen, bendtigt man mul-
tivalente Wechselwirkungen von Oligosacchariden mit mehreren CRDs, die zu deutlich er-
hohter Affinitit fiihren und als glycosidischer Cluster-Effekt bezeichnet werden®*”). Lectine
besitzen dazu mehrere CRDs, die unterschiedlich iiber ihre dul3ere Oberfliache verteilt sind. Je
nach zu erkennender Oligosaccharidstruktur konnen mehrere CRDs gleichzeitig an der mole-
kularen Erkennung beteiligt sein. Dazu miissen strukturelle Parameter wie Grof3e, Dichte und
Art der Liganden auf die molekulare Architektur des Lectins abgestimmt sein. Bei multiva-
lenten Wechselwirkungen von Ligand und Rezeptor konnen verschiedene Erkennungsme-
chanismen von Bedeutung sein®**"**!! (Schema 100):

iiber Chelat-Effekte der Liganden werden die off-Raten verringert
neben dem ersten Rezeptor existiert ein zweiter, der zu hoherer Affinitét fihrt
die sterische Zuginglichkeit des Rezeptors beeinflusst die Ligandanbindung

durch Annédherung der Liganden dndert sich die Ausrichtung der Rezeptoren

P R0 T

hohe Konzentrationen an Ligand begilinstigen die Riickbindung
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Schema 100: Multivalente-Wechselwirkung von Ligand und Rezeptor***!

Multivalent ligands
a. Chelate effect b. Subsite binding c. Steric stabilization

-0 4] ¢

d. Receptor clustering

(% e. Statistical effect
S
%

Ligand (Kehlenhydrat) (5 Rezeptor (CRD)

Ein gut untersuchtes Beispiel ist die Anlagerung des Influenzavirus iiber polyvalente Wech-
selwirkungen an bronchialen Epithelzellen®*P**3%] Dabei spielen entropisch verstirkte
Bindungen und sterische Stabilisierungseffekte eine Rolle. Bei der Infektion lagert sich im
ersten Schritt das Influenzavirus an die Oberfliche einer bronchialen Epithelzelle an (Sche-
ma 101). Die Anheftung wird {iber eine multivalente Wechselwirkung mit mehreren trimeren
Hamagglutinin-Rezeptoren (HA) auf dem Virus und von Sialinsduren (SA) auf der Epithel-
zelloberfliche vermittelt. Das Himagglutinin ist mit 2 — 4 Kopien pro 100 nm” auf der Virus-
oberflache verteilt, wobei die Sialinsdure mit 50 — 200 Kopien in Form von Glycoproteinen
auf der Zelloberfldche verteilt ist und somit geniigend Liganden zur Wechselwirkung bereit-
stehen. Das dadurch bedingte Anheften des Virus fiihrt zur Endocytose und damit zur Infek-
tion der Wirtszelle. Genaue Affinititsmessungen zwischen Influenzaviren und Erythrocyten
sind bisher noch nicht durchgefiihrt worden, doch ist geschétzt worden, dass die Bindungs-
konstante groBer als 10'° M ist. Monovalente Wechselwirkungen von einem SA-Molekiil
mit einem HA-Rezeptor liegen bei ca. 10° M. Somit handelt es sich um eindeutig polyvalen-
te Wechselwirkungen. Neben Hamagglutinin kommen auf der Virusoberfliche tetramere
Neuraminidasen vor, die endstidndige Sialinsiurereste abspalten, was verhindert, dass der
Virus durch Schleimabsonderungen, die reichlich Sialinsdure enthalten, eingeschlossen wird
und eine Infektion nicht stattfinden kann. Durch den Einsatz von Neuraminidase-Hemmern
wird die Vermehrung der Influenzaviren unterbrochen. Voraussetzung fiir eine erfolgreiche
Behandlung ist ein Einnahmebeginn des Arzneimittels in den ersten beiden Tagen nach Auf-
treten der ersten Grippesymptome. Zu den ersten Neuraminidase-Hemmern gehdren Zanami-
vir (Relenza®) und Oseltamivir (Tamiflu®).
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Schema 101: Infektion mit Influenzavirus durch Anheftung an Zelloberfliche *4¢347]

Anheftung des Influenzavirus

—~{ca 100 nm f=—

Influenzavirus

—

Hamagaglutinin (HA)

Wirus-Zell-
Meuraminidase Anlagerung
Matrixprotein
Lipiddoppelschicht
Polymerase

Nucleoproteine

RNA & SA  (sA Sialinsaure)
1 HA5  (HA: Hamagglutinin)

Endocytose: Infektion der Zelle

Somit ist freie Sialinséure in der Lage, die Zelladhision {iber kompetitive Inhibierung zu un-
terbrechen. Diese Verfahrensweise, mit monomeren Sialinsduren zu inhibieren, ist aber oft
schwierig, da auch unspezifische Anbindung stattfinden kann und schwer von spezifischen
Anbindungen zu unterscheiden ist. Dazu haben verschiedene Gruppen (Whitesides, Matroso-
vichP#H31 R oy - Gamian* Sabesan*>*!) eine breite Palette an Glycopolymeren
entwickelt, die eine Anlagerung an den Influenzaviren hemmen konnen. Dabei waren die
wirksamsten Inhibitoren aus linearen Polyacrylamiden mit mehreren Sialinsduren (SA) in
Form von a-C-Glycosiden als Seitenkette aufgebaut (Schema 102). Die Synthese erfolgte
dabei {iiber zwei verschiedene Wege. Bei Weg A.) wurde zuerst ein Poly(N-
acryloyloxysuccinimid) iiber radikalische Addition hergestellt’®**], das dann mit einem Sialin-
sdurederivat liber einen Aminlinker mit den aktivierten NHS-Seitenketten des Polymers um-
gesetzt wurde. Bei Weg B.) wurde aus zwei oder mehreren monomeren Acrylamiden iiber
direkte radikalische Copolymerisation das Glycopeptidpolymer hergestellt. Vorteil der Me-
thode A.) war eine gleichméBigere Verteilung der Sialinsdure im Polymer, und tiber die Mol-
verhéltnisse bei Zugabe des Sialinsdurederivats konnte der Substitutionsgrad im Polymer
beeinflusst werden.
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Schema 102: Glycopeptidpolymer mit Sialinsdure (NeuAc)als Seitenkette!*>"!

n AIBN o
~————— 0

|
THF, 60°C N o

i i
NHS NHS NHS

HO ~ oH
COOH
o S 1.) Et;N, DMF
\[TNH O ~"NH, 2.) NH3 UberschuR
I HO

n
N0 HN” S0 HN™ 0

B.)
HO OH
COOH /Ei AIBN
Ho® o Sy N | THF.60°C
\IT HO H
’ C

H,N" 0

HO OH
COOH
HO' S
HO
O

Mit diesem Glycopeptidpolymer™> wurden Steigerungen der Affinitit bis um das 10°-fache
erreicht, und dies ist eine der grofiten Affinititssteigerungen fiir ein synthetisches polyvalen-
tes System iiberhaupt. Die Fihigkeit, die Himagglutinin-Rezeptoren kompetitiv zu hemmen,
hingt direkt mit der Dissoziation des Liganden von der viralen Oberfliche ab. Beschrieben
werden die Verhéltnisse iiber das Gleichgewicht zwischen Dissoziation und Assoziation, wo-
bei die Bindungskonstante ein quantitatives MaB fiir die Lage des Gleichgewichts ist (Sche-
ma 103): a) Verwendet man Sialinsdure (SA)-Monomere zur Hemmung des trimeren Ha-
magglutinin, so ergeben sich Bindungskonstanten von 4 x 10> M™'; b) Bei Anbindung eines
Polyacrylamids mit mehreren SA-Seitenketten ergeben sich mit einem trimeren Himaggluti-
nin (HA3) nur Werte die kleiner 10° M sind; ¢) Bei Verwendung aller HA3-Rezeptoren der
viralen Oberfliche ergeben sich allerdings Konstanten von 10’ — 10* M'**). Trotz des hohe-
ren Polyvalenzgrades scheint das Polymer schwécher an HA3 zu Binden als das Monomer
SA. Diese niedrigere Affinitit des Polymers zu HAj3 konnte auf eine sterische Hinderung bei
der Wechselwirkung zwischen jeder SA-Gruppe und der Bindungstasche von HA3 zuriickzu-
fiihren sein. Die Bindung des polyvalenten SA an die polyvalente Oberfliche des Virus ist
jedoch wesentlich wirksamer (viele HAz-Rezeptoren).
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Schema 103: Hemmung der Anheftung des Influenzavirus?>"

Inhibierung der Anheftung

a) monavalente kompetitive Inhibierung

S Ky=4x102m-
o, a s %X R

#. Zelle 1% 9') + B S — E;'r)a
sA HA,

b} polyvalente kompetitive Inhibierung

Ky <4x102 M1
: {pro SA-Gruppa)
polyvalenter -

Inhibitor pA(NeuAc)

c) sterische Stabilisierung

Bei vielen weiteren RNA- und DNA-Viren verlduft der erste Schritt einer viralen Infektion
iiber den Kontakt mit membranstindigen Glycoproteinen®>®!. Das HIV-Virus kann an alter-
nierende Membranproteine binden und nutzt somit die grof3e Vielfalt an Liganden, die auf der
Membranoberfliche vorkommen. Die diskutierten Beispiele lassen sich auch auf Wechsel-
wirkungen von Zell-Bakterium, Zell-Zell, Zell-Molekiil und Molekiil-Molekiil anwenden. Da
polyvalente Wechselwirkungen bei diesen Prozessen von entscheidender Bedeutung sind,
bilden sie eine neue Strategie zur Entwicklung effektiver Inhibitoren und somit potenzieller
neuer Arzneimittel®>”. Aufgrund der vielen thermodynamischen Parameter (Entropie,
Enthalpie), die sich wihrend der Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung verdndern, ist es schwer,
eine optimale “Ligand-Architektur als potentiellen Inhibitor im Vorfeld auszuwéhlen™®”,
Deshalb wurden verschiedene “Ligand-Architekturen® entwickelt, wobei vor allem die An-
ordnung der Liganden verdndert wurde, um der unterschiedlichen rdumlichen Verteilung ein-
zelner Rezeptoren gerecht zu werden. Hierzu wurden die unterschiedlichsten Synthesekon-

zepte verwendet®°! (Schem 104).
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Schema 104: Verschiedene Glycopolymere zur multiplen Anbindung: (1) regulédres Glycopo-

lymere, (2) kammformiges Glycopolymer, (3) sphérisches Glycopolymer, (4) gepfropftes
361]

Glycodentrimer, (5) Glycopolymer mit dentrimerer Veristelung'

@' Glycosid

Bei der Synthese von Glycopolymeren werden wie beschrieben Monomerbausteine iiber ra-
dikalische Addition aufgebaut. Dabei handelt es sich um eine recht unspezifische Reaktions-
fiihrung, mit der kein kontrollierter Einbau unterschiedlicher Monomerbausteine moglich ist
und somit maBBgeschneiderte Glycopolymere fiir einen speziellen Rezeptor nicht hergestellt
werden konnen. Das Gleiche gilt auch fiir den Aufbau bisheriger Dentrimerstruktu-
renPOABGIBOAIB6LIB66LB67LI08] ot denen sich die Glycoside nicht in groBerer Zahl variieren
lassen. Diese Strukturen eignen sich deshalb hauptsidchlich, um polyvalente Wechselwirkun-
gen aufzubauen. Deshalb bildet das bei der S-Glycopeptidsynthese verwendete Synthesekon-
zept ein optimales Werkzeug zum Modellieren neuer Glycosidstrukturen (Schema 105). Der
grofle Vorteil dabei liegt in der Moglichkeit, kleine S-Glycopeptide optimal mit guten Affini-
titen fiir einen bestimmten Rezeptor zu modellieren (Zucker, Linker, Riickgrataminosaure).
Es ist davon auszugehen, dass bei Verwendung dieses Synthesekonzepts, in Kombination mit
Polymer- und Dentrimer- Architekturen, neue polyvalente Inhibitoren erzeugt werden kon-
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nen, die spezifisch als kompetitive Hemmstoffe eingesetzt werden konnten. Somit konnte
sich ein interessantes Anwendungsgebiet fiir die enzymatisch stabilen S-Glycopeptide bei in
vitro- und in vivo-Awendungen ergeben®®”). Dazu kénnte man die S-Glycopeptide auf Quan-
tum Dots oder Magnetic Beads aufbringen®’”.. Uber ein vorgeschaltetes Lectin-Screening
nach der kombinatorischen Synthese konnten die geeigneten Kandidaten fiir ein polyvalentes
Mimetikum ausgewdihlt werden. Daraus wiirde sich eine breite Anwendungsmoglichkeit fiir
die kombinatorisch synthetisierten S-Glycopeptide fiir zukiinftige Entwicklungen ergeben.

Schema 105: Variationensmdglichkeiten am S-Glycopeptid tiber die Bausteine

S-Glycopeptid — Vvielfaltige Variation der Struktur —l

AcHN N kombinatorische
>_ 3 ‘OH Synthese
HOfz,+ | D l

NH, Bausteine

% L — ZzOH > ' far
weitere O polyvalente
Verwendung Architekturen

Lys —NH, l
o

NH, _/ neue
Polymere, Dentrimere
Z: Zucker; L: Linker; D: trifunktionelle -Aminosaure als

polyvalente Inhibitoren
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7.2 Auswahl der Lectine

Um zu zeigen, dass die hergestellten S-Glycopeptid-Bibliotheken an Kohlenhydrat-
Rezeptoren binden konnen, soll iiber ein optisches Screening mit kduflichen Lectinen die
Anbindung  unterschiedlicher  S-Glycopeptide untersucht werden. Dazu wurde
folgendermallen vorgegangen:

e Auswahl geeigneter Lectine
e Sichtbarmachen der Lectine iiber eine spezifische Farbemethode

e Entwicklung eines Lectin-Screening-Tests

In der Molekularbiologie werden Lectine schon lange zur Unterscheidung von
Zuckerstrukturen auf Zelloberflichen verwendet. Dabei werden vor allem gut isolierbare
pflanzliche Lectine verwendet, die meist aus Samen oder Wurzeln der Pflanze mittels
Affinitdtschromatographie iiber immobilisierte Zucker gewonnen werden. Entscheidend fiir
ihre spezifische Anbindung sind der Aufbau des kohlenhydraterkennenden Zentrums (CRD)
und deren dreidimensionale Verteilung auf der Proteinoberfldche. Dabei ist das CRD fiir die
spezifische Anbindung der Glycoside und die multiple Verteilung fiir die polyvalenten
Wechselwirkungen verantwortlich. Pflanzliche Lectine besitzen einen sehr heterogenen
Aufbau und werden oft nach ihrer Zuckerspezifitit eingeteilt. Man kann auch eine
taxonomische Einteilung vornehmen, die aber keine strukturellen Gesichtspunkte
berticksichtigt. So spricht man von Legume-Lectinen (aus den Leguminosen), Chitin-binding
Lectinen, Monocot mannose-binding Lectinen, Cucurbitaceae pholem Lectinen, Amaranthin
Lectinen. Dabei wurden die Lectine oft mit dem lateinischen Namen der Pflanze aus der sie
isoliert werden bezeichnet. Generelle Regel flir deren Bezeichnung gibt es nicht und die
Abkiirzung des Trivialnamens wird oft verwendet.

Die Pflanzenlectine wurden nach ihrer Zuckerspezifitdt ausgesucht, wobei zwischen Lectinen
zu unterscheiden ist, die Monosaccharide oder Oligosaccharide erkennen’" (Tabelle 28).
Legume-Lectine sind eine grofle Familie von homologen Proteinen, die aus den Pflanzen mit
dem taxonomischen Namen Leguminosen stammen. Legume-Lectine unterscheiden sich
stark in ihrem stukturellen Aufbau. Die grofte Zahl der Gruppe besitzt eine Spezifitit zu
Mannose und Glucose wie Con A oder LCA. Alle Legume-Lectine besitzen in ihren CRDs
divalente Kationen (Mn*", Ca®"), die zur Kohlenhydraterkennung notwendig sind. Bei den
chitin-bindenden Lectinen handelt es sich um eine Gruppe die aus Hevein-Einheiten aufge-
baut und in der Lage ist sich an Chitin mit hoher Affinitit zu binden. Das Hevein besteht aus
43 Aminosduren und ist reich an Cystein und Glycin. Die Monocot-Lectin-Familie gehort
einer relativ neuen Gruppe von Proteinen an. Das erste Lectin das entdeckt wurde, war Ga-
lenthus nivalis (1987). Seitdem wurden weitere strukturell verwandte Lectine gefunden, die
eine ausgesprochene Affinitdt zu Mannose haben und deshalb als Monocot Mannose-

bindende Lectine bezeichnet werden!*”?!.
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Tabelle 28: Ausgewihlte Lectine zur Untersuchung der S-Glycopeptide

Lectin Gruppe Spezifitit Aufbau Vorkommen
Arachis hypogaea Gal terminal Homotetramer
(PNA)P7! Legume | a181.3GalNAC) (110kD) Erdnuf
Canavalia Homotetramer
ensiformis Legume Man > Glc (104 kD) p H - Riesenbohne
(Con A)[374] 5.6 Homodimer
(52kD)pH <5.6
]eillllr%n};?l?: Keine Gala1,3Gal Glycoprotein Soindelbaum
(EE g)m Gruppe | Oligosaccharide (166 kD) p
Galanthus nivalis Monocot Mana1,3Man Homotetramer Schnee-
(GNA)P’ Oligosaccharide (50 kD) glockchen
Lens culinaris Aus a- und B- .
(Lentil, LC A)[377] Legume Man > Glc Peptidketten Linse
’ (5.7u.17.5 kD)
Phaseolus Galp1,4GlcNAcpl, Aus Isolectinen
vulgaris E (PHA- | Legume 2Man (118 kD) Kidney Bohne
E)078 Oligosaccharide
Psophocarpus Dimeres
tetragonolobus Legume GalNAc > Gal Glycoprotein Fliigelbohne
(WBA-)P"! (58 kD)
Triticum vulgaris Chitin . . . .
(WG A)[38()] bindend GlcNAc Oligomere | Dimeres Protein Weizenkorn

Die in der Tabelle aufgefiihrten Lectine sind alle kduflich und gut untersucht. Sie sollen
deshalb zum Screening der S-Glycopeptide verwendet werden um zu zeigen, dass diese in der
Lage sind, mit den CRDs in Wechselwirkung zu treten. Besonders interessant sind dabei die
Lectine, die nur mit Oligomeren wechselwirken (EEA, GNA, PHA-E, WGA).
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7.3 Auswahl der Farbemethode

Um die Anbindung der Lectine an die S-Glycopeptide auf der Zellulosemembran sichtbar zu
machen, benétigt man eine geeignete Detektion. Dazu konnen radioaktiv ('*’I, *°S), kolloida-
les Gold oder mit Enzymen markierte Lectine verwendet werden. Bei Western-Blots (Immu-
noblot) werden hdufig mit einem Enzym markierte (gelabelte) Lectine verwendet, um vor-
handene Glycopeptide auf der Nitrocellulosemembran sichtbar zu machen®"). Das Enzym
am Lectin katalysiert dabei eine Farbreaktion mit einem Substrat, wobei die Anbindung des
Lectins auf der Nitrocellulose sichtbar gemacht wird. Dabei sollte das Enzym folgende Ei-
genschaften besitzen!*®:

e hohe Spezifitit fiir gut nachweisbare Substrate

e Lectin-Enzym-Konjugat sollte keinen Aktivititsverlust beim Lagern aufweisen
e der gebildete Farbstoff sollte gut auf der Zellulosemembran haften (unldslich)
e der Férbetest sollte empfindlich und gut reproduzierbar durchzufiihren sein

e der Hintergrund sollte sich wahrend der Farbreaktion nicht anfarben

In der Immunologie haben sich die beiden Enzyme Alkalische Phosphatase (AP) und die
Meerrettichperoxidase (POD) zur Markierung von Antikdrpern durchgesetzt, die bei Wes-
tern-Blots und bei ELISA-Tests Verwendung finden**’!. Die Peroxidase aus Meerrettich wird
meist als eine Mischung aus Isoenzymen verwendet, in der die Peroxidase C dominiert. Die-
ses Enzym besitzt eine relativ geringe Molekiilmasse von ca. 44 kDa. Aufgrund des hohen
Kohlenhydratanteils des Enzyms von iiber 20 % und der geringen Grof3e hat sich zur Kopp-
lung mit einem Antikdrper die Periodat-Methode als sehr effektiv erwiesen. Dabei werden
die Kohlenhydratreste der Peroxidase mit Periodat zum Aldehyd oxidiert, wobei die Kohlen-
hydratreste in leicht alkalischem Milieu (pH 9,5) mit den zu markierenden Proteinen (Anti-
korper, Lectin) zu Schiff’schen Basen reagieren. AnschlieBend werden die labilen
Schiff’schen Basen mit NaBHy zu stabilen sekundiren Aminen reduziert*%¥ (reduktive Ami-
nierung). Viele mit POD markierte Lectine sind bereits kduflich zu erwerben (Sigma-Aldrich,
EY Laboratories), so dass man sich das Labeln sparen kann. Wichtig bei der Verwendung
von POD ist, dass keine Azide zur Haltbarmachung des Lectin-POD-Konjugats wie {iblich
zugesetzt werden, da Azide die POD-Aktivitdt hemmen. Alternativ kann Thymol als antibak-
terielles Agens zugegeben werden. Die aus Kélberdarm gewonnene Alkalische Phosphatase
ist ein homodimeres Enzym mit einer Molmasse von ca. 140 kDa. Es wird hiufig mit Avedin
(68 kDa) gekoppelt, indem Glutardialdehyd im Einschrittverfahren zu Avedin und AP in
leicht saurem Milieu (pH 6.8) zugegeben wird und iiber die freien Amingruppen (Lys) die
beiden Proteine miteinander kovalent verkniipft werden™*"). AnschlieBend wird das Avedin-
AP-Konjugat sdulenchromatographisch getrennt und kann bei 4°C in Tris/HCI-Puffer gela-
gert werden. Das nachzuweisende Protein (Antikorper, Lectin) ldsst sich aus sterischen und
chemischen Griinden oft nur unter groBem Aufwand direkt mit AP direkt markieren. Eine
Markierung mit Biotin®* dagegen ist oft problemlos méglich, und viele Lectine sind mit
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Biotin gelabelt kduflich (Sigma-Aldrich). Avedin und Biotin bilden zusammen einen sehr
starken Avedin-Biotin-Komplex (Kq = 10") der sehr bestindig ist (pH, Temperatur, Denatu-
rierungsbedingungen) und zum indirekten Markieren des Lectins verwendet werden
kann*7HE8H3] Eiir die beiden Enzyme stehen eine Reihe von Substraten zur Verfiigung,
die mit dem Enzym zur Bildung eines wasserunloslichen Farbstoffs fiihren, die das Lectin
sichtbar machen (Tabelle 29).

Tabelle 29: Substrate fiir Farbreaktion mit Peroxidase und alkalische Phosphatase

Enzym Substrat Farbe
TMBE? [391] (3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin) / HO, dunkelblau
DABB%% (3,3’-Diaminobenzidin) / H,O, braun
Meerrettich-
Peroxidase AECB% (3-Amino-9-Ethylcarbazol) / H,O, rot
(POD)
CNDB4LE93] (4-Chlor-1-Naphthol) / H,O, grau-blau
Luminol / H,O, Chemilumineszenz
BCIP / NBT?*®! (Bromchlorindolylphosphat / Nitro- blau- .
tetrazoliumblau) t-purpd
Pl?llkallilsihe Naphtol AS-MX-Phosphat / fast red rot
osphatase
(AP) Naphtol AS-MX-Phosphat / fast blue blau

Neu-Fuchsin rot
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Das Prinzip der Farbereaktion ist in Schema 106 verdeutlicht. Bei der direkten Farbreaktion
mit POD markiertem Lectin wird die Membran mit dem Glycopeptid in einer Lectin-POD-
Losung geschwenkt (A). Nach der Inkubation werden nicht angebundene Lectine von der
Membran ausgewaschen (B). Danach wird das Substrat zugegeben und die angebundenen
Lectine iiber den Niederschlag eines unldslichen Farbstoffs auf der Membran iiber die POD- /
Substrat-Reaktion sichtbar gemacht (C). Bei der indirekten Methode {iber biotinyliertes Lec-
tin wird nach der Anbindung des Lectins (B) mit Avedin-AP inkubiert (C) und erst anschlie-
Bend die Farbreaktion (D) durchgefiihrt. Somit ist bei der indirekten Methode eine Folgein-
kubation zur Markierung des Lectins notwendig.

Schema 106: Sichtbarmachen der angebundenen Lectine iiber Enzym-Farbreaktion
Direkte Farbreaktion mit Lectin-POD:

A B C Substrat
—‘ )* POD (

Farbe
Glycopeptid Lectin-POD  POD-Farbreaktion

Indirekte Farbreaktion mit Lectin-Biotin und Avidin-AP:

A—Q CDI—. D(

Glycopeptid Lectin-Biotin Avidin-AP Komplex AP-Farbreaktion

\. J

Substrat

Farbe

POD: Peroxidase  AP: Alkalische Phosphatase

Beide Verfahren sollen mit unterschiedlichen Substraten auf ihre Anwendbarkeit fiir ein
Lectin-Screening der S-Glycopeptide iiberpriift werden. Dazu wurde als erstes die indirekte
Methode tiiber biotinylierte Lectine mit Avedin-AP untersucht. Als Farbstoff wurde
BCIP/NBT verwendet, der am gebrauchlisten und sensitivsten fiir AP-Reaktionen ist und
einen blau-purpurnen Farbstoff ergibt (Schema 107). Die Signalstirke kann durch die Linge
der Inkubationszeit beeinflusst werden und verhdlt sich zu Beginn proportional zur
Reaktionszeit. Im Allgemeinen erreicht man mit dieser Methode deutliche Verfarbungen bei
einer geringen Hintergrundverfirbung. Dabei dient BCIP als AP-Substrat, welches nach
seiner Dephosphorylierung oxidativ in einen blauen Indigofarbstoff {iberfithrt wird. Als
Oxidationsmittel dient NBT, welches bei dieser Reaktion ebenfalls zu einem blauen Farbstoff
abreagiert. NBT wirkt somit farbverstiarkend und erhoht die Sensitivitét.
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Schema 107: Farbreaktion von BICP / NBT mit Alkalischer Phosphatase
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Um die Farbemethode auf ihre Anwendbarkeit zu iiberpriifen, wurden mit 4 S-Glycopeptid-
Bausteinen (A, R, N, D) drei gleiche 256-Bibliotheken mit tetrameren S-Glycopeptiden
aufgebaut und die Zucker der Glycopeptide fiir das Lectin-Screening deacetyliert (Schema
108).

Schema 108: S-Glycopeptid-Bausteine (A, R, N, D) fiir die 256-Bibliotheken
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AcO _-OAc OPf
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Als Lectine wurden Psophocarpus tetragonolobus (WBA-I) und Lens culinaris (Lentil), die
biotinyliert waren, verwendet. Bei dem Férbetest wurde wie folgt vorgegangen:

zwei Zellulosemembranen wurden 2 h mit WBA-I und Lentil inkubiert

nach dem Waschen wurden die zwei Membranen 1 h mit Avedin-AP inkubiert
zusitzlich wurden die 3 Membranen als Blindprobe 1 h mit Avedin-AP inkubiert
nach dem Waschen wurde die Farbreaktion mit BCIP/NBT durchgefiihrt

b=



7 Screening der S-Glycopeptid-Bibliotheken 126

Das Ergebnis des Firbetests ist in Abbildung 10 wiedergegeben. Dabei befindet sich die
Membran, die nur mit Avedin-AP inkubiert wurde in der Mitte, links die mit WBA-I und
rechts die mit Lentil zusétzlich inkubierte Membran. Beim Vergleich der WBA-I und Lentil
Membran mit der Avedin-AP Membran erkennt man, dass Avedin-AP selbst zu einem
Anférben der Spots gefiihrt hat. Das lésst sich nur dadurch erklédren, dass Avedin selber an
die S-Glycopeptide bindet und im zweiten Inkubationsschritt die angebundenen Lectine von
den S-Glycopeptiden verdrangt. Dadurch wurde ein falsches Ergebnis erzielt, und es konnte
nicht zwischen der Anbindung von Lectin und Avedin unterschieden werden, so dass bei
allen Membranen eine dhnliche Anférbung auftrat, obwohl WBA-I nur Galactose und Lentil
nur Mannose, Glucose erkennen sollte. Des Weiteren wird Avedin in der Literatur eine
Affinitdt zu Mannose zugeschrieben. Aufgrund des stdrenden Einflusses von Avedin ist die
Methode fiir ein Lectin-Screening der S-Glycopeptide ungeeignet, da keine Unterscheidung
zwischen Affinitédt des Lectins und des Avedins getroffen werden kann.

Abbildung 10: Farbtest mit AP-BCIP/NBT und biotinylierten Lectinen WBA-I, Lentil

Lectin Blindprobe Lectin 256: DDDD
WBA-I (Gal) Avedin-AP (Man) Lentil (Man, Glc) /
4

1: AAAA
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Zur Untersuchung der anderen Farbemethode tiber direkt mit POD markierten Lectinen, wur-
den zuerst unterschiedliche Substrate (AEC, TMB, CN, DAB, DAB + CN) fiir die Farbreak-
tion getestet. Dazu wurde S-Glycopeptid-Baustein A mehrmals (25 mal) auf eine Zellulose-
membran aufgespottet, die Zucker deacetyliert und in einzelne Papierschnipsel aufgeteilt. Um
zu tberpriifen wie empfindlich die einzelnen Farbreaktionen sind, wurde eine Lectin-
Stammlosung (14.7 pg/mL) aus ConA-POD verdiinnt (2.94, 1.47, 0.59, 0.29 ug/mL), und als
Inkubationsreagenz verwendet. Bei dem Farbetest wurde wie folgt vorgegangen:

5 Papierschnipsel wurden mit je 5 Konzentrationen an ConA-POD inkubiert
nach 30 min wurden die 25 Papierschnipsel kurz gewaschen

die 25 Papierschnipsel wurden auf je 5 Gefal3e verteilt

b=

jedes GefdB3 enthielt 5 Papierschnipsel mit den 5 unterschiedlich inkubierten ConA-
POD Konzentrationen

9]

in jedes Gefal wurde gleichzeitig ein anderes Farbereagenz zugegeben

Das Ergebnis des Férbetests ist in Abbildung 11 zu erkennen. Dabei zeigte sich, dass mit
DAB und DAB + CNP™7 ein starker Hintergrund zu erkennen war. Die Spots sind deshalb
schlecht zu erkennen und zum Detektieren der Lectin-POD auf der Zellulosemembran unge-
eignet. Die Verwendung von CN zeigt bei der hochsten Lectin-POD-Konzentration (14.7
pg/mL) einen deutlichen grau-blauen SPOT mit geringem Hintergrund. Bei der nichst klei-
neren Konzentrationsstufe (2.94 pug/mL) ist der SPOT nur noch schwach zu erkennen. TMB
dagegen besitzt die hochste Empfindlichkeit und selbst bei der geringsten Konzentration
(0.29 pg/mL) ist ein schwacher SPOT zu erkennen. Leider entspricht die Farbintensitét nicht
der verwendeten Lectin-POD-Konzentration. Bei niedrigerer Konzentration (1.47 pg/mL)
kann es zu einer stirkeren Verfirbung kommen und somit zu nicht reproduzierbaren Ergeb-
nissen fithren. Das zeigt sich auch durch eine starke Verfarbung des Hintergrunds. Die besten
Ergebnisse von allen Farbereagenzien lieferte AEC. Dabei ist nur ein schwacher Hintergrund
sichtbar und die Spots mit Lectin-POD sind als roter Farbflecken gut zu erkennen. Auch die
Reproduzierbarkeit der Farbereaktion war gut, da bei geringerer Konzentration an Lectin eine
deutliche, immer gleich starke Abnahme der Verfiarbung zu erkennen war. Bei einer Konzent-
ration von 0.59 pg/mL ist noch ein schwacher SPOT zu erkennen, bei einer Konzentration >
2.94 ng/mL ergibt sich ein optimales Verhéltnis, um die mit POD markierten Lectine sichtbar
zu machen. Somit ist die Empfindlichkeit der Féarbereaktion fiir das Lectin-Screening vollig
ausreichend.
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Abbildung 11: Farbtest mit ConA-POD und verschiedenen Substraten
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Bei der Farbreaktion von 3-Amino-9-ethylcarbazol (AEC) katalysiert die Peroxidase die
Oxidation von AEC, wobei Wasserstoffperoxid zu Wasser reduziert wird. Dabei entsteht aus
AEC ein Radikalkation das zu einem rot gefarbten Polymer (Wusters Red) abreagiert und auf
der Membran, wo sich das gebundene Lectin befindet, ausfallt.

Schema 108: Farbreaktion von AEC mit Peroxidase
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Um die Farbemethode mit AEC auf ihre Anwendbarkeit bei den S-Glycopeptid-Bibliotheken
zu Uberpriifen, wurden zwei Membranen mit den gleichen 256-Bibliotheken wie bei dem
Farbtest mit Avedin-AP und BCIP/NBT erzeugt und die Zucker der S-Glycopeptide fiir das
Lectin-Screening deacetyliert. Anschlieend wurden die beiden Membranen mit ConA-POD
und PNA-POD inkubiert (30 min) und nach dem Waschen AEC/H,0, als Substrat zugege-
ben. Das Ergebnis des Farbtests ist in Abbildung 12 zu sehen. Man erkennt, dass die beiden
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Membranen eine entgegengesetzte Verfarbung aufweisen. Das muss auch so sein, da ConA
Mannose erkennt und im unteren Bereich der Membran eine mannosereiche Region an S-
Glycopeptiden vorhanden ist. PNA dagegen erkennt B-Galactose, und eine stirkere Verfar-
bung tritt im oberen Bereich der Membran auf, wo sich B-galactosereiche S-Glycopeptide
befinden. Da von ConA und PNA schon monomere Zucker erkannt werden, sind auf beiden
Membranen viele tetramere S-Glycopeptide sichtbar geworden. Somit entspricht der Firbe-
test dem vorhergesagten Ergebnis der Lectinerkennung, und die Verwendung von Peroxida-
semarkierten Lectinen mit AEC/H,O; als Substrat ergibt ein gut reproduzierbares Ergebnis
des Lectin-Screenings. Deshalb soll bei den folgenden Versuchen der Férbetest fiir das weite-
re Lectin-Screening verwendet werden.

Abbildung 12: Farbtest mit AEC und den POD-markierten Lectinen ConA und PNA
ConA (Man > Glc) PNA (B-Gal)

Gal
reiche
Region

Man
reiche
Region
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7.4 Durchfithrung des Lectin-Screenings

Fiir ein Lectin-Screening miissen die Membranen vorbereitet werden. Vor der Inkubation mit
den Lectinen miissen die deacetylierten S-Glycopeptide zuerst hydratisiert werden. Dazu
werden die Membranen mit TBS-Puffer (pH 7.5, 30 min) geschwenkt. AnschlieBend werden
die Membranen normalerweise mit Blockierungslosung (0.5% Casein oder 3% BSA oder 2%
Milchpulver in TBS) gewachen (1-2 h), um unspezifische Bindungsstellen auf der
Membranoberfliche abzusittigen. Bei den Vorversuchen hat sich jedoch gezeigt, dass eine
Blockierung der Zellulosemembran nicht notwendig und das Waschen mit TBS/Tween
(0.25%) vollig ausreichend war. Danach werden folgende Schritte durchgefiihrt:

A.) Das peroxidasegelabelte Lectin wird in TBS-Puffer (pH = 7.5) gelost (5 nmol auf 100 mL
— 2 bis 5 pg/mL). Je nach Aktivitit der Peroxidase muss nach der Farbreaktion die
Konzentration der Lectin-Losung angepasst werden. Gegebenenfalls miissen der Lectin-
Losung noch divalente Kationen (CaCl,, MnCl,) fiir deren Aktivitdt zugegeben werden. Den
hergestellten Losungen wird kein NaNs; zugegeben um die Bildung von Bakterien zu
verhindern, was zu einer kompetitiven Hemmung der Peroxidase fithren wiirde. Die
Losungen konnen 2 Monate ohne Bedenken im Kiihlschrank aufbewahrt werden. Danach
wird die Membran mit dem Lectin inkubiert. Dabei hat sich gezeigt, dass je nach Glycopeptid
und Lectin zwischen 30 min bis 1 h Inkubationszeiten ausreichend sind.

B.) Waschen der Membran mit TBS (1 x 30s, 2 x 5 min) und TBS/Tween (1 x 5 min) um
nicht angebundene Lectine von der Membranoberfldche zu beseitigen. Dabei sollten ldngere
Spiilzeiten vermieden werden.

C.) Danach wird die Membran mit H,O,/AEC/Acetatpuffer-Féarbelosung geschwenkt bis die
notige Farbintensitét erreicht wird (5-15 min), danach wird durch mehrmaliges kurzes
Waschen mit H,O die Farbreaktion abgebrochen. Findet keine Verfarbung statt, sollte die
Lectin-Losung unter A. stirker konzentriert werden. Ist die Verfarbung zu stark, muss die
Lectin-Ldsung unter A. verdiinnt werden. Eine Anderung der Inkubationszeiten hat dabei
einen deutlich geringeren Einfluss und sollte erst verdndert werden, wenn das Anpassen der
Lectin-Losung (Konzentration) keinen Einfluss hat. Nach der Farbereaktion ist das Ergebnis
gleich zu dokumentieren, da die Farbe der einzelnen Spots im Laufe der Zeit verblasst. Dazu
kann das Papier auf einen Scanner gelegt oder mit einer Digitalkamera abfotographiert
werden.

AnschlieBend kann den abgefarbten Spots, bei denen die Lectine angebunden haben, iiber die
SPOT-Positionen die aktiven S-Glycopeptide zugeordnet werden. Dadurch ist es moglich, in
kurzer Zeit eine grofle Zahl (Array) an S-Glycopeptiden (256 und groBer) gleichzeitig auf
thre Aktivitit mit verschiedenen Lectinen zu testen. Somit kann das Verfahren sehr gut zur
Untersuchung grofler kombinatorischer Bibliotheken verwendet werden, um optimale Koh-
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lenhydrat-Bindungspartner zu finden. AuBler der Verwendung von markierten Lectinen kénn-
ten markierte Antikorper, Zellen, Bakterien oder Viren eingesetzt werden, wodurch sich eine
breite Anwendung fiir das Screening von S-Glycopeptid-Bibliotheken ergibt.

Schema 109: Durchfiihrung des Lectin-Screenings
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7.5 Ergebnisse des Lectin-Screenings

Um zu zeigen, dass die synthetisierten S-Glycopeptide in der Lage sind, Oligosaccharide zu
imitieren, wurden POD-markierte Lectine verwendet, die keine Monosaccharide erkennen
kénnen. Dazu wurde als erstes das Monoct-Lectin Galentus nivalis®®®! (GNA) ausgewdhlt,
welches bevorzugt terminale Mana(1,3)Man Disaccharideinheiten erkennt:

Man al ~ 6

Man 1

3

Galanthus nivalis (GNA) ~

Man al

GNA ist ein Tetramer (50 kDa), das aus 4 Subeinheiten (12.5 kDa) aufgebaut ist und Kanin-
chenerythrozyten agglutiniert, aber nicht menschliche Erythrozyten. Die Aminosduresequenz
des Lectins wurde vollstindig entschliisselt und eine Kristallstruktur wurde bereits aufge-
nomment>*? MO - Ayforund der hohen Spezifitit fiir terminale Mannoseeinheiten wurde
mit GNA ein ELISA-Test entwickelt, mit dem HIV- und SIV-Glycoproteine quantifiziert
werden kénnen**?"*®] Um die ausgeprigte Erkennung von Mannoseeinheiten zu untersu-
chen, wurde eine 256er S-Glycopeptid-Bibliothek mit Mannose-Bausteinen aufgebaut, die
sich durch ihren Spacer zwischen Mannose und Riickgrat unterschieden (Schema 110).

Schema 110: Aufbau der 256er S-Glycopeptid-Bibliothek fiir GNA-Screening

OAc Os_OPf] A
OAc P 8Ag
AcO 0 N. AcO OPfp
AcO N7 N stoosg  ACO J\j/
104 S\)Z/ NHFmoc R
NHFmoc
OAc
# o
AcO .
AcO o OxOFfP T [ Aﬁ?Oéjﬁ OPfp
96 S " /\/\/\
NHFmoc NHFmoc

Zusétzlich zu der S-Glycopeptid-Bibliothek mit den tetrameren S-Glycopeptiden wurden im
oberen Bereich der Membran Kontrollen aus Monomer, Dimer, Trimer und Tetramer
aufgetragen um zu untersuchen, ob kleinere S-Glycopeptide erkannt werden. Dazu wurden
die Mannose-S-Glycopeptid-Bausteine (R, r, I, i) der kombinatorischen Bibliothek und
zusitzlich der Lactose- und Cellobiose-S-Glycopeptid-Baustein mit n-Pentyllinker und das [3-
Asparaginsdureriickgrat aufgespottet. Das Ergebnis des Screenings ist in Abbildung 13
wiedergegeben.
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Abbildung 13: Screening der S-Glycopeptid-Bibliothek (R, r, I, 1) mit GNA
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Anhand der unterschiedlich starken Verfirbung der Spots kann man erkennen, dass die
tetrameren Mannose-S-Glycopeptide unterschiedlich starke Affinitdten zu GNA besitzen. Die
dunkleren Flecken enthalten mehr GNA, die sich aufgrund der stirkeren Affinitit zu den S-
Glycopeptiden beim Waschen der Membran nicht abgelost haben. Der Membranhintergrund
ist sehr gering eingeférbt, da die Zellulose von GNA aufgrund der ausgepriagten Mannose-
Spezifitit nicht erkannt wird. Gleiches gilt bei den Kontrollen mit Lactose und Cellobiose.
Auch das -Aspartatriickgrat tragt nicht wesentlich zur Erkennung bei. Dafiir spielen die
Spacer eine wichtige Rolle fiir die Erkennung der Zucker. Wie bei den Kontrollen zu erken-
nen ist, filhren aromatische Spacer zu einer deutlichen Verstirkung des Signals, der n-
Pentyllinker von Baustein 1 fithrt zu schwécherer Anfarbung. Um den Sachverhalt genauer zu
untersuchen, wurden Homomere des Mannose-S-Glycopeptid-Bausteins (R) mit einem 1,2,3-
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Triazolspacer aufgetiipfelt und einem erneuten Screening mit GNA unterworfen (Abbildung
14). Bei Vergleich der einzelnen Spots in Abbildung 14 ist eine deutliche Zunahme der Ver-
farbung von Trimer zu Tetramer zu erkennen, wobei von Tetramer zu Pentamer die stirkste
Farbvertiefung auftritt. Bei Monomer ist keine Verfirbung und bei Dimer und Trimer nur
eine schwache Verfirbung zu erkennen. Inwieweit der heterozyklische Spacer zur Zuckerer-
kennung beitrdgt, kann nicht abgeschitzt werden. Es ist denkbar, dass der Aromat selber im
kohlenhydrat-erkennnenden Zentrum zu einer Verstirkung der Wechselwirkung fiihrt oder
das pentamere S-Glycopeptid in eine giinstigere Konformation zwingt, die von GNA besser
erkannt wird.

Abbildung 14: GNA-Erkennung von homomeren Mannose-S-Glycopeptiden (Rs)

Monomer Dimer Trimer Tetramer Pentamer (R5)
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Die Ergebnisse des Lectin-Screenings mit GNA lassen sich wie folgt zusammenfassen:

e GNA erkennt S-Glycopeptide mit unterschiedlicher Spezifitit
e aromatische Spacer fiihren zu einer Signalverstarkung

e Pentamere Mannose-S-Glycopeptide mit Triazol-Spacer besitzen eine deutlich héher
Affinitidt zu GNA als die terameren

e Das (3-Aspartatriickgrat wird nicht von GNA erkannt

e Das Screening ist gut fiir die Suche neuer GNA-Inhibitoren geeignet

Als nichstes wurden Versuche mit dem Legume-Lectin Phaseolus vulgaris'*®? (PHA-E)
durchgefiihrt. PHA-E ist aus terameren Einheiten aufgebaut und besitzt eine Molekiilmasse
von 118 kDa!*®!. Daneben gibt es 4 weitere Isolectine!**®! L4, LsE, LyE,, LE; die alle aus der
Kidney-Bohne iiber Affinititschromatographie mit Oligosacchariden isoliert wurden!*”.
PHA-L erkennt dabei die doppelte Verzweigung in der Mannose Core Struktur und wird als
hochselektiver Tumor-Marker in der Krebsdiagnose verwendet!***-4 MO pHA B or-
kennt dagegen nur die einfache Seitenverzweigung und besitzt eine hohe Affinitit zu
Galp(1,4)GalNAcB(1,2)Man*'?. Versuche mit Monosacchariden haben gezeigt, dass es nicht
moglich ist, mit einfachen Zuckern PHA-E zu inhibieren und als kleinste inhibierende Einheit
das Disaccharid GaINAcf(1,2)Man'*"?! darstellt. Mit PHA-L und PHA-E kann man so bi-
von monoverzweigten N-Glycanen unterscheiden'*'¥. Die PHA-Lectine in der Pflanze dienen
dabei als Abwehrgift. Der Verzehr von ungekochten roten Kidney-Bohnen fiihrt zu Brech-
reiz, damit schiitzt sich die Pflanze gegen den Verzehr durch Tiere.
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Phaseolus vulgaris

(PHA-E) — Gal B1 — 4 GalNAc 1 — 2 Man al ~

GalNAc 1 _, 4 Man B1
x 3
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Um zu untersuchen, ob PHA-E tetramere S-Glycopeptide erkennen kann, wurde eine neue
256er S-Glycopeptid-Bibliothek aufgebaut (Schema 111). Dazu wurden S-Glycopeptid-
Bausteine (V, v, S, s) mit den Monosacchariden Mannose (2 mal), Galactose, Glucose
verwendet, ohne den Spacer (Seitenkettenaromat) zu variieren, um eine spatere Auswertung
der Ergebnisse zu vereinfachen. Wie bei dem Screening mit GNA sind die Kontrollen wieder
im oberen Bereich der Membran aufgetragen. Die Ergebnisse des Screenings sind in
Abbildung 15 wiedergegeben.

Schema 111: Aufbau der 256er S-Glycopeptid-Bibliothek fiir GNA-Screening
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Dabei erkennt man, dass der Hintergrund der Zellulosemembran deutlich stirker angeférbt ist
als beim vorherigen Screening mit GNA. Das Lectin PHA-E scheint auch zu Zellulose eine
gewisse Affinitit zu besitzen. Trotz des schwach angefarbten Hintergrunds besitzen einzelne
SPOTs der Bibliothek eine tiefere Verfairbung. Eine genaue Auswertung wird dadurch
deutlich erschwert, so dass bei einem Screening mit PHA-E besser ein anderes
Tragermaterial (z. B. Polypropylenmembran) verwendet werden sollte oder unspezifische
Bindungen mit einer Blockierungslosung vor dem Test abgesittigt werden sollten. Beim
Betrachten der Kontrolle S (Glucose-Baustein) erkennt man von Trimer zu Tetramer eine
eindeutige Zunahme der Farbvertiefung, die unterhalb der Membran in Abbildung 16
nochmals vergrofert dargestellt ist. Bei dem Tetramer handelt es sich um das homomere S-
Glycopeptid, das aus 4 Glucose-S-Glycopeptid-Bausteinen (S4) aufgebaut ist (Schema 112).
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Abbildung 16: Screening der S-Glycopeptid-Bibliothek (V, v, S, s) mit PHA-E
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Interessant bei der Erkennung des homomeren Glucose-S-Glycopeptid (S4) durch PHA-E
sind folgende Sachverhalte:

e Erst beim Tetramer findet eine deutliche Erkennung durch PHA-E statt

e Laut Literatur besitzt PHA-E eine spezifische Erkennung von Galactose- und
Mannose-Oligosacchariden der Form Galf(1,4)GalNAcB(1,2)Man. In dem S-
Glycopeptid S4 sind aber nur Glucoseeinheiten vorhanden, also keine Galactose oder
Mannose

e Die Zucker im S-Glycopeptid sind dabei nicht iiber glycosidische Bindungen
miteinander verkniipft

¢ Die Homomeren von Mannose (V4) und Galactose (v4) (siche Kontrollen) werden von
PHA-E nicht erkannt

e Bei den verwendeten S-Glycopeptiden wurden nur die Zucker variiert, das Riickgrat
und der Spacer sind bei allen S-Glycopeptiden gleich gewéhlt

e Der aromatische Spacer ist nicht direkt an der molekularen Erkennung im
kohlenhydrat-bindenden Zentrum beteiligt, sondern hauptsdchlich der Zucker ist fiir
die Erkennung verantwortlich

Eine Wiederholung des Screenings mit Monomeren, Dimeren, Trimeren und Tetrameren mit
dem Glucose-Baustein (S) ergab erneut das gleiche Ergebnis. Somit ist davon auszugehen,
dass tetramere Glucose-S-Glycopeptide (S4) in der Lage sind das Oligosaccharid
GalB(1,4)GaINAcB(1,2)Man zu imitieren und fiir PHA-E-Rezeptoren ein neues
Oligosaccharidmimikry darstellt (Schema 112).

Schema 112: Imitierende Eigenschaften des homomeren S-Glycoppeptids (S4)
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Der Grund warum sich Oligosaccharide mit S-Glycopeptid imitieren lassen hdngt mit der
flexiblen Struktur von Oligosacchariden und mit dem Sachverhalt, dass nur bestimmte Teile
des Oligosaccharids zu einer molekulare Erkennung beitragen'*'***'!. So sind meistens nur
wenige OH-Gruppen fiir die Wechselwirkungen im kohlenhydrat-Erkennenden Zentrum
notwendig. Wichtig jedoch ist die rdumlich richtige konformative Anordnung der OH-

Gruppen.

Genaue Untersuchungen der Flexibilitit von Disacchariden mit Molekular Modelling!*!"M#!%!

und NMR-Spektroskopie!*!?H#20M421H422H923) hahen gezeigt, das nur eine geringe Anzahl an
moglichen Konformationen fiir die molekulare Erkennung wichtig sind und die Lectine an
das Konformer binden das am besten in die Bindungstasche passt. Wahrend der Anbindung
am kohlenhydraterkennenden Zentrum wird die freie Drehbarkeit der Zucker aufgehoben,
was zu einer Verringerung der Entropie, aber gleichzeitig zu einer Erh6hung der Bindung-
senthalphie fiihrt. Ein gut untersuchtes Beispiel ist das Disaccharid Galf(1,2)Gal bei dem in
wissriger Losung 2 Konformere bevorzugt sind, wie iiber NMR und Molekular Modelling
gezeigt wurde (Schema 113). Dabei wurde in Versuchen mit Galectinen festgestellt, dass
Konformer A an Mistletoe Agglutinin und das Konformer B an Avian Galectin bindet. Somit
ermOglicht die flexible Struktur von GalB(1,2)Gal das Anbinden an verschiedene Lectin-
Rezeptoren und macht eine Kodierung eines einzigen “Schliissels* fiir unterschiedliche
“Schldsser moglich!***!. Beriicksichtigt man dabei die Vielfalt der Verkniipfungsméglichkei-
ten von 20 verschiedenen Hexosen zu Hexasacchariden, so ergeben sich 1.44 x 10" neue
Oligosaccharide, die gleichzeitig an unterschiedliche Rezeptoren binden konnen. Unter den
gleichen Vorraussetzungen kénnen mit den Aminosiuren nur 6.4 x 10’ Hexapeptide erzeugt
werden!*”*!. Durch die einzigartigen Verzweigungsstrukturen der Oligosaccharide mit ihren
unterschiedlichen Konformeren und ihrer groen Anzahl an OH-Gruppen sind sie wie kein
anderes Biomolekiil in der Lage, eine unglaubliche biologische Informationsvielfalt auf
kleinstem Raum zu speichern.

Schema 113: Bevorzugte Konformere von Galf(1,2)Gal in Losung!**®!.

Konformer A Konformer B

NMR-Studien'**” haben gezeigt, dass S-Glycoside im Vergleich zu den O-Glycosiden eine
hohere Flexibilitdt besitzen und sich besser an die Bindungstasche anpassen konnen. Bei den
S-Glycopeptiden wird die Ausrichtung der Zucker aullerdem {ber dass J-
Aminosaureriickgrat und den Spacer beeinflusst. Dabei sind Wechselwirkungen zwischen
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den Spacern und der Aminosduren im Riickgrat von Bedeutung. Das Riickgrat bestimmt die
Vororientierung der Zucker, wobei die Spacer eine direkte Wechselwirkung von Zucker und
Riickgrat vermeiden sollen. Sie diirfen dabei nicht zu flexibel, aber auch nicht zu starr sein.
Bei zu grofer Flexibilitdt besteht die Gefahr des “Zuriickklappens® der Zucker zum Riickrat.
Bei zu starrem Spacer besteht die Gefahr dass die Zucker zu unflexibel sind und konformativ
zu stark eingeschrinkt werden. Auflerdem konnen dabei sterische Effekte eine Anbindung
des S-Glycopeptids erschweren. Um in der Zukunft die Glycopeptide besser modellieren zu
kénnen miissen NMR-Experimente!** in wissriger Losung (2D NOESY) und Molekular
Modelling-Berechnungen!**’
nis von der rdumlichen Struktur der synthetisierten S-Glycopeptide zu bekommen. Mit Hilfe

! nebeneinander durchgefiihrt werden, um ein bessere Verstind-

dieses neu entwickelten Synthesekonzepts und der kombinatotischen SPOT-Synthese sollte
es moglich sein, neue Oligosaccharidinhibitoren auf einfache Weise zu finden. Somit stellen
die entwickelten S-Glycopeptide eine neue Stoffgruppe von Oligosaccharidmimikry dar, die
moglicherweise einen Beitrag zum Offnen der verschiedenen “Lectin-Schldssern liefern

kénnen ™Y,



140

8 EXPERIMENTELLER TEIL

8.1 Allgemeines

Zur Durchfithrung und Auswertung der Versuche sowie Isolierung und Charakterisierung der
Produkte wurden die folgenden Geréte verwendet:

1H-,13C-NMR-Spektren: Bruker Avance 400 (400 MHz)

Die chemischen Verschiebungen sind auf Tetramethylsilan (TMS) als inneren Standard oder
CDCI3 (*C : 77.16, 'H : 7.26 ppm) bezogen und in &-Werten [ppm] angegeben. Als
Losemittel wurde in der Regel Deuterchloroform verwendet, auf die Verwendung von
anderen Losmitteln wie deuteriertem Aceton (Aceton-dg), Deuteromethanol (CDs;OD) oder
deuteriertem Dimethylsulfoxid (DMSO-ds) wird an entsprechender Stelle verwiesen. Die
Auswertung der Protonenspektren erfolgte nach erster Ordnung, die Kopplungskonstanten J
sind in Hertz [Hz] angegeben. Die *C-NMR-Signale sind 'H-breitbandenentkoppelt, die
Zuordnung der Signale erfolgte durch Aufnahme von DEPT-Spektren sowie
Korrelationexperimenten (‘H'H- und *C'"H-COSY). Weitere zweidimensionale Experimente
(HMQC, NOESY) wurden bei Bedarf durchgefiihrt. Die Multiplizititen werden mit
folgenden Abkiirzungen bezeichnet:

s: Singulett

d: Dublett
Triplett

q: Quartett

m: Multiplett

b: breites Signal

dd: Dublett vom Dublett
ddd: Dublett vom Dublett vom Dublett
dt: Dublett vom Triplett

Massenspekrosmetrie:

Massenspektrometer Finnigan TSQ 70 (EI) und Massenspektrometer Bruker Apex II FT-
ICR-MS (FAB). Massenfeinbestimmung erfolgte nach der Peak-Matching-Methode und der
Ionisierungsmethode FAB.
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Drehwerte:

Polarimeter Model 341 der Firma Perkin Elmer. Die Messungen wurden bei 20°C in einer
Quarzglaskiivette (Linge 10 cm) bei einer Wellenlinge von 589 nm (Na-Lampe)
durchgefiihrt.

Schmelzpunkte:

Schmelzpunktbestimmungsapparatur Modell SMP-20 der Firma Biichi mit Siliconélbad. Die
Schmelzpunkte sind nicht korrigiert.

Elementaranalysen:
C-H-N-S-Analysator Euro EA 300 der Firma HEK Atech GmbH.

HPLC:

Priperative HPLC S1122 von der Firma Sykam mit einer Normalphasensdule (Saphir 65 Si, 5
pm, 250 x 20) von der Firma Grom.

Analytische Diinnschichtchromatographie:

Kieselgel-Polygram SIL G/UV254 Fertigfolien der Firma Macherey & Nagel. Die Detektion
erfolgte durch Fluoreszenslosung und / oder durch Verkohlung nach Bespriihen der Pléttchen
mit 5%iger ethanolischer Schwefelsdure. Zur Detektion freier Amine wurde Ninhydrin als
5%ige Losung in n-Butanol verwendet. In Ausnahmefdllen wurde zur Detektion eine
Iodkammer verwendet.

Priparative Saulenchromotographie:

Glassdulen verschiedener Grof3en, gepackt mit Kieselgel S der KorngréBie 0.032 — 0.063 mm
der Firma Macherey & Nagel. Die Laufmittel werden in den einzelnen Arbeitsvorschriften
angegeben. Jede isolierte Fraktion wird nach Aufkonzentrieren im Vakuum durch Filtration
iiber eine kurze Schicht gepresste Haushaltswatte von Kieselgelresten befreit.

Arbeitsweise:

Alle Losemittel wurden nach Literatur bekannten Methoden gereinigt und / oder getrocknet.
Alle feuchtigkeits- und luftempfindlichen Reaktionen wurden in einer im Vakuum
ausgeheizten und mit Argon beliifteten  Apparatur unter Schutzgas und
Feuchtigkeitsausschluss durchgefiihrt. Jede Losung wurde vor der Entfernung des
Losemittels mit ausgegliihtem Na,SO, getrocknet und bei einer Wasserbadtemperatur von <
40°C im Vakuum aufkonzentriert.
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Reagenzien und Materialen:

5-Aminopentanol (Fluka), Acetonitril puriss. (Aldrich), ADDP (Aldrich), AEC (Aldrich),
Asparaginsdurederivate (Novabiochem), Benzoylchlorid (Fluka), Benzyloxycarbonychlorid
(Aldrich), Bio Gel P2 (45-90 um, Bio-Rad), Bromwasserstoff in Eisessig (33%ige Ldsung,
Fluka), tert.-Dibutyldicarbonat (Acros), DBU (Aldrich), DCC (Fluka), DEAD (Fluka), DIC
(Fluka), Diisopropylethylamin (Fluka), 4-Dimethylaminopyridin (Merck), D-Galactose
(Glycon Biochemicals), D-Glucose (Glycon Biochemicals), D-Glucosaminhydrochlorid
(Glycon Biochemicals), 1-Hydroxybenzotriazol (Fluka), Lectine (Sigma-Aldrich / EY
Laboratories INC.), Lysinderivate (Novabiochem), D-Mannose (Glycon Biochemicals),
Molekularsieb 3A und 4A (Roth), Natriumhydrogencarbonat (trocken, Fluka), p-
Nitrothiophenol (Fluka), NME (Fluka), Palladium auf Kohle (10%, trocken, Fluka),
Pentafluorphenol (Fluka), Phenylalaminol (Fluka), Phenylglucinol (Fluka), Piperidin (Riedel
de Héen), Pyridin (Riedel de Héien), Rinkamid-Linker und Rinkamid-MBHA-Harz
(Novabiochem.) Sicapent® (Merck), TBTU (Novabiochem), p-Toluolsulfonsidure (Merck),
Trichloracetonitril (Fluka, Aldrich), Triethylamin (Fluka), Trifluoressigsdure (Fluka),
Trifluormethansulfonsdure  (Fluka), Trimethylphosphin 1 M in THF (Aldrich),
Triphenylphosphin (Fluka).
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8.2 Umsetzungen

Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)

AAYV 1: peracetylieren der Monosaccharide

In einem Rundkolben wird Natriumacetat (13 g, 150 mmol) zusammen mit Ac,O (180 ml)
unter Rithren auf 125 °C erhitzt. Dann wird das Monosaccharid (114 mmol) spatelweise
zugegeben, so dass die Reaktionslosung selbststindig weitersiedet. Nach ca. 20-45 min
weiterem erhitzen (DC Kontrolle) wird der Ansatz auf Eiswasser (200 ml) gegeben und 3 h
weitergeriihrt. Féllt das Produkt aus, wird abfiltriert und mit kaltem Wasser gewaschen und
gegebenenfalls mit Ethanol umkristallisiert. Handelt es sich um eine Reaktioslosung wird
dreimal mit DCM (100 ml) extrahiert. Die vereinigten DCM-Phasen werden mit ges.
NaHCOs-Lsg. (2 mal 100 ml) und ges. NH4Cl-Lsg. (2 mal 100 ml) gewaschen, mit MgSO,
getrocknet und anschlieBend das Losemittel im Vakuum entfernt.

AAYV 2: peracetylieren der Disaccharide

Zu einer Losung des Disaccharids (176 mmol) in Pyridin (300 ml) wird unter Riihren und
Kiihlung im Eisbad Ac;O (200 ml) langsam zugetropft. Nach 2 Stunden wird die Eiskiihlung
entfernt, der Ansatz reagiert 48 Stunden bei Raumtemperatur weiter (DC Kontrolle). Danach
gibt man Eiswasser zu (200 ml) und riihrt 3 h weiter. Anschlieend wird mit DCM (3 mal
200 ml) extrahiert und nacheinander mit 5% H;SO4-Lsg. (2 mal 150 ml), ges. Na,CO;-Lsg.
(3 mal 150 ml) und H,O (150 ml) gewaschen. Das Pyridin wird mehrmals mit Toluol
coevaporiert und das Produkt im Vakuum zum Feststoff konzentriert. Falls notwendig wird
aus Ethanol kristallisiert.

AAYV 3: Bromieren der peracetylierten Glycoside

Das peracetylierte Glycosid (80 mmol) wird in abs. DCM (150 ml) gelost und auf 0°C
gekiihlten. Anschliefend wird eine Losung von Bromwasserstoff in Eisessig (39 ml ,260
mmol, 33%ig) zugetropft und 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Losung wird
nacheinander mit Eiswasser (2 mal 50 ml), ges. NaHCO;-Lsg. (3 mal 50 ml) gewaschen und
iiber Na,SO, getrocknet. Danach wird das Losemittel evapoiert und das erhaltene Rohprodukt
gleich weiter umgesetzt.
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AAYV 4: 1-Thioglycosen iiber Thioharnstoff

Zu einer Losung des peracetylierten Glycosylbromid (50 mmol) in abs. Aceton (150 ml),
wird Thioharnstoff zugegeben (4.18g, 55 mmol) und 7 h unter Riickfluss erhitzt. Nach dem
Abkiihlen wird das Losemittel evapoiert und das Thiuroniumsalz am Hochvakuum
getrocknet. Das Rohprodukt wird anschlieBend in DCM (300 ml) suspendiert und eine
Losung von K,S,05 (55 mmol) in Wasser (100 ml) zugegeben und unter starkem Riihren 12
h zum Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wird die DCM Phase
abgetrennt und die wissrige Phase (2 mal 50 ml) mit DCM extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit Na,SO, getrocknet und das Losemittel evapoiert. Das
Rohprodukt wird tiber eine Kieselgelsdule (P:E-1:1) gereinigt.

AAYV 5: Mitsunobu-Eintopfreaktion

Zu einer Losung aus ADDP (2.02 g, 8 mmol) in abs. THF (100 mL) injiziert man unter
Argon bei 0°C mit einer Spritze Trimethylphosphin (8 mL, 8 mmol einer 1.0 M Losung in
THF) und riihrt weitere 30 min bis die gelbe Farbe verschwindet (falls nicht, gibt man weitere
0.25 mL zu, bis zur Entfarbung). Danach gibt man 5-Aminopentanol (0.41 g, 4 mmol) und
das 1-Thioglycosid (5.2 mmol) zu und riihrt fiir weitere 20 min bei Raumtemperatur.
AnschlieBend wird der Asparaginsdurepentafluorphenolester 28 zugegeben (2.31 g, 4 mmol)
und fiir weitere 3 h geriihrt. Der ausgefallene Feststoff wird abfiltriert und das Lésemittel im
Vakuum verdampft. Der Riickstand wird mit Ethylacetat (100 mL, 50°C) aufgenommen und
das Nebenprodukt (Hydrazon) mit Petrolether (100 mL) ausgeféllt und abfiltriert. Das Filtrat
wird erneut eingeengt und der Feststoff in CH,Cl, (100 mL) aufgenommen, mit Wasser (2
mal 25 mL) und mit ges. NaHCO;3-Lsg. (25 mL) gewaschen, mit MgSO, getrocknet, filtriert
and eingeengt. Das Rohprodukt wird iiber eine Kieselgelsdule gereinigt (P:E-1:1).

AAYV 6: Reduktion von Aminosiduren zu Aminoalkoholen

Zu einer Losung der N-geschiitzten Aminosdure (50 mmol) in THF (250 mL) wurde bei —
10°C  N-Methylmorpholin  (5.50 mL, 50 mmol) zugegeben und danach
Chlorameisensdureethylester (4.80 mL, 50 mmol) zugetropft. Nach 10 min wurde NaBHy4
(5.67g, 150 mmol) in einer Portion zugegeben und MeOH (500 mL) iiber 20 min bei 0°C
zugetropft. Nach weiteren 20 min wurde die Reaktionslosung mit 1 M KHSOs-Lsg.
neutralisiert. AnschlieBend wurde die org. Phase abgetrennt und die wissrige Phase mit
EtOAc (3 mal 200 mL) extrahiert. Die vereinigten org. Phasen wurden mit 1 M KHSO4-Lsg.,
Wasser, 5%iger NaHCO;-Lsg., nochmals Wasser gewaschen, mit Na,SO, getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt.
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AAYV 7: Einfithrung der Boc-Schutzgruppe in die Aminoalkohole

Der Aminoalkohol (51 mmol) wurde in einer Mischung aus H,O (56 mL), NaOH (2.3 g) und
tert-Butanol (38 mL) gelost und Boc,0" (12 mL, 56 mmol) unter kriftigem Riithren innerhalb
von 5 min zugetropft und iiber Nacht geriihrt. Der Ansatz wurde mit Pentan (2 x 100 mL)
ausgeschiittelt und die vereinten organischen Phasen mit ges. NaHCO;-Lsg. (3 x 30 mL)
gewaschen. Die wissrigen Phasen wurden vereinigt und durch Zugabe von KHSO, auf einen
pH-Wert von 1-1.5 eingestellt, wobei kein CO, mehr entweicht. AnschlieBend wurde die
wissrige Phase mit Ether (4 x 20 mL) ausgeschiittelt und alle organischen Phasen vereinigt,
iiber MgSO, getrocknet und das Losemittel evaporiert. AnschlieBend wurde aus Diethylether
/ n-Hexan (1:1) tiber Nacht (4 °C) kristallisiert. Nach mehrmaligem Wiederholen der
Kristallisation wurde der Boc-Aminoalkohol als kristalliner Feststoff erhalten.

D Boc,0 wurde im Wasserbad bei 35 °C verfliissigt

AAYV 8: Einfiihrung der Aminosiure-Spacer iiber Mitsunobu-Reaktion

Zu einer Losung aus ADDP (1.52 g, 6 mmol) in abs. THF (150 mL) wird bei 0 °C unter
Argon eine Losung von PMes injiziert (6 mL einer 1 M in THF) und 15 bis 30 min bis zur
vollstindigen Entfirbung abgewartet*. Danach wird der Boc-geschiitzte Aminoalkohol (4
mmol) als Losung in THF zugegeben, wobei nach etwa 10 min ein weiller Niederschlag
(Hydrazon von ADDP) ausfillt. AnschlieBend wird das Eisbad entfernt und der 1-Thiozucker
(4 mmol) als Losung oder Feststoff zugegeben. Nach etwa 30 min ist die Reaktion beendet
(DC) und bis zum Feststoff eingeengt. Danach wird der Riickstand mit EtOAc (100 mL)
unter leichtem erwirmen (< 60 °C) aufgenommen bei sich eine klare Losung bildet. Unter
starkem Riihren wird durch Zugabe von Petrolether (100 mL) das Hydrazon bei 0 °C
ausgefillt und tliber einen Biichnertrichter abgetrennt und verworfen. Das Ldsemittel wird
erneut im Vakuum verdampft und der Riickstand roh weiter nach AAV 9 zum S-Glycopepid-
Baustein umgesetzt.

*findet keine vollstindige Entfarbung statt, miissen weitere 0.25 mL PMejs injiziert werden.

AVYV 9: Kupplung mit Fmoc-Asp(COO'Bu)-COOH

Das Rohprodukt aus AAV 8 (4 mmol) wird in 50%iger TFA in CH,Cl, aufgenommen und 10
min geriihrt. AnschlieBend wird die TFA mehrmals mit Toluol coevaporiert bis alles TFA
entfernt ist. Der Riickstand und Fmoc-Asp(COO'Bu)-COOH (1.65 g, 4 mmol) werden in
CH,Cl; (75 mL) aufgenommen. Dazu werden HOBt (0.60 g, 4.4 mmol) und DIPEA (750 uL,
4.4 mmol) gegeben und auf 0 °C abgekiihlt. Anschlieend gibt man DCC (0.91 g, 4.4 mmol)
zu und rithrt 1 h bei RT weiter. Der ausgefallene Feststoff wird abfiltriert und bis zum
Feststoff eingeengt. Nach Sdulenchromatographie (P:E-1:1) wird der S-Glycopepid-Baustein
in reiner Form erhalten.
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AAYV 10: Propargylierung der 1-Thioglycose

Zu einer Losung des 1-Thioglycosids (4 mmol) in CH,Cl, (20 mL) wurden DIPEA (683 pL,
4 mmol) und Propargylbromid (431 pL, 4 mmol, 80%ige Lsg. in Toluol) gegeben und 65 min
bei RT gerithrt. Durch Zugabe von EtOAc (20 mL) wurde das DIPEA-Bromid-Salz
ausgefallt, abfiltriert, bis zum Feststoff eingeengt und am Hochvakuum getrocknet. Danach
wurden die propargylierten 1-Thioglycoside in guter Reinheit erhalten und konnten direkt
ohne Reinigung weiterverwendet werden.

AAYV 11: Mikrowellenunterstiitzte 1,3-dipolare Cycloaddition zu 1,2,3-Triazolen

Das propargylierte 1-Thioglycosid (0.6 mmol) wird in einem Mikrowellengefa3 mit Toluol (5
mL) geldst und dazu Verbindung 46 (250 mg, 0.6 mmol), DIPEA (310 pL, 1.8 mmol) und
(EtO);P-Cul (24 mg, 0.06 mmol) zugegeben. Danach wurde dass Mikrowellengefdf3
verschlossen und in die Mikrowellenhalterung gestellt. Mit der Mikrowelle wurde unter
Druckluft-Kiihlung fiir 30 min (80 °C, 20-30 W) erhitzt. Das Losemittel wurde im Vakuum
verdampft und der Riickstand iiber eine kurze Sdule chromatographisch gereinigt (Eluent:
EtOAc) und Triazolglycosid erhalten.

AAYV 12: Pentafluorphenolaktivierung der S-Glycopeptid-Bausteine

A. Abspaltung der tert-Butyl-Gruppe am [-Asparaginsdureriickgrat

Der S-Glycopeptid-Baustein (0.5 mmol) wurde in CH,Cl, (2 mL) geldst und mit der gleichen
Menge TFA (2 mL) versetzt. Nach 1.5 h wurde bis zum Feststoff eingeengt und mit Toluol (5
x 3 mL) mehrmals coevaporiert, bis keine TFA mehr vorhanden war. Durch trocknen am
Hochvakuum wurden TFA Reste vollstindig aus dem Reaktionsansatz entfernt.

B. Pentaflourphenolaktivierung der feien Carboxylfunktion am -Asparaginsdure-riickgrat
Das Rohprodukt aus A. und Pentaflourphenol (92 mg, 0.5 mmol) wurden in EtOAc (5 mL)
gelost und auf 0 °C abgekiihlt. Zu der Losung wurde DCC (103 mg, 0.7 mmol) in einer
Portion zugegeben und iiber Nacht (12 h) geriihrt (0 °C — RT). Der ausgefallene DCH wurde
abfiltriert und das Losemittel evaporiert. Nach Reinigung iiber Sdulenchromatographie oder
HPLC wurde der Pentaflourphenol aktivierte S-Glycopeptid-Bausteine erhalten.
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8.3 S-Glycopeptid-Bausteine

8.3.1 Zu Kapitel 6.1.1

1,5-Diiodpentan (1)

In einem Kolben wird zunichst Phosphorpentoxid (32,5 g; 229 mmol) mit Phosphorsiure
(85%; 67,5 ml) gemischt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur gibt man 1,5-Pentandiol
(26,03 g; 250 mmol) und KI (166 g; 1 mol) zu und erhitzt 4 Stunden auf 100-120 °C. Nach
dem Abkiihlen gibt man H,O (25 ml) und Ether (125 ml) zu und schiittelt kurz auf. Die
Etherphase wird abgetrennt und mit Natriumthiosulfatlsg. gewaschen und {iber Na,SO4
getrocknet. Das Produkt wurde iiber eine fraktionierte Destillation bei 100 °C / 10 mbar
aufgereinigt.

Ausbeute: 68.02 g (210 mmol; 84 % d. Th.)

np”": 1,60

IR: v=12930,35 (CH-I); 1449,09 (CH>); 868,84 (CH,); 793,88 (CH>); 718,63 (I); 587,57 ().
'H-NMR (CDCls): & (ppm) = 1,42-1,49 (dt, 2 H, H-3); 1,75-1,87 (dt, 4 H, H-2, H-4); 2,91-
2,93 (dt, 4 H, H-1, H-5).

1,4-Diiodbutan (2)

In einem Kolben wird zunichst Phosphorpentoxid (32,5 g; 229 mmol) mit Phosphorsiure
(85%; 67,5 ml) gemischt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur gibt man 1,4-Butandiol
(22,53 g; 250 mmol) und KI (166 g; 1 mol) zu und erhitzt 4 Stunden auf 100-120 °C. Nach
dem Abkiihlen gibt man H,O (25 ml) und Ether (125 ml) zu und schiittelt kurz auf. Die
Etherphase wird abgetrennt und mit Natriumthiosulfatlsg. gewaschen und iiber Na,SO4
getrocknet. Das Produkt wurde iiber eine fraktionierte Destillation bei 68 °C / 15 mbar
aufgereinigt.

Ausbeute: 62.76 g (203 mmol; 81 % d. Th.)

nDZO: 1,60

IR: v =2930,35 (CH-I); 1449,09 (CH,); 868,84 (CH>); 793,88 (CH»); 718,63 (I); 587,57 ().
'H-NMR (CDCls): & (ppm) = 1,74-1,86 (dt, 4 H, H-2, H-3); 2,92-2,94 (dt, 4 H, H-1, H-4).
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5-Brom-1-nitrilpentan (3)

1,4-Dibrombutan (86.9 ml, 724 mmol) und Natrumcyanid (7.10 g, 145 mmol) werden in
Methanol (250 ml) gelost und 24 h unter Riickfluss (70°C) erhitzt. Danach wird das
Losemittel entfernt das erhaltene Ol mit Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und
fraktioniert destilliert. Nach der ersten Fraktion (Edukt) wird (102°C / 20 mbar) das Produkt
erhalten.

Ausbeute: 7.3 ml (63.5 mmol; 43.8 % d. Li.)
np”": 1.478 (1.4791)

5-Mercaptopentansiure (4)

5-Bromvaleronitril 3 (7.0 g, 43.3 mmol) und Thioharnstoff (3.6 g, 47,6 mmol) werden in
Ethanol (25 mL) 3 h zum Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen auf RT gibt man NaOH (100
mL, 5 N) zu und erhitzt erneut 2 h unter Riickfluss. Danach extrahiert man mit Petrolether,
wischt mit ges. NaCl-Lsg. (2 mal 40 mL), trocknet iiber NaSO4 und vollstindig eingeengt,
dabei bleibt ein farbloses Ol iibrig.

Ausbeute: 0.46 g roh (3.96 mmol; 51% d.Th.)

'H-NMR (ds-CH;OH): & = 7.0-8.0 (br, 1H), 2.57 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 2.38 (t, J = 7.1 Hz, 2H),
1.6-1.9 (m, 4H), 1.37 (t, ] = 7.8 Hz, 1H).

3C-NMR (CD;OD): § = 179.4 (COOH), 33.4, 33.3, 24.2, 23.3 (CH,-Alkyl).

Tetrahydrothiopyran-2-imin (5)

Natriumthiophosphat Dodekahydrat (7.0 g, 17.6 mmol) werden in Wasser (40 mL) geldst und
zu 5-Bromvaleronitril 3 (1.4g, 8.8 mmol) zugegeben. Nach 12 h verdiinnt man mit Wasser
(7.5 mL), stellt mit HC1 10%iger den pH-Wert auf 4 ein und riihrt weitere 4 h. Danach
extrahiert man mit n-Pentan, wéscht mit ges. NaCl-Lsg. (10 mL), trocknet iiber NaSO4 und
verdampfen das Losungsmittel im Vakuum, bei der 5 als farbloses Ol zuriick bleibt.

Ausbeute: 0.46 g roh (3.96 mmol; 45% d.Th.)

'H-NMR (CDCls): 6 =8.21 (s, 1 H, =NH), 3.21 (m, 2 H, S-CH,), 2.63, 2.07 (m, 2 H, H=N-C-
CH,), 1.69, 1.22 (m, 4 H, S-CH,-CH,, CH,-CH,-CH)).

MS [EI (m/z = 115.0)]: 115.2 [M] "

N-Benzyloxycarbonyl-5-aminopentanol (6)

Zu einer Lésung von 5-Aminopentanol (12.5 g, 120 mmol) und Natriumcarbonat (25.7 g,
0.24 mol) in 200 ml Wasser gibt man bei 0°C eine Losung von Benzyloxycarbonylchlorid
(16.8 ml, 20.4 g, 120 mmol) in 150 ml Dichlormethan in einer Portion zu und riihrt fiir 45
min weiter. Nachdem man die wélrige Phase zweimal mit je 100 ml Dichlormethan extra-
hiert hat, werden die vereinigten organischen Phasen nacheinander mit gesittigter Natrium-
hydrogencarbonatlosung und Wasser gewaschen. Nach Trocknung iiber Natriumsulfat und
Autkonzentration im Vakuum kristallisiert man das Produkt aus absolutem Diethylether.
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Smp.: 44°C
Ausbeute: 22 g (100 mmol, 76% d. Th.)

N-Benzyloxycarbonyl-5-aminopentan-p-toluolsulfonsiure (7)

In eine Losung von 5-(Benzyloxycarbonyl)-aminopentanol 6 (13,28 g, 60 mmol) und p-
Toluolsulfonsdurechlorid (11,44 g, 60 mmol) in wasserfreiem Dichlormethan (150 mL),
werden bei 0 bis 3° C absolutes Pyridin (5,2 mL, 100 mmol) unter Riithren und Ausschluss
von Luftfeuchtigkeit zugetropft und anschliefend 12 h bei Raumtemperatur geriihrt. Danach
wird die Reaktionslosung im Vakuum aufkonzentriert und drei mal mit Toluol coevapoiert.
Nach Trennung iiber Kieselgel (Ethylacetat-Petrolether 1:3) und anschlieBender
Aufkonzentration, wird das Produkt (R¢= 0,31 Ethylacetat-Petrolether 1:1) als farbloses Ol
erhalten.

Ausbeute: 17.08 g roh (47 mmol, 78 % d.Th.)

'H-NMR (CDCly): & = 7.77 (d, 2 H, CH3-Ph-SO3), 7.33 (m, 7 H, Ph-CH.,), 5.08 (s, 2 H, Ph-
CH»-CO), 4.77 (s, b, 1 H, CH,-NH-CO), 4.00 (t, 2 H, SO3-CH,-CH,), 3.14 (dt, 2 H, NH-CH,-
CH,), 2.44 (s, 2 H, CH3-PH), 1.65 (tt, 2 H, CH>), 1.44 (tt, 2 H, CHy), 1.34 (tt, 2 H, CHy).
C-NMR (CDCl;): & = 156.4 (NH-COO), 5 = 144.8, 136.5, 133.1, 129.8, 128.5, 128.1, 127.9
(aromatische-C-Phenyl), 66.6 (CH,-Phenyl), 60.4 (SO;-CH,), 40.7 (CH,-NH), 31.7, 29.3,
28.5 (CHz-ailphatisch), 21.6 (CH3-Phenyl).

[FAB (m/z = 391.48)]: 392.4 [M+H] "

N-Benzyloxycarbonyl-5-aminopentanxanthogenat (8)

Zu Verbindung 7 (9,36 g, 25 mmol) wird Kaliumethylxanthogenat (6,09 g, 38 mmol)
gegeben und 1 h evakuuiert. Danach gibt man 200 mL absulutes Acetonitril unter Argon
hinzu und erhitzt unter Rithren auf 80°C. Nach 1,5 h wird die Reaktion abgebrochen, dass
ausgefallene Salz abgetrennt und mit Dichlormethan gewaschen. Die organische Losung wird
im Rotationsverdampfer eingeengt, wobei 3 als blass gelber Feststoff zuriick bleibt.
Ausbeute: 9.56 g roh (28 mmol, 110 % d.Th.)

'H-NMR (CDCls): 7.34 (m, 5 H, Ph-CH,), 5.10 (s, 2 H, Ph-CH,-CO), 4.77 (s, b, 1 H, CH,-
NH-CO), 4.63 (q, 2 H, S,CO-CH,-CHs), 3.17 (dt, 2 H, NH-CH,-CHa), 3.10 (t, 2 H S-CH,-
CHy), 1.71 (tt, 2 H, CHy), 1.51 (tt, 2 H, CH>), 1.34 (tt, 2 H, CHy), 1.44 (t, 3 H, O-CH,-CHj).
BC-NMR (CDCL): & = 215.0 (S,C-0), 156.4 (NH-COO), & = 136.6, 128.5, 128.1
(aromatische-C-Phenyl), 69.9 (O-CH,), 66.6 (CH,-Phenyl), 40.9 (CH,-NH), 35.7 (S-CHa),
29.5, 28.0, 25.9 (CH;-aliphatisch), 13.8 (O-CH2-CHjs).

MS[FAB (m/z = 341.49)]: 341.4 [M+H]".

N-Benzyloxycarbonyl-5-amino-1-mercaptopentan (9)
Das Rohprodukt 8 (9.56 g) wird mit 50 mL Diethylamin aufgenommen und 5 h unter Argon
bei 30°C aminolisiert. Die Reaktionslosung wird auf ein Gemisch aus Eis (100 g) mit 2%iger
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Schwefelsdure (50 mL) gegossen und dreimal mit Diethylether (50 mL) ausgeschiittelt. Die
organische Phase wird nochmals zweimal mit 2%iger Schwefelsdure (100 mL) gewaschen,
mit ges. NaHCOs-Lsg. neutralisiert und zweimal mit Wasser (100 mL) gewaschen. Der E-
therextrakt wird {iber Natriumsulfat getrocknet und der Ether im verdampft, wobei Produkt 9
als weiller Feststoff erhalten wird, den man mit Ethanol umkristallisiert.
Ausbeute: 5.75 g (22.68 mmol, 81 % d. Th.)
Smp.: 57° C
'H-NMR (CDCls): & = 7.35 (m, 5 H, Ph-CH,), 5.09 (s, 2 H, Ph-CH,-CO), 4.79 (s, b, 1 H,
CH,-NH-CO), 3.19 (dt, 2 H, NH-CH,-CH>), 2.66 (t, 2 H, HS- CH,-CH,), 1.69 (tt, 2 H, CHy),
1.58 (s, 1 H, SH), 1.53 (tt, 2 H, CHy), 1.43 (tt, 2 H, CHy).
BC-NMR (CDCL): & = 136.4, 128.4, 128.0 (aromatische-C-Phenyl), 66.5 (CH,-Phenyl), 40.8
(CH»-NH), 38.7 (CH2-SH), 29.6, 27.9, 26.1 (CH,-aliphatisch).
MS [EI (m/z = 253.1)]: 253.2 [M]".
Ci3H19NO,S (253,36) Ber: C 6136 H 756 N 553 S 12.66

Gef: C 6205 H 748 N 530 S 1263

2,3,4,6-Penta-O-acetyl-B-D-glucopyranosid (10)

Durchfiihrung nach AAV 1. Mit o-D-Glucosemonohydrat (22.5 g, 114 mmol) als
Monosaccharid. Nach der Aufarbeitung fillt Produkt 10 als wei3er Feststoff aus.

Smp.: 133°C (132°CH*%)

Ausbeute: 40.6 g (104 mmol, 91 % d. Th.)

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosylbromid (11)

Durchfiihrung nach AAV 3. Mit Penta-O-acetyl-B-D-glucopyranosid (31 g, 80 mmol). Man
erhdlt 11 weillen Feststoff.

Ausbeute: 47.00 g (114 mmol, 77% d. Th.)

Smp.:88°C (86-88°C)

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-o—D-glucopyranosyltrichloracetimidat (12)

Zu einer Losung von 7.0g (20.1 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosid und 8 mL
Trichloracetonitril in 40 mL absolutem Dichlormethan wird 1g Natriumhydrid zugegeben
und 20 min bei Raumtemperatur intensiv geriihrt. Das iiberschiissige Natriumhydrid wird
iiber eine mit Celite bedeckte Glasfritte abfiltriert und im Vakuum zum Riickstand
konzentriert. Nach der anschlieBenden Trennung iiber Kieselgel wird Verbindung 6 als
gelbliches Ol erhalten.

Ausbeute: 7.72 g (6.7 mmol, 78% d. Th.)

'H-NMR (CDCl3): 8 =9.77 (s, 1 H, C=NH), 6.48 (s. 1 H, H-1), 5.46 (t, 1 H, H-3), 5.05 (m, 2
H, H-4, H-2), 4.20 (m, 1 H, H-6a) 4.04 (m, 2 H, H-6b, H-5), 2.06, 2.04, 2.00, 1.97 (4 x s, 12
H, CH300).
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N-Benzyloxycarbonyl-(5-aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-p-D-glucopyranosid
13)
A. Mit BF;-etherat

Zu einer Losung aus Pentaacetylglucose 10 (159 mg, 031 mmol) und N-
Benzyloxycarbonylaminomercaptopentan 9 (93.7 mg, 0.37 mmol) in abs. DCM, injiziert man
bei 0°C BFs-etherat (160 pL, 0.77 mmol) unter Argonatmosphidre und ldsst auf RT
erwdrmen. Nach 12 h wird das Losemittel im Vakuum entfernt und der erhaltene Feststoff
iiber eine Kieselgelsdule (Eluent E:P-1:2) gereinigt.

Ausbeute: 58.4 mg (0.10 mmol, 31% d. Th.)
B. Mit SnCly

Zu einer Losung aus Pentaacetylglucose 10 (152 mg, 0.39 mmol) und N-
Benzyloxycarbonylamionmercaptopentan 9 (111.7 mg, 0.44 mmol) in abs. DCM, injiziert
man bei 0°C SnCly (360 uL, 1.95 mmol, einer 1 M-Lsg in DCM) unter Argonatmosphére und
lasst auf RT erwarmen. Nach 10 h wird zum Feststoff eingeengt und tiber eine Kieselgelsiule
(Eluent E:P-1:2) gereinigt.

Ausbeute: 77.3 mg (0.13 mmol, 34% d. Th.)

'H-NMR (CDCl3): 7.36, 730 (m, 5 H, Ar-H), 5.14 (m, 1 H, H-4), 5.09 (s, 2 H, CH,-Ph), 4.99
(m, 2 H, H-2, H-3), 4.80 (s, b, 1 H, NH),4.39 (d, 1 H, J,, =10.11 Hz, H-1), 4.16 (m, 1 H, H-
6), 4.06 (m, 2 H, H-6"), 3.88 (m, 2 H, 5-H, O-CH,) 3.48 (m, 1 H, O-CH,) 3.11 (dt, 2 H, NH-
CH3-CH,), 2.60 (m, 2 HS-CH,-CH>), 2.14, 2.04, 2.03, 1.98 (s, 12 H, CH3-OAc), 1.54, 1.44,
1.34 (m, 6 H, CH,-CH2-CH3-CH,-CH,).

BC-NMR (CDCls): & = 171.0, 170.5, 170.1, 169.8 (H;C-CO-0), 156.3 (NH-COO), 136.3,
128.9, 128.5, 128.2, 127.9, 125.2 (Ar-C), 83.5 (C-1), 76.1 (C-5), 74.3 (C-3), 70.2 (C-2), 68.6
(C-4), 66.9 (CH,-Phenyl), 62.5 (C-6), 41.0 (CH,-NH) , 29.9, 29.8, 29.5, 26.1 (CH»-
aliphatisch), 21.4, 21.1, 21.0, 20.9 (CH300).

[FAB (m/z = 583.21)]: 584.2 [M+H]".

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-thio-a-D-mannopyranose (14)

Durchfiihrung nach AAV 4. Mit Tetraacetylmannopyranosylbromid (20.6 g, 50 mmol). Nach
der Sdulenchromatographie wird 14 als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 14.38 g (39.5 mmol, 79% d. Th.)

'H-NMR (CDCl;): & (ppm) = 5.45, 5.38, 5.24 (m, 3 H, H-2, H-3, H-4), 520 (d, 1 H, J = 6.1
Hz, H-1), 4.34 (m, 2 H, H-6), 4.10 (m, 1 H, H-5), 2.35 (d, 1 H, SH), 2.04, 2.02, 1.98, 1.97 (4
s, 12 H, CHs-Acetyl).

C-NMR (CDCl3): & (ppm) = 170.7, 170.2, 169.5, 169.4 (CH3-CO), 81.5 (C-1), 78.6 (CH,-
C), 72.0 (C-CH), 70.5 (C-5), 69.7 (C-4), 69.4 (C-2), 66.3 (C-3), 62.4 (C-6), 20.8, 20.7, 20.7,
20.6 (CH;00).

MS [FAB (m/z = 364.1)]: 365.1 [M+H]", 387.1 [M+Na] .
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2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-galactopyranose (15)

Durchfiihrung nach AAV 4. Mit Tetraacetylgalactopyranosylbromid (20.6 g, 50 mmol). Nach
der Saulenchromatographie wird 15 als weil3er Feststoff erhalten.

Ausbeute: 15.29 g (42 mmol, 85% d. Th.)

'H-NMR (CDCl3): 8 =5.42 (t, 1 H, H-4), 5.17 (t, 1 H, H-2), 5.00 (m, 1 H, H-3), 4.52 (t, 1 H,
H-1), 4.11 (t, 1 H, H-6), 3.93 (m, 1 H, H-5), 2.36 (d, 1 H, SH), 2.15, 2.08, 2.04, 1.97 (4 s, 12
H, CHs-Acetyl).

BC-NMR (CDCL): & = 170.5, 170.3, 170.1, 169.9 (CH;-CO), 79.3 (C-1), 75.1 (C-3), 71.7
(C-5),70.9 (C-2), 67.4 (C-4), 61.6 (C-6), 20.9, 20.8, 20.7, 20.6 (CH500).

MS [FAB (m/z = 364.1)]: 365.3 [M+H]", 387.0 [M+Na]".

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranose (17)

A. Uber Tetraacetylglucopyranosylthioacetamidhydrobromid 16b:

Unter einer Argonschutzatmosphire wird bei 120°C von Verbindung 11 (6.95 g, 16,9 mmol)
und Thioacetamid (1,36 g, 18,4 mmol) bis zur Schmelze erhitzt und fiir weitere 5 min
geriihrt. Nachdem der Ansatz auf RT abgekiihlt ist, werden 100 ml absoluter MeOH
zugegeben und solange geriihrt, bis der ganze Feststoff geldst ist. Nach 10 min wird das
Losemittel im Vakuum verdampft und der gelbe Feststoff mehrmals iiber eine Kieselgelsdule
gereinigt (Eluent: P:E-1:1), nach dem 17 als weiller Feststoff erhalten wurde.

Ausbeute: 3.14 g (8.62 mmol, 51% d. Th.)

B. Uber Tetraacetylglucopyranosylthiuroniumhydrobromid 16¢:

Durchfiihrung nach AAV 4. Mit Tetraacetylglucopyranosylbromid 11 (20.6 g, 50 mmol).
Nach der Sidulenchromatographie wird 17 als weiller Feststoff erhalten.

Ausbeute: 16.40 g (45 mmol, 90% d. Th.)

'H-NMR (CDCLy): & (ppm) =5.19 (t, 1 H, J =9.3 Hz, H-3), 5.10 (t, 1 H, J = 9.6 Hz, H-4),
497 (t,1 H,J=9.35Hz, H-2),4.54 (t, 1 H, J=9.9 Hz, H-1), 4.24 (t, 1 H, H-6a) 4.12 (t, 1 H,
H-6b), 3.72 (m, 1 H, H-5) 2.30 (d, 1 H, SH), 2.09, 2.08, 2.02, 2.00 (4 s, 12 H, CH300).
PC-NMR (CDCl3): & (ppm) = 170.8, 170.3, 169.8, 169.5 (CH3-CO), 78.9 (C-1), 76.5 (C-5),
73.7 (C-3), 68.2 (C-4), 68.1 (C-2), 62.1 (C-6), 20.9, 20.8, 20.7, 20.7 (CH300).

MS [FAB (m/z = 364.1)]: 365.2 [M+H]".

5-lod-1-nitrilpentan (18)

1,4-Diiodbutan 2 (61.98 g, 200 mmol) und Natriumcyanid (1.96 g, 40 mmol) werden in
Methanol (250 ml) gelost und 24 h unter Riickfluss (70°C) erhitzt. Danach wird das
Losemittel im Vakuum entfernt, das erhaltene Ol mit Wasser gewaschen, iiber Na,SO,
getrocknet und fraktioniert destilliert (116°C / 20 mbar) und das Produkt als leicht gelbliches
Ol erhalten.

Ausbeute: 3.51 g (16.8 mmol; 42 % d. Th.)
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{15-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio--D-glucopyranosyl)pentyl|}-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-
thio-B-D-glucopyranosid (19)

Verbindung 19 wurde aus der Reaktionslosung nach der Darstellung von Verbindung 20
isoliert.

Ausbeute: 1.43 g (1.80 mmol; 60 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls): 5.18 (t, 2 H, H-4, H-4"), 5.03, 5.01 (m, 4 H, H-2, H-2", H-3, H-3"), 4.46
(d, 2 H, J;, =10.11 Hz, H-1, H-1"), 4.22 (m, 2 H, H,-6, H,-6"), 4.12 (m, 2 H, Hp-6, Hp-6"),
3.69 (m, 2 H, H-5, H-5") 2.65 (m, 4 H, S-CH,-CHy), 2.07, 2.04, 2.03, 2.01 (m, 24 H, CH;3-
OAc), 1.57 (m, 4 H, S-CH,-CHy), 1.47 (m, 4 H, S-CH,-CH,-CHy).

MS [ESI (m/z = 796.23)]: 818.9 [M+Na]".

(5-Iodpentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosid (20)

Zu einer vorgelegten Losung von 1,5-Diiodpentan 1 (0.97g, 3 mmol), DBU (225 ul, 1.5
mmol) in DCM (50 ml) wurde Verbindung 17 (1.09 g, 3 mmol), DBU (225 pl, 1.5 mmol) in
DCM (10 ml) iiber 30 min langsam zugetropft. Danach wurde mit ges. NH4Cl-Lsg. (25 mL),
ges NaHCOs-Lsg. (25 mL), Wasser (25 mL) gewaschen und mit NaSO,4 getrocknet. Nach
dem Reinigen iiber eine Kieselgelsiule (Eluent: E:P-1:1) erhielt man ein farbloses Ol.
Ausbeute: 0.61 g (1.08 mmol; 36 % d. Th.)

'H-NMR (CDCl3): & (ppm) = 5.20 (t, 1 H, J = 9.4 Hz, H-3), 5.04 (m, 2 H, H-4, H-2), 4.46
(d, 1 H, J=9.8 Hz, H-1), 4.23 (m, 1 H, H-6a), 4.11 (m, 1 H, H-6b), 3.69 (bm, 1 H, H-5), 3.19
(t, 2 H, J = 6.8 Hz, I-CH,-Alkyl), 2.63 (m, 2 H, S-CH,-Alkyl), 2.07, 2.06, 2.01, 1.99 (4 s, 12
H, CH300), 1.82 (t, 2 H, Br-CH,-CH,-Alkyl), 1.61 (bm, 2 H, S-CH,-CH,-Alkyl), 1.48 (m, 2
H, CH,-CH,-CH,-CH,-CHy).

BC-NMR (CDCls): & (ppm) = 170.7, 170.3, 169.5, 169.5 (CH3-CO), 83.6 (C-1), 76.0 (C-5),
74.0 (C-3), 69.9 (C-4), 68.4 (C-2), 62.2 (C-6), 33.5(CH,-CH;,-CH,-CH,-CH>), 29.7 (S-CH,),
29.6 (I-CH,-CH,), 28.6 (S-CH,-CH>), 20.9, 20.8, 20.7, 20.6 (CH300), 5.8 (I-CH,-CH>).

MS [FAB (m/z = 560.06)]: 583.1 [M+Na]".

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-5-aminopentanol (21)

Es wurde 5-Aminopentanol (18 g; 69,58 mmol) mit einer 4quimolaren Menge FmocCl (7,18
g) in 300 ml Dioxan und 200 ml 10%iger Na,COs-Losung 4 Stunden unter Eiskiihlung und
anschlieBend weitere 8 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Ausgefallenes NaCl wurde mit
H,O in Losung gebracht und anschlieBend die organische Phase abgetrennt. Die Wasserphase
wurde noch zweimal mit Ether ausgeschiittelt. AnschlieBend wurden die vereinigten
organischen Phasen bis zum Feststoff eingeengt. Das Produkt wurde {iber -eine
Sdulenchromatographie aufgereinigt (Eluent: a. E-P / 1-1 ; b. E-P / 3-1).

Ausbeute: 14,64 g (44,99 mmol; 64,7 % d. Th.)
Smp.: 103-108 °C
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N-Fluorenylmethoxycarbonyl-5-aminopentyliodid (22)

Iod (3,41 g, 13,4 mmol) wird zu einer Suspension aus Triphenylphosphinpolymer (5 g, 13,4
mmol) in wasserfreiem Dichlormethan (100 mL) gegeben und 15 min bei Raumtemperatur
geriihrt. Zu der Suspension gibt man Imidazol (0,96 g, 15,3 mmol) und riihrt weitere 15 min.
Dazu gibt man eine Losung aus 5-Z-Aminopentanol (2.02 g , 6,2 mmol) in wasserfreiem
Dichlormethan (25 mL) und erhitzt 3 h unter Riickfluss. Das Polymer wird aus der
Reaktionslosung tliber Celite abfiltriert und der Filter mit Dichlormethan nachgespiilt. Die
Dichlormethanlosung wird mit einer Natriumthiosulfatldsung und Wasser gewaschen, iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und zu einem gelblichen Ol konzentriert.

Ausbeute: 1.71 g (79.1 %, 4.9 mmol, roh)

EI fiir C;3H sINO, (m/z = 347,04): 347.0 [M]", 348.0 [M+H]".

'H-NMR (CDCls): & = 7.23 (m, 5 H, Ph-CH,), 5.05 (s, b, 1 H, CH,-NH-CO), 4.98 (s, 2 H,
Ph-CH2-CO), 3.05 (dt, 2 H, NH-CH,-CH>), 3.05 (t, 2 H, HS- CH,-CH,), 1.70 (it, 2 H, CH,),
1.38 (s, 1 H, SH), 1.30 (tt, 2 H, CH,).

BC-NMR (CDClL): & = 155.4 (NH-CO-0), 135.6, 127.4, 127.0 (aromatische-C-Phenyl), 65.5
(CHa-Phenyl), 40.3 (CH,-NH), 32.0, 28.6, 26.5 (CH,-aliphatisch), 5.6 (I-CHy).

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-(5-aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-
glucopyranosid (23)

Zu einer Losung von Verbindung 9 (3.64 g, 10 mmol) in absolutem Dichlormethan (100 mL)
gibt man Verbindung 5 (2.27g, 6.8 mmol) in (20 mL) absolutem Dichlormethan. Hierzu wird
unter Riihren 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]-undec-7-en (1.5 mL) als Base zugegeben und erhitzt 42
h unter Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird zweimal mit Wasser gewaschen, iiber
Natriumsulfat getrocknet und zum Ol konzentriert. Nach Trennung iiber Kieselgel
(Ethylacetat-Petrolether 1:1) wird als zweite Fraktion Verbindung 10 als farbloses Ol
erhalten.

Ausbeute: 2.28 g (50.5 %, 3.4 mmol)

Drehwert [a]p: - 18,7° (¢(1.0), CHCls)

'H-NMR (CDCl3): 7.69, 7.52, 7.31, 7.25 (m, 8 H, Ph-CH>), 5.15 (tt, 1 H, 4-H), 4.97 (m, 2 H,
2-H, 3-H), 4.80 (s, b, 1 H, -NH-),4.39 (d, 1 H, J;» =10.11 Hz, 1-H), 4.32 (d, 1 H, CH;-
Benzyl), 4.16 (m, 1 H, 6-H), 4.06 (m, 2 H, 6-H", 5-H), 3.64 (d, 1 H, CH,-CH(PH),) 3.11 (dt, 2
H, NH-CH-CHy), 2.60 (m, 2 HS-CH,-CH,), 1.54 (tt, 2 H, CHy), 1.44 (tt, 2 H, CHy), 1.34 (tt,
2 H, CHy).

BC-NMR (CDCL): & = 171.0, 170.5, 169.8 (H;C-CO-0), 156.8 (NH-COO), & = 144.3,
141.7, 128.0, 127.4, 125.4, 120.4 (Ar-Fmoc), 83.8 (1-C), 76.2 (5-C), 74.3 (3-C), 70.2 (2-C),
68.6 (4-C), 66.9 (O-CH,-Phenyl), 62.5 (6-C), 47.7 (CH,-CH(Ph),), 41.2 (CH,-NH), 29.9,
29.8, 29.5, 26.1 (CHy-ailphatisch), 21.4, 21.1, 21.0, 20.9 (O-CO-CHs).

[FAB (m/z = 671.24)]: 672.2 [M+H]".

C33H41NO1S (671.75): Ber. C 6079 H 615 N 209 S 477
Gef: C 6099 H 616 N 195 S 493
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(5-Nitrilpentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosid (24)

Unter Rithren wurde eine Losung Verbindung 17 (4,95 g, 7,58 mmol) in DCM mit 5-lod-
pentanitril (1,06 g, 5,05 mmol) und DBU (0,77 g, 5,05 mmol) versetzt und 24 Stunden zum
Riickflufl erhitzt. AnschlieBend wurde eine Sdulenchromatographie (Eluent: E-P / 1-1)
durchgefiihrt, dabei wurde 24 als weiller Feststoff erhalten.

Ausbeute: 1.94 g (4.70 mmol; 62 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls): & (ppm) = 5.20 (t, 1 H, J = 9.4 Hz, H-3), 5.04 (m, 2 H, H-4, H-2), 4.46
(d, 1 H,J=9.8 Hz, H-1), 4.23 (m, 1 H, H-6a), 4.11 (m, 1 H, H-6b), 3.69 (bm, 1 H, H-5), 3.32
(t, 2 H, J = 6.8 Hz, Br-CH,-Alkyl), 2.64 (m, 2 H, S-CH-Alkyl), 2.37 (m, 2 H, CH,-CN),
2.07, 2.06, 2.01, 1.99 (4 s, 12 H, CHz-Acetyl), 1.82 (m, 2 H, CH-Alkyl), 1.61 (bm, 2 H, S-
CH,-CH»-Alkyl).

C-NMR (CDCl3): & (ppm) = 170.7, 170.3, 169.5, 169.5 (CH3-CO), 120.9 (CN), 83.6 (C-1),
76.0 (C-5), 74.0 (C-3), 69.9 (C-4), 68.4 (C-2), 62.2 (C-6), 33.2 (CHz-Alkyl), 29.7 (S-CH,),
25.1 (CHz-Alkyl), 20.9, 20.8, 20.7, 20.6 (CH3-Acetyl), 17.1 (CH,-CN).

[FAB (m/z = 445.1)]: 468.1 [M+Na]".

(5-Brompentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosid (25)
2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosid 17 (0.73 g, 2 mmol) wurde auf 120 °C
erhitzt, bis der ganze Feststoff geschmolzen war und dazu 5-Brom-1-penten (237 pL, 2
mmol) und AIBN (33 mg, 0.2 mmol) unter rithren zugegeben. Nach 10 min wurde auf RT
abgekiihlt und nach dem Trocknen am Hochvakuum ein leicht gelblicher Feststoff erhalten.
Ausbeute: 0.97 g roh (1.89 mmol; 95 % d. Th.)

'H-NMR (CDCl3): & (ppm) = 5.20 (t, 1 H, J = 9.4 Hz, H-3), 5.04 (m, 2 H, H-4, H-2), 4.46
(d, 1 H, J=9.8 Hz, H-1), 4.23 (m, 1 H, H-6a), 4.11 (m, 1 H, H-6b), 3.69 (bm, 1 H, H-5), 3.32
(t, 2 H, J = 6.8 Hz, Br-CH»-Alkyl), 2.63 (m, 2 H, S-CH,-Alkyl), 2.07, 2.06, 2.01, 1.99 (4 s,
12 H, CH300), 1.82 (t, 2 H, Br-CH,-CHj-Alkyl), 1.61 (bm, 2 H, S-CH,-CH,-Alkyl), 1.48
(m, 2 H, CH,-CH,-CH,-CH,-CH>).

BC-NMR (CDCls): & (ppm) = 170.7, 170.3, 169.5, 169.5 (CH3-CO), 83.6 (C-1), 76.0 (C-5),
74.0 (C-3), 69.9 (C-4), 68.4 (C-2), 62.2 (C-6), 33.5 (Br-CH,-CH,), 33.2 (Br-CH,-CHy), 29.7
(S-CH,), 29.6 (CH,-CH,-CH,-CH,-CHy;), 28.6 (S-CH,-CH,), 20.9, 20.8, 20.7, 20.6 (CHj3-
Acetyl).

[FAB (m/z = 512.07)]: 535.20 [M+Na]".

(5-Azidopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio--D-glucopyranosid (26)

Zu einer Losung von TBAHS (0.64 g, 1.89 mmol) in ges. NaHCOs-Lsg. (10 mL) wurde
Rohprodukt 25 (0.97 g) in DCM (10 mL) zugegeben. Dazu gab man unter starkem Riihren
NaN3 (0.49 g, 7.56 mmol) zu. Nach 8 h wurde die Reaktionslosung mit EtOAc (100 mL)
aufgenommen und die org. Phase abgetrennt. Anschliefend wurde mit ges. NaHCOs-Lsg. (2
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mal 20 mL), H,O (2 mal 20 mL) und ges. NaCl-Lsg. (20 mL) gewaschen, iiber Na,SO,4 ge-
trocknet, filtriert und das Losemittel entfernt. Nach dem Trocknen am Hochvakuum erhielt
man einen weillen Feststoff.

Ausbeute: 0.80 g roh (1.68 mmol; 89 % d. Th.)

'H-NMR (CDClLy): & (ppm) =5.20 (t, 1 H, J =9.4 Hz, H-3), 5.04 (m, 2 H, H-4, H-2), 4.46
(d, 1 H, J=9.8 Hz, H-1), 4.22 (m, 1 H, H-6a), 4.11 (m, 1 H, H-6b), 3.68 (bm, 1 H, H-5), 3.25
(t, 2 H, J = 7.0 Hz, N3-CH,-Alkyl), 2.66 (m, 2 H, S-CH-Alkyl), 2.06, 2.04, 2.00, 1.99 (4 s,
12 H, CH300), 1.57 (bm, 4 H, N3-CH,-CH;-Alkyl, S-CH,-CH,-Alkyl), 1.46 (m, 2 H, CH»-
CH,-CH,-CH,-CH,).

BC-NMR (CDCls): & (ppm) = 170.7, 170.3, 169.5, 169.5 (CH3-CO), 83.6 (C-1), 76.0 (C-5),
74.0 (C-3), 69.8 (C-4), 68.4 (C-2), 62.2 (C-6), 51.3 (N3-CH,-CH,), 29.6 (S-CH,), 29.2 (CH,-
CH,-CH,-CH,-CH;), 28.5 (S-CH,-CHj), 25.9 (N3;-CH,-CH,), 20.9, 20.8, 20.7, 20.6
(CH;00).

MS [FAB (m/z = 475.2)]: 498.3 [M+Na]".

(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosid (27)

A. iiber N-Fmoc-(5-aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-f-D-glucopyranosid 23:

Zu einer Losung von Verbindung 23 (1.50 g, 2.23 mmol) in Acetonitril (50 mL) wird unter
Riihren Piperidin (2.4 mL) zugegeben. Nach 20 min wird zum Feststoff eingeengt. Der

erhaltene weille Feststoff wird fiir Th am Hochvakuum getrocknet und danach ohne weitere
Aufarbeitung direkt weiter umgesetzt.

Ausbeute: 0.91 g roh (2.03 mmol; 91 % d. Th.)

B. Uber (5-Azidopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosid 26:

Eine Losung von Rohprodukt 26 (0.80 g) in EtOAc (10 mL) wurde mit Wasserstoff und einer
katalytischen Menge Pd/C (ca. 10 mg) hydriert, bis auf dem DC kein Edukt mehr zu

erkennen war. Danach wurde iiber Celite abfiltriert und am Vakuum zum Feststoff 27
konzentriert.

Ausbeute: 0.65 g roh (1.44 mmol; 86 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls): & (ppm) = 5.21 (t, 1 H, J = 9.4 Hz, H-3), 5.04 (m, 2 H, H-4, H-2), 4.47 (d,
1 H,J=9.8 Hz, H-1), 4.22 (m, 1 H, H-6a), 4.13 (m, 1 H, H-6b), 3.68 (bm, 1 H, H-5), 2.87 (t,
2 H, J= 7.3 Hz, NH,-CH,-Alkyl), 2.66 (m, 2 H, S-CH»-Alkyl), 2.07, 2.05, 2.01, 1.99 (4 s, 12
H, CH300), 1.63 (bm, 4 H, NH,-CH,-CH,-Alkyl, S-CH,-CH,-Alkyl), 1.43 (m, 2 H, CH,-
CH,-CH,-CH,-CH,).

BC-NMR (CDClL): & (ppm) = 171.1, 170.6, 170.0, 169.8 (CH;-CO), 84.0 (C-1), 76.3 (C-5),
74.2 (C-3), 70.3 (C-4), 68.7 (C-2), 62.5 (C-6), 58.8 (NH,-CH,-CH;), 29.8 (S-CH,), 29.3
(CH,-CH,-CH,-CH,-CH,), 28.1 (S-CH,-CH,), 25.9 (NH,-CH,-CH,), 21.2, 21.1, 21.0, 21.0
(CH;00).

MS [FAB(m/z = 449.2)]: 472.2 [M+Na]".
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N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-L-asparaginsiiure-f-pentafluorphenolester (28)

Eine Losung von N-a-Fluorenylmethylenoxycarbonyl-(B-tert-butyl)-L-aspartat (15 g, 36,46
mmol) und Verbindung 14 (8,1g, 43,75 mmol) in 350 ml Ethylacetat wurde unter Riithren im
Eisbad gekiihlt, dann wurde Verbindung 13 (9,03 g, 43,75 mmol) zugegeben. Eine Stunde
wurde unter Kiithlung weitergeriihrt, danach 2 Stunden bei Raumtemperatur. DCH wurde
abfiltriert, das eingeengte Rohprodukt {iiber eine Kieselgelsdule (Eluent: E:P-1:5)
chromatographiert.

Ausbeute: 17.97 g (31.13 mmol; 85.4 % d. Th.)

'H-NMR (CDCl;): § (ppm) = 1,41 (m, 9H, CH; tBu); 2,81-2,86 (dd, 1 H, Hag-24); 3,05-3,10
(dd, 1 H, Hagp-28); 4,15-4,19 (m, 1 H, Fmoc-CH); 4,29-4,43 (m, 2 H, Fmoc-CH,); 4,90-4,92
(t, 1 H, Hagp-1); 5,91-5,93 (d, 1 H, NH); 7,20-7,24 (dd, 2 H, Fmoc-CHa,); 7,30-7,33 (dd, 2 H,
Fmoc-CHy,); 7,50-7,52 (d, 2 H, Fmoc-CHy,); 7,67-7,69 (dd, 2 H, Fmoc-CHap,).

BC-NMR (CDCl): & (ppm) = 28,1-28,6 (3 C, CH; tBu); 38,0 (1 C, Casp-3); 47,4 (1 C, Fmoc-
CH); 50,7 (1 C, Cagp-2); 68,0 (1 C, Fmoc-CHy); 83,2 (1 C, C tBu); 120,4 (1 C, C-O P{P);
125,4-128,2 (8 C, Fmoc-CHy,); 141,7-144,1(9 C, C PfP / Fmoc-CHy,); 156,4 (1 C, Fmoc
C=0); 167,8 (1 C, Casp-1);170,1 (1 C, Casp-4).

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-p-D-
glucopyranosyl]-L-asparaginsiure-f-tert-butylester (29)
A. Uber 5-Aminopentylglucosid 27:

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-L-asparaginsdure-3-pentafluorphenolester 28 (0.89 g, 1.55
mmol) wurden zu einer Losung von Rohprodukt 27 (0.70g, 1.55 mmol) bei 0 °C gegeben und
nach 30 min fiir 3 h bei RT geriihrt. Danach wurde das Losemittel im Vakuum entfernt und
das Rohprodukt iiber eine Kieselgelsdule gereinigt (Eluent: E:P-1:1), wobei 29 als weil3er
amorpher Feststoff erhalten wurde.

Ausbeute: 1,10 g (1.30 mmol; 84% d. Th.)

B. Uber Mitsunobu-Eintopfreaktion:

Durchfiihrung nach AAV 5. Mit 5-Aminopentanol (0.42 g, 4 mmol) und Tetra-O-acetyl-1-
thio-B-D-glucopyranose 17 (1.89 g, 5.2 mmol) erhilt man 29 als weiller amorpher Feststoff.
Ausbeute: 1,88 g (2.23 mmol; 56% d. Th.)

[a]p - 7.4° (c 8.3, CHCIl3)

'H-NMR (CDCls): 8 = 7.75, 7.56 (d, 4 H, J = 7.3 Hz, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.39, 7.30 (t,
4 H, J = 7.3 Hz, Fmoc-Ar-H), 6.50 (bs, 1 H, NH-Pentyl), 5.95 (bs, 1 H, NH-Asp), 5.19 (t, 1
H, J = 9.4 Hz, H-3), 5.05 (m, 1 H, H-4), 499 (m, 1 H, H-2), 441 (m, 4 H, H-1, O-CH;-
Fmoc, CH-Asp), 4.19 (m, 2 H, H-6a, CH-Fmoc), 4.11 (m, 1 H, H-6b), 3.66 (bm, 1 H, H-5),
3.21 (bd, 2 H, NH-CH,-Alkyl), 2.84 (m, 1 H, CH-CH,-COO'Bu), 2.62 (m, 3 H, S-CH,-Alkyl,
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CH-CH,-COO'Bu), 2.04, 2.02, 1.99, 1.97 (4 s, 12 H, CHz-Acetyl), 1.58 (m, 2 H, CHp-Alkyl),
1.47, 1.37 (m, 13 H, [CH3]5-C, CHo-Alkyl), 1.22 (m, 2 H, CH,-Alkyl)

BC.NMR (CDCly): & = 171.2, 170.7, 170.3, 169.4 (CHs-CO), 156.1 (NH-COO), 144.7,
141.3, 127.8, 127.1, 125.1, 120.1 (Fmoc-Ar-C), 83.8 (C-1), 81.8 (C[CH;]3), 76.2 (C-3), 74.2
(C-5), 69.8 (C-2), 68.3 (C-4), 67.5 (O-CH,-Fmoc), 62.1 (C-6), 51.2 (CH-Asp), 47.2 (CH-
Fmoc) 39.4 (NH-CH,-Alkyl), 37.6 (CH-CH,-COO'Bu), 29.6, 29.0, 25.8 (CH,-Alkyl), 28.1
(C[CHs]5), 20.8, 20.7, 20.6, 20.5 (CHs-Acetyl).

MS [FAB (m/z = 842.3)]: 843.2 [M+H]", 865.1 [M+Na]".

C42Hs4N20O14S (842.33): Ber. C 5984 H 646 N 332 S 380
Gef: C 5982 H 652 N 313 S 3.82

2-Acetamido-3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranose (30)

A. Darstellung von 2-Acetamido-3,4,6-tetra-O-acetyl-1-chloro-p-D-glucopyranose
N-Acetylglucosamin (5 g, 22.6 mmol) werden mit Acetylchlorid (10 mL) versetzt und iiber
Nacht geriihrt. Danach wurde die Viskose weinrote Masse in CHCl; (40 mL) aufgenommen
und mit Eiswasser (40 mL) iibergossen. AnschlieBend wurde die org. Phase abgetrennt und
mit ges. NaHCOs;-Lsg. neutralisiert und tiber MgSOy4 getrocknet. Anschliefend wird das
Losungsmittel evaporiert und der verbleibende Sirup mit versetzt Ether (50 mL), dabei faillt
das Produkt als weiller Feststoff aus.

Ausbeute: 7.6 g (20.8 mmol, 92% d. Th.)
B. Darstellung des 1-Thioglucosamins 30

Durchfiihrung nach AAV 4. Mit 2-Acetamido-3.,4,6-tetra-O-acetyl-1-chlor-3-D-
glucopyranosid (7.6 g, 20.8 mmol) erhilt nach Sdulenchromatographie (Eluent P:E-1:2) man
Verbindung 30 als weiller Feststoff.

Ausbeute: 5.23 g (14.4 mmol, 69% d. Th.)

'H-NMR (CDCL): & (ppm) = 6.69 (d, 1 H, NHAc), 5.12 (t, 1 H, J = 9.3 Hz, H-3), 4.99 (t, 1
H,J=9.6 Hz, H-4), 4.63 (t, 1 H, J=9.9 Hz, H-1), 4.15 (m, 1 H, H-6a), 4.02 (m, 2 H, H-6b,
H-2),3.68 (m, 1 H, H-5) 2.47 (d, 1 H, SH), 2.09, 2.08, 1.94, 1.90 (4 s, 12 H, CH300).
PC-NMR (CDCl): & (ppm) = 170.8, 170.7, 169.3 (CH;-CO), 79.9 (C-1), 76.0 (C-5), 73.4 (C-
3), 68.3 (C-4), 62.0 (C-6), 56.6 (C-2), 23.2 (CH3-NHACc), 20.8, 20.7, 20.6 (CH300).

MS [FAB (m/z = 363.1)]: 364.2 [M+H]", 386.1 [M+Na]".

2,3,4-Tri-O-acetyl-1-thio-B-D-rhamnopyranose (31)
Durchfiihrung mit halbem Ansatz nach AAV 4. Mit Tertraacetylrhamnopyranosyl-bromid

(8.82 g, 25 mmol) erhdlt man nach Saulenchromatographie (Eluent P:E-3:1) Verbindung 31
als farbloses Ol.

Ausbeute: 3.36 g (11 mmol; 44% d. Th.)

'H-NMR (CDCls): & (ppm) = 5.47 (m, 1 H, H-3), 5.32, 5.29 (m, 2 H, H-2, H-4), 5.25 (m, 1
H, H-1), 5.12 (m, 1 H, H-5), 2.16, 2.06, 1.99 (3 s, 9 H, CH;00) 1.25 (m, 3 H, CHs, H-6).
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BC-NMR (CDCl): & (ppm) = 170.2, 170.0, 168.5 (CH3-CO), 90.8 (C-1), 72.5 (C-3), 71.2 (C-
4), 70.6 (C-2), 68.8 (C-5), 21.0, 20.8, 20.7 (CH;00), 17.4 (CHs, C-6).
MS [FAB (m/z = 306.08)]: 307.1 [M+H]".

2,3,4-Tri-O-acetyl-1-thio-B-D-fucopyranose (32)

Durchfiihrung nach AAV 4. Mit Tetraacetylfucopyranosylbromid (3.52 g, 10 mmol). Nach
der Sdulenchromatographie wird 32 als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 2.02 g (6.6 mmol, 66 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls): & (ppm) = 5.25 (m, 1 H, H-4), 5.18 (d, 1 H, J = 10.1 Hz, H-2), 5.06 (dd, J
=99,J=3.31H,H-3),4.68 (d, 1 H, J=9.8 Hz, H-1), 3.83 (q, | H, J = 6.5 Hz, H-5), 2.35
(d, 1 H, SH), 2.14, 2.03, 1.95 (4 s, 12 H, CH300) 1.20 (m, 3 H, CH3, H-6).

BC-NMR (CDCl3): & (ppm) = 170.7, 170.1, 169.8 (CH3-CO), 82.3 (C-1), 73.8 (C-3), 71.7 (C-
4),70.5 (C-2), 67.3 (C-5), 20.8, 20.7, 20.6 (CH300).

MS [FAB (m/z = 306.08)]: 307.0 [M+H]".

2°,3°,47,6"-Tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosyl(1—4)-2,3,6-tri-O-acetyl-1-thio-p3-D-
glucopyranose (33)

Durchfiihrung nach AAV 4. Mit Heptaacetylcellopyranosylbromid (34.9 g, 50 mmol). Nach
der Saulenchromatographie wird 33 als weiller Feststoff erhalten.

Ausbeute: 23.15 g (35.5 mmol; 71% d. Th.)

'H-NMR (CDCl3): & = 5.52 (t, 1 H, H-3"), 5.17, 5.08 (m, 2 H, H-4’, H-3), 4.93 (m, 1 H, H-
27),4.53 (m, 1 H, H-2),4.36 (m, 1 H, H-1"), 4.18 (m, 2 H, H-1, H-6a), 4.06 (m, 2 H, H-6a, H-
6a’), 4.08, 4.04 (m, 2 H, H-6b, H-6b"), 3.83 (m, 1 H, H-5"), 3.68 (bs, 1 H, H-5), 2.35 (d, 1
H, SH), 2.14, 2.09, 2.04, 2.00, 1.98, (7 s, 21 H, CH300).

BC-NMR (CDCls): & = 169.0, 168.8, 168.7, 168.5, 167.9, 167.5 (CH3-CO), 99.13 (C-1"),
84.9 (C-1),75.6 (C-4), 73.8 (C-5), 71.6 (C-37), 71.5 (C-5"), 70.6 (C-3), 70.1 (C-2"), 69.3 (C-
2), 66.3 (C-4"), 60.1 (C-6), 59.5 (C-6"), 20.6, 20.5, 20.4, 20.3 (CH;00).

MS [FAB (m/z = 652.17)]: 675.2 [M+Na]".

2°,3",4°,6 -Tetra-O-acetyl-p-D-galactopyranosyl(1—4)-2,3,6-tri-O-acetyl-1-thio-f3-D-
glucopyranose (34)

Durchfiihrung nach AAV 4. Mit Heptaacetyllactopyranosylbromid (34.9 g, 50 mmol). Nach
der Sdulenchromatographie wird 34 als weillen Feststoff erhalten.

Ausbeute: 24.45 g (37.5 mmol; 75% d. Th.)

'H-NMR (CDCLy): & (ppm) = 5.32 (s, 1 H, H-4"), 523 (t, 1 H, J=9.1 Hz, H-2"), 5.08 (bt, 1
H, J=8.8 Hz, H-3"), 4.94 (m, 2 H, H-3, H-2),4.74 (d, 1l H,J=10.1 Hz, H-1"), 4.47 (m, 2 H,
H-1, H-6a,) 4.10 (m, 3 H, H-6a’, H-6b, H-6b"), 3.86 (bt, 1 H, J=6.6, H-5"), 3.79 (bt, 1 H, J34
= 9.6, J4s = 9.3 H-4), 3.62 (bm, 1 H, H-5), 2.35 (d, 1 H, SH), 2.13, 2.10, 2.04, 2.03, 2.02,
1.94 (7 s, 21 H, CH3-Acetyl).
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BC-NMR (CDCL): & (ppm) =170.4, 170.2, 170.1, 169.8, 169.2, 169.1(CH3-CO), 101.1 (C-
17, 81.8 (C-1), 76.4 (C-4), 76.2 (C-5), 73.7 (C-3), 71.0 (C-3"), 70.8 (C-2), 70.2 (C-5"), 69.0
(C-27), 66.7 (C-4"), 62.1 (C-6"), 61.0 (C-6), 21.2, 21.0, 20.9, 20.8, 20.7, 20.6 (CH;3-Acetyl).
MS [FAB (m/z = 652.17)]: 653.1 [M+H]", 675.2 [M+Na]".
2°,3°,4°,6"-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosyl(1—4)-2,3,6-tri-O-acetyl-1-thio-3-D-
glucopyranose (35)

Durchfiihrung nach AAV 4. Mit Heptaacetylmaltopyranosylbromid (34.9 g, 50 mmol). Nach
der Saulenchromatographie wird 35 als weiller Feststoff erhalten.

Ausbeute: 22.8 g (35.0 mmol; 70 % d. Th.)

'H-NMR (CDCl3): & =5.33,5.28 (m, 2 H, H-1", H-3"), 5.18 (t, 1 H, H-3), 4.99 (t, 1 H, H-4"),
478, 4.53 (m, 2 H, H-2", H-2), 4.39 (m, 1 H, H-1), 4.17 (bm, 2 H, H-6a, H-6a"), 3.96 (m, 3
H, H-6b, H-6b’, H-5), 3.67 (m, 1 H, H-5), 2.21 (d, 1 H, SH), 2.09, 2.03, 1.99, 1.96, 1.94 (5 s,
21 H, CH300).

BC-NMR (CDCl): & = 170.6, 170.5, 170.4, 170.0, 169.9, 169.8, 169.4 (CH3-CO), 95.6 (C-
17, 78.2 (C-1), 76.4 (C-3), 74.3 (C-5), 72.6 (C-4), 69.9 (C-2), 69.2 (C-2"), 68.6 (C-3"), 67.9
(C-5%), 66.6 (C-4"), 62.9 (C-6), 61.5 (C-6"), 20.9, 20.8, 20.7, 20.6 (CH300).

MS [FAB (m/z = 652.2)]: 675.0 [M+Na]".

2°,3",4°,6 -Tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranosyl(1—6)-2,3,4-tri-O-acetyl-1-thio-3-D-
glucopyranose (36)

Durchfiihrung nach AAV 4. Mit Heptaacetylmelopyranosylbromid (34.9 g, 50 mmol). Nach
der Sdulenchromatographie wird 36 als weillen Feststoff erhalten.

Ausbeute: 23.48 g (36.0 mmol; 72% d. Th.)

'H-NMR (CDCls): & (ppm) = 5.42 (m, 3 H, H-3, H-3", H-4"), 5.30 (m, 2 H, H-2, H-2"), 5.00,
5.11, 5.18 (m, 3 H, H-4, H-1", H-1), 4.17 (m, 1 H, H-6a,) 4.03 (m, 3 H, H-6a’, H-6b, H-6b"),
3.67 (m, 2 H, H-5", H-4), 3.54 (bm, 1 H, H-5), 2.35 (d, 1 H, SH), 2.16, 2.09, 2.07, 2.02, 2.00,
1.98,1.95 (7 s, 21 H, CH300).

C-NMR (CDCl): & (ppm) =170.6, 170.4, 170.3, 170.2, 169.9, 169.7, 169.4, 168.9 (CH;-
CO), 96.1 (C-1"), 88.9 (C-1), 78.5 (C-4), 73.6 (C-5), 73.6 (C-3), 70.5 (C-3"), 69.9 (C-2), 69.3
(C-5),68.7 (C-2"), 68.5 (C-4"), 66.1 (C-6"), 61.7 (C-6), 21.1, 20.9, 20.7, 20.6, 20.5(CH300).
MS [FAB (m/z = 652.17)]: 675.3 [M+Na]".

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-a-D-
mannopyranosyl]-L-asparaginsiure-B-tert-butylester (37)

Durchfiihrung nach AAV 5. Mit 5-Aminopentanol (0.42 g, 4 mmol) und Tetra-O-acetyl-1-
thio-o-D-mannopyranose 14 (1.89 g, 5.2 mmol) erhdlt man 37 als farbloses Ol.

Ausbeute: 1.41g (1.68 mmol; 42% d. Th.)

[a]p +47.5° (¢ 1.5, CHCl3)
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'H-NMR (CDCl3): 6=17.74,7.56 (d,2 H, J=7.3 Hz, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.37, 7.28 (t,
2 H, J=7.3 Hz, Fmoc-Ar-H), 6.49 (bs, 1 H, NH-Pentyl), 5.95 (bs, 1 H, NH-Asp), 5.40 (bd, 1
H, H-3),5.20 (t, 1 H,J=9.6 Hz, H-4), 5.03 (dd, 1 H, J=3.1 Hz H-2), 4.42 (m, 4 H, H-1, O-
CH2-Fmoc, CH-Asp), 4.20 (m, 1 H, CH-Fmoc), 4.11 (m, 2 H, H-6a, H-6b), 3.89 (m, 1 H, H-
5), 3.23 (bd, 2 H, NH-CH,-Alkyl), 2.87 (m, 1 H, CH-CH»-COO'Bu), 2.64 (m, 3 H, S-CH,-
Alkyl, CH-CH,-COO'Bu), 2.15, 2.13, 2.04, 2.01 (4 s, 12 H, CH300), 1.59 (m, 2 H, CH,-
Alkyl), 1.47,1.37 (m, 13 H, [CH3]5-C, CH2-Alkyl), 1.22 (m, 2 H, CHz-Alkyl).

BC-NMR (CDCl3): 6 = 171.3, 170.5, 170.3, 169.7 (CH3-CO), 156.1 (NH-COO), 143.8,
141.9, 127.9, 127.2, 125.1, 120.2 (Fmoc-Ar-C), 84.2 (C-1), 81.9 (C[CHs]3), 74.2 (C-5), 72.0
(C-3), 67.3 (C-2), 67.2 (C-4), 67.5 (O-CH,-Fmoc), 61.5 (C-6), 51.2 (CH-Asp), 47.2 (CH-
Fmoc) 39.5 (NH-CH,-Alkyl), 37.6 (CH-CH,-COO'Bu), 31.0, 29.9, 25.9 (CH,-Alkyl), 28.1
(C[CHj3]3), 21.1, 20.9, 20.8, 20.6 (CH300).

MS [FAB (m/z = 842.3)]: 843.4 [M+H]", 865.4 [M+Na]".

C42Hs4N20O14S (842.33): Ber. C 5984 H 646 N 332 S 380
Gef: C 5982 H 651 N 321 S 373

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-p-D-
galactopyranosyl]-L-asparaginsiure-p-tert-butylester (38)

Durchfiihrung nach AAV 5. Mit 5-Aminopentanol (0.42 g, 4 mmol) und Tetra-O-acetyl-1-
thio-B-D-galactopyranose 15 (1.89 g, 5.2 mmol) erhélt man 38 als weiller amorpher Feststoft.
Ausbeute: 1.51g (1.80 mmol; 45% d. Th.)

[a]p -4.2° (c 4.3, CHCl3)

'H-NMR (CDCls): & = 7.73, 7.55 (d, 2 H, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.37, 7.28 (t, 2 H, J = 7.3
Hz, Fmoc-Ar-H), 6.50 (bs, 1 H, NH-Pentyl), 5.95 (bd, 1 H, J = 6.6 Hz, NH-Asp), 5.39 (s, 1
H, H-4), 5.19 (t, 1 H, J =9.9 Hz, H-2), 5.01 (m, 1 H, H-3), 4.40 (m, 4 H, H-1, O-CH,-Fmoc,
CH-Asp), 4.19 (m, 1 H, CH-Fmoc), 4.09 (m, 2 H, H-6b, H-6a), 3.89 (m, 1 H, H-5), 3.20 (bd,
2 H, NH-CH,-Alkyl), 2.85 (bm, 1 H, CH-CH,-COO'Bu), 2.62 (m, 3 H, S-CH,-Alkyl, CH-
CH,-COO'Bu), 2.11, 2.02, 2.00, 1.95 (4 s, 12 H, CH3-00), 1.58 (m, 2 H, CHx-Alkyl), 1.47,
1.41 (m, 13 H, [CH3]s-C, CH2-Alkyl), 1.22 (m, 2 H, CH2-Alkyl).

BC-NMR (CDCL): & = 171.3, 170.4, 170.1, 169.4 (CH;-CO), 156.1 (NH-COO), 143.7,
141.3, 127.8, 127.1, 125.1, 120.1 (Fmoc-Ar-C), 84.1 (C-1), 81.9 (C[CH3]3), 74.4 (C-3), 71.9
(C-5), 67.3 (C-2), 67.2 (C-4), 67.5 (O-CH,-Fmoc), 62.5 (C-6), 51.2 (CH-Asp), 47.2 (CH-
Fmoc) 39.4 (NH-CH,-Alkyl), 37.6 (CH-CH,-COO'Bu), 29.9, 29.1, 25.9 (CH,-Alkyl), 28.1
(C[CHs]3), 22.9, 22.4, 20.9, 20.7 (CH3-00).

MS [FAB (m/z = 842.3)]: 843.9 [M+H]", 865.9 [M+Na]".

CaoHs4N2O14S (842.33): Ber. C 5984 H 646 N 332 S 3.80
Gef:. C 5946 H 652 N 298 S 3.76

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-[(5-aminopentyl)-2-acetamido-3,4,6-tetra-O-acetyl-1-
thio-B-D-glucopyranosyl]-L-asparaginsiure-p-tert-butylester (39)
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Durchfiihrung nach AAV 5. Mit 5-Aminopentanol (0.42 g, 4 mmol) und Tetra-O-acetyl-1-
thio-f-D-glucosaminpyranosid 30 (1.89 g, 5.2 mmol) erhidlt man 39 als weiler amorpher
Feststoff.

Ausbeute: 0.74 g (0.88 mmol; 22% d. Th.)

'H-NMR (CDCl3): 8 = 7.77, 7.58 (d, 4 H, J = 7.3 Hz, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.40, 7.31 (t,
4 H, J=7.3 Hz, Fmoc-Ar-H), 6.56 (bs, 1 H, NH-Pentyl), 6.02 (d, 1 H, NHACc), 5.95 (bs, 1 H,
NH-Asp), 5.17, 5.07 (m, 2 H, H-3, H-4), 4.49, 4.43 (m, 4 H, H-2, O-CH2-Fmoc, CH-Asp),
4.22 (m, 2 H, H-1, CH-Fmoc), 4.12, 4.08 (m, 2 H, H-6), 3.64 (bm, 1 H, H-5), 3.22 (m, 2 H,
NH-CH,-Alkyl), 2.88 (m, 1 H, CH-CH,-COO'Bu), 2.65 (m, 3 H, S-CH,-Alkyl, CH-CH,-
COO'Bu), 2.06, 2.02, 2.01, 1.94 (4 s, 12 H, CH;00), 1.58 (m, 2 H, CH,-Alkyl), 1.44, 1.37
(m, 13 H, [CH;]3-C, CH,-Alkyl), 1.22 (m, 2 H, CH,-Alkyl)

BC-NMR (CDCly): & = 171.2, 170.9, 170.6, 169.5 (CH;-CO), 156.1 (NH-COO), 143.8,
141.4, 127.9, 127.2, 125.1, 120.2 (Fmoc-Ar-C), 83.8 (C-1), 82.1 (C[CHs]3), 75.9 (C-3), 73.9
(C-5), 68.4 (C-2), 68.3 (C-4), 67.3 (O-CHy-Fmoc), 62.4 (C-6), 53.3 (CH-Asp), 47.3 (CH-
Fmoc) 39.5 (NH-CH,-Alkyl), 37.7 (CH-CH,-COO'Bu), 29.9, 28.9, 25.7 (CH,-Alkyl), 28.2
(C[CHs]3), 23.3 (CH3-NHACc), 20.9, 20.7, 20.6, (CH300).

MS [FAB (m/z = 841.35)]: 842.3 [M+H], 864.3 [M+Na]".

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2,3,4-tri-O-acetyl-1-thio-[3-D-
rhamnopyranosyl|-L-asparaginsiure-B-tert-butylester (40)

Durchfiihrung nach AAV 5. Mit 5-Aminopentanol (0.42 g, 4 mmol) und Tetra-O-acetyl-1-
thio-B-D-rhamnopyranosid 31 (1.59 g, 5.2 mmol) erhilt man 40 als farbloses Ol.

Ausbeute: 0.63 g (0.80 mmol; 20% d. Th.)

'H-NMR (CDCl3): 6 =17.77, 7.75 (d, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.61 (t, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.39 (t, 2
H, Fmoc-Ar-H), 7.30 (t, 2 H, Fmoc-Ar-H), 6.0 (bs, 1 H, NH-Pentyl), 5.85 (bd, 1 H, J = 6.6
Hz, NH-Asp), 5.30, 5.25 (m, 2 H, H-3, H-2), 5.11 (m, 1 H, H-4), 4.76 (m, 1 H, H-5), 4.46 (m,
1 H, H-1), 4.36 (t, 2 H, O-CH,-Fmoc), 4.26 (m, 1 H, CH-Fmoc), 3.89 (m, 2 H, NH-CH,-
Alkyl), 3.00, 2.83 (m, 2 H, CH-CH,-COO'Bu), 2.16, 2.05, 1.97 (3 s, 9 H, CH300), 1.68 (m, 2
H, CHz-Alkyl), 1.47, 1.41 (m, 13 H, [CH3]s-C, CH,-Alkyl), 1.25 (m, 2 H, CH,-Alkyl).
BC-NMR (CDCls): & = 170.0, 169.9, 169.8, 168.9 (CH;-CO), 156.1 (NH-COO), 144.1,
141.4, 127.8, 127.2, 125.4, 120.1 (Fmoc-Ar-C), 91.9 (C-1), 82.4 (C[CH3]3), 77.4 (C-3), 71.4
(C-4), 70.4 (C-2), 69.6 (C-5), 69.1 (O-CH,-Fmoc), 50.7 (CH-Asp), 47.2 (CH-Fmoc) 39.4
(NH-CH,-Alkyl), 37.6 (CH-CH,-COO'Bu), 29.9, 29.1, 25.9 (CH,-Alkyl), 28.1 (C[CH;]s),
20.9, 20.8, 20.7, (CH;00), 17.5 (CHj3, C-6).

MS [FAB (m/z = 784.32)]: 785.3 [M+H]", 807.4 [M+Na]".

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2°,3",4",6 -tetra-O-acetyl-B-D-
glucopyranosyl(1—4)-2,3,6-tri-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosyl|-L-asparaginsiure-f3-
tert-butylester (41)
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Durchfiihrung nach AAV 5. Mit 5-Aminopentanol (0.42 g, 4 mmol) und Hepta-O-acetyl-1-
thio-f-D-cellobiose 33 (3.39 g, 5.2 mmol) erhélt man 41 als weiler amorpher Feststoff.
Ausbeute: 5.26 g (3.64 mmol; 91% d. Th.)
[a]p - 15.3° (€ 3.2, CHCls)
'H-NMR (CDCly): 6 =7.75, 7.56 (d, Fmoc-Ar-H), 7.37, 7.28 (m, Fmoc-Ar-H), 6.48 (bs, 1 H,
NH-Pentyl), 5.93 (bs, 1 H, NH-Asp), 5.14 (m, 2 H, H-3, H-3"), 5.05 (m, 1 H, H-4"), 4.89 (m,
2 H, H-2', H-2), 4.48, 4.41, 4.34 (bm, 7 H, H-1", H-1, H-6a, H-6a’", O-CH,-Fmoc, CH-Asp),
4.20 (m, 1 H, H-6b), 4.08, 4.04 (m, 2 H, H-6b", CH-Fmoc), 3.74 (t, 1 H, J=10.0 H-4), 3.63
(bd, 1 H, H-5), 3.58 (bs, 1 H, H-5") 3.21 (bs, 2 H, NH-CHj-Alkyl), 2.85 (d, 1 H, CH-CH,-
COO'Bu), 2.59 (m, 3 H, S-CH,-Alkyl, CH-CH,-COO'Bu), 2.09, 2.06, 2.02, 2.00, 1.99, 1.96
(7 s, 21 H, CH300), 1.57 (m, 2 H, CH»-Alkyl), 1.55, 1.43 (m, 13 H, [CH3];5-C, CH,-Alkyl),
1.37,1.24 (m, 2 H, CHx-Alkyl).  C-NMR (CDCLy): & = 171.0, 170.2, 170.0, 169.5,
169.4, 169.1, 168.8 (CH3-CO), 155.8 (NH-COO), 143.4, 141.1, 127.5, 126.8, 124.8, 119.8
(Fmoc-Ar-C), 100.6 (C-17), 83.2 (C-1), 81.6 (C[CH3]3), 76.2 (C-4), 73.2 (C-5), 72.7 (C-3"),
71.7 (C-5"), 71.3 (2 C, C-3, C-27), 69.9 (C-2), 67.5 (O-CH,-Fmoc), 66.9 (C-4"), 61.8 (C-6),
61.2 (C-6"), 50.9 (CH-Asp), 46.9 (CH-Fmoc) 39.1 (NH-CH,-Alkyl), 37.3 (CH-CH,-
COO'Bu), 29.6, 28.8, 25.5 (CH,-Alkyl), 27.9 (C[CH3]3), 20.6, 20.5, 20.4, 20.3 (1 C, 1 C, 1 C,
4 C, CH;00).
MS [FAB (m/z=1130.4)]: 1131,1 [M+H]", 1153,1 [M+ Na]".
CssH7o0N202,S (1130.42):  Ber: C 5734 H 624 N 248 S 283

Gef: C 5733 H 636 N 231 S 256

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2°,3",4",6 -tetra-O-acetyl-B-D-
galactopyranosyl(1—4)-2,3,6-tri-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosyl]-L-asparaginsiure-
B-tert-butylester (42)

Durchfiihrung nach AAV 5. Mit 5-Aminopentanol (0.42 g, 4 mmol) und Hepta-O-acetyl-1-
thio-f-D-lactose 34 (3.39 g, 5.2 mmol) erhélt man 42 als weiler amorpher Feststoff.
Ausbeute: 5.12 g (3.56 mmol; 89% d. Th.)

[a]p —2.7° (c 1.0, CHCl5)

'H-NMR (CDCls): & = 7.75, 7.55 (bd, Fmoc-Ar-H), 7.37, 7.28 (m, Fmoc-Ar-H), 6.56 (bs, 1
H, NH-Pentyl), 6.01 (bs, 1 H, NH-Asp), 5.32 (s, 1 H, H-4"), 5.18 (bt, | H, J = 8.8 Hz, H-2"),
5.08 (bt, 1 H, J = 8.8 Hz, H-3"), 4.91 (m, 2 H, H-3, H-2), 4.43 (m, 6 H, H-1, H-1", H-6a, O-
CHz-Fmoc, CH-Asp), 4.19 (m, 1 H, CH-Fmoc), 4.07 (m, 3 H, H-6a’, H-6b, H-6b"), 3.86 (bm,
1 H, H-5"),3.75 (bt, 1 H, J34=9.4, J45s=9.1 H-4), 3.57 (m, b, 1 H, H-5), 3.19 (bs, 2 H, NH-
CHa-Alkyl), 2.81 (m, 1 H, CH-CH,-COO'Bu), 2.59 (m, 3 H, S-CHy-Alkyl, CH-CH,-
COO'Bu), 2.12, 2.07, 2.01, 1.94 (4 s, 21 H, CH300), 1.55 (m, 2 H, CH,-Alkyl), 1.42, 1.36,
1.22 (m, 13 H, [CH3]5-C, CH2-Alkyl), 1.22 (m, 2 H, CHz-Alkyl).

BC-NMR (CDClL): & = 171.0, 170.1, 170.3, 170.1, 170.0, 169.6, 169.0 (CH3-CO), 156.0
(NH-COO), 143.6, 141.2, 127.7, 127.0, 125.0, 120.0 (Fmoc-Ar-C), 101.0 (C-1"), 83.3 (C-1),
81.6 (C[CH3]3), 76.6 (C-4), 76.1 (C-5), 73.7 (C-3), 70.9 (C-3"), 70.6 (C-2), 70.7 (C-5"), 67.4
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(O-CH,-Fmoc), 67.0 (C-2), 66.6 (C-4"), 62.3 (C-6"), 61.2 (C-6), 51.1 (CH-Asp), 47.1 (CH-
Fmoc) 39.3 (NH-CH,-Alkyl), 37.5 (CH-CH,-COO'Bu), 29.8, 28.8, 25.7 (CHy-Alkyl), 28.0
(C[CH;]3), 21.0, 20.8, 20.7, 20.6, 20.5, 20.4 (1 C, 1 C, 1 C, 1 C, 2 C, 1 C, CH;00).

MS [FAB (m/z = 1130.4)]: 1131,3 [M + H]", 1153,3 [M + Na]".

Cs4H70N2O22S (1130.42):  Ber: C 5734 H 624 N 248 S 283
Gef: C 5718 H 630 N 252 S 273

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2°,3",4",6 -tetra-O-acetyl-a-D-
glucopyranosyl(1—4)-2,3,6-tri-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosyl|-L-asparaginsiiure-f3-
tert-butylester (43)

Durchfiihrung nach AAV 5. Mit 5-Aminopentanol (0.42 g, 4 mmol) und Hepta-O-acetyl-1-
thio-B-D-maltose 35 (3.39 g, 5.2 mmol) erhélt man 43 als weiller amorpher Feststoff.
Ausbeute: 3.53 g (2.44 mmol; 61% d. Th.)

[a]p + 19.4° (€ 0.2, CHClL,)

'H-NMR (CDCly): 6 =7.76, 7.57 (d, Fmoc-Ar-H), 7.40, 7.31 (m, Fmoc-Ar-H), 6.50 (bs, 1 H,
NH-Pentyl), 5.95 (bs, 1 H, NH-Asp), 539 (d, 1 H, J = 3.3 Hz, H-1"), 5.35 (m, 1 H, H-3"),
5.26 (t, 1 H,J=9.0 Hz H-3), 5.04 (t, 1 H, J=10.0 Hz, H-4"), 4.87 (m, 1 H, H-2), 4.84 (m, 1
H, H-2"), 4.49, 4.46, 4.42 (bm, 4 H, H-1, H-6a, O-CH,-Fmoc, CH-Asp), 4.25 (m, 1 H, H-6b),
423 (m, 1 H, H-6a"), 4.12 (m, 1 H, H-6b" ), 4.06 (m, 1 H, CH-Fmoc), 4.02 (m, 1 H, H-4),
3.97 (m, 1 H, H-5"), 3.95 (m, 1 H, H-5) 3.22 (bs, 2 H, NH-CH,-Alkyl), 2.87 (d, 1 H, CH-
CH,-COO'Bu), 2.60 (m, 3 H, S-CH,-Alkyl, CH-CH»-COO'Bu), 2.14, 2.12, 2.09, 2.04, 2.01
1.99 (4 s, 21 H, CH300), 1.57, 1.44 (m, 13 H, [CH3]5-C, CH,-Alkyl), 1.37, 1.24 (m, 2 H,
CHy-Alkyl).

BC-NMR (CDClL): & = 171.4, 170.8, 170.7, 170.4, 170.2, 170.0, 169.7 (CH3-CO), 156.0
(NH-COO), 143.8, 141.4, 127.9, 127.3, 125.1, 120.2 (Fmoc-Ar-C), 95.7 (C-1"), 83.3 (C-1),
81.9 (C[CHs]3), 72.8 (C-3), 70.9 (C-5), 70.1 (C-4), 69.5 (C-2), 68.6 (C-2"), 68.3 (C-3"), 68.1
(C-5"), 67.4 (O-CH,-Fmoc), 66.6 (C-4"), 63.1 (C-6), 61.6 (C-6"), 51.2 (CH-Asp), 47.3 (CH-
Fmoc) 39.5 (NH-CH,-Alkyl), 37.7 (CH-CH,-COO'Bu), 29.9 29.3, 25.9 (CH,-Alkyl), 28.2
(C[CH3]»), 21.0, 20.9, 20.8, 20.7,20.6 (1 C,1 C,2 C, 2 C, 1 C, CH;00).

MS [FAB (m/z = 1130.4)]: 1131.4 [M+H]", 1153.2 [M+Na]".

CssH70N2O20S (1130.42):  Ber: C 5734 H 624 N 248 S 283
Gef:. C 5714 H 623 N 224 S 255
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N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2°,3",4",6 -tetra-O-acetyl-o-D-
galactopyranosyl(1—6)-2,3,4-tri-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosyl]-L-asparaginsiure-
B-tert-butylester (44)
Durchfiihrung nach AAV 5. Mit 5-Aminopentanol (0.42 g, 4 mmol) und Hepta-O-acetyl-1-
thio--D-mellobiose 36 (3.39 g, 5.2 mmol) erhdlt man 44 als weiller amorpher Feststoff.
[a]p + 68.2° (¢ 1, CHCl3)
Ausbeute: 2.53 g (2.24 mmol; 56% d. Th.)
'H-NMR (CDCls): & = 7.76, 7.58 (bd, Fmoc-Ar-H), 7.40, 7.31 (m, Fmoc-Ar-H), 6.55 (bs, 1
H, NH-Pentyl), 5.96 (bs, 1 H, NH-Asp), 5.45 (s, 1 H, H-3), 5.32 (m, 1 H, H-4"), 5.20 (m, 2 H,
H-4", H-3), 5.07 (m, 2 H, H-2", H-2), 4.95 (t, 1 H, H-1"), 4.44 (m, 4 H, O-CH2-Fmoc, CH-
Asp, H-6"), 4.22 (m, 2 H, CH-Fmoc, H-1), 4.07 (m, 1 H, H-5), 3.70, 3.57 (m, 3 H, H-6a, H-
6b, H-5"), 3.24 (bs, 2 H, NH-CH,-Alkyl), 2.87 (m, 1 H, CH-CH,-COO'Bu), 2.62 (m, 3 H, S-
CHy-Alkyl, CH-CH,-COO'Bu), 2.12, 2.04, 1.99, 1.97 (4 s, 21 H, CH300), 1.62 (m, 2 H,
CH,-Alkyl), 1.44, 1.39, 1.25 (m, 13 H, [CH3]5-C, CH,-Alkyl), 1.22 (m, 2 H, CH,-Alkyl).
PC-NMR (CDCls): & = 170.6, 170.4, 170.3, 170.2, 169.9, 169.7, 169.4, 168.9 (CH3-CO),
156.0 (NH-COO), 143.6, 141.2, 127.7, 127.0, 125.0, 120.0 (Fmoc-Ar-C), 96.1 (C-1"), 90.3
(C-1),81.7 (C[CH3]3), 78.5 (C-4), 73.6 (C-5), 73.6 (C-3), 70.5 (C-3"), 69.9 (C-2), 69.3 (C-5"),
68.7 (C-2), 68.5 (C-4") 67.4 (O-CH,-Fmoc), 66.1 (C-6"), 61.7 (C-6), 51.1 (CH-Asp), 47.1
(CH-Fmoc) 39.3 (NH-CH,-Alkyl), 37.5 (CH-CH,-COO'Bu), 29.8, 28.8, 25.7 (CH,-Alkyl),
28.0 (C[CHs]3), 21.1, 20.9, 20.7, 20.6, 20.5 (5 s, 21 H, CH300).
CssH70N202,S (1130.41):  Ber: C 5734 H 624 N 248 S 283

Gef: C 5762 H 636 N 240 S 241

MS [FAB (m/z = 1130.4)]: 1131.2 [M+H]", 1153.3 [M+Na]".
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8.3.2 Zu Kapitel 6.1.2

N-(tert-Butoxycarbonyl)-L-valinol (45)

Durchfiihrung nach AAV 6. Mit L-Boc-Valin (10.9 g, 50 mmol) erhdlt man 45 als weillen
kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 7.31 g (36 mmol; 72 % d. Th.)

'H-NMR (CDCL): & (ppm) = 4.66 (bd, 1 H, J = 6.6 Hz, NH), 3.58 (m, 2 H, CH,-OH), 3.37
(bm, 1 H, CH-NH), 3.10 (bs, 1 H, OH), 1.79 (m, 1 H, CH-(CHj3),), 1.44 (s, 9 H, [CH3]5-C),
0.89 (m, 6 H, CH-(CHs)5).

C-NMR (CDCls): & (ppm) = 157.2 (NH-COO), 79.8 (C[CHs]3), 64.4 (CH,-OH), 58.3 (CH-
NH), 29.6 (CH-(CHs)»), 28.7 (C[CHj3]3), 19.9, 18.8 (CH-(CHs),).

[FAB (m/z = 203.15)]: 204.20 [M+H]".

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-L-aspartol-B-tert-butylester (46)

Durchfiihrung nach AAV 6. Mit N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-L-asparaginsdure-p-tert-
butylester (20.5 g, 50 mmol) erhdlt man nach einer S#ulenchromatographie (Eluent
P:E:DCM-2:2:1) 46 als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 8.7 g (21.9 mmol; 43.8 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls): & (ppm) = 7.76, 7.59 (d, 2 H, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.39, 7.30 (t, 2 H, J
= 7.3 Hz, Fmoc-Ar-H), 5.58 (bd, 1 H, J = 6.6 Hz, NH), 4.39 (db, 2 H, J = 5.8 Hz, CH,-
Fmoc), 4.20 (t, 1 H, CH-Fmoc), 4.04 (sb, 1 H, OH), 3.70 (sb, 2 H, CH,OH), 2.56 (bd, 2 H,
CH,-COO'Bu), 1.44 (s, 9 H, [CH3]5-C).

BC-NMR (CDCL): & (ppm) = 170.7 (COOBu), 156.4 (NH-COO), 143.8, 141.4, 127.9,
127.2, 125.1, 120.1 (Fmoc-Ar-C), 81.6 (C[CHs]3), 66.9 (CH,-Fmoc), 64.5 (CH,OH), 50.1
(CH-NH) 47.3 (CH-Fmoc), 37.4 (CH,-COO'Bu), 28.1 (C[CH3]5).

[FAB (m/z =397.2)]: 398.2 [M+H]".

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-a-D-mannopyranosyl)-L-
asparaginsiure-p-tert-butyl ester (47)

Durchfiihrung nach AAV 5. Mit 1-Thiomannopyranose 14 (1.89 g, 5.2 mmol) und L-a-
Phenylglycinol (0.60 g, 4 mmol) erhédlt man nach einer Sdulenchromatographie (Eluent P:E-
1:1) 47 als weiller Feststoff.

Ausbeute: 1.15 g (1.52 mmol; 38 % d. Th.)

'H-NMR (CDCl3): 6 = 7.77, 7.76 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.65, 7.61 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H),
7.40, 7.33 (m, 4 H, Fmoc-Ar-H), 5.98 (m, 1 H, NH-Asp), 5.89 (s, 1 H, NH-CH), 5.37 (m, 1
H, H-3), 5.34 (m, 1 H, H-4), 5.16 (m, 1 H, Hz H-2), 4.67 (m, 1 H, H-1), 4.57 (m, 1 H, CH-
Fmoc), 4.41, 4.27 (m, 3 H, H-6a, O-CH,-Fmoc), 4.10 (m, 1 H, H-6b), 3.99, 3.96 (m, 2 H,



8 Experimenteller Teil 167

CH-Asp, H-5), 3.04 (dd, 1 H, CH-CH,-COO'Bu), 2.67 (dd, 1 H, CH-CH,-COO'Bu), 2.17 (m,
2 H, S-CHy), 2.10, 2.08, 2.04, 1.99 (4 s, 12 H, CHs-Acetyl), 1.44 (s, 9 H, [CH3]5-C).
BC-NMR (CDCls): & = 170.6 (Asp-CO-CH), 170.1, 170.0, 169.9, 169.7 (CH3-CO), 155.7
(NH-COO), 143.7, 143.5, 141.3, 127.7, 127.1, 125.0, 120.0 (Fmoc-Ar-C), 82.3 (C[CH:]s),
80.4 (C-1), 76.9 (C-5), 72.3 (C-3), 70.9 (C-4), 69.7 (C-5), 67.3 (O-CH,-Fmoc), 65.8 (C-2),
62.0 (C-6), 57.6 (CH-Asp), 47.1 (CH-Fmoc), 37.3 (CH,-Asp), 28.0 (C[CH3]3), 20.9 , 20.7,
20.6, 20.5 (CH;3-Acetyl).

[FAB (m/z = 757.2)]: 780.2 [M+Na]".

C37H43NO14S (757.2): Ber. C 5864 H 572 N 185 S 423
Gef: C 5834 H 579 N 178 S 421

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(L-a-phenylglycinyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-o-D-
mannopyranosyl]-L-asparaginsidure-B-tert-butyl ester (48)

Durchfiihrung nach AAV 8 und AAV 9. Mit Boc-L-a-Phenylglycinol 54 (0.95 g, 4 mmol)
und Tetra-O-acetyl-1-thio-a-D-mannopyranosid 14 (1.45 g, 4 mmol) erhdlt man 48 als
weillen amorphen Feststoff.

Ausbeute: 2.35 g (2.7 mmol; 67 % d. Th.)

[a]p + 67.5° (c 1, CHCl3)

'H-NMR (CDCls): & = 7.75, 7.64 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.59, 7.57 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H),
7.41, 7.39 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.36, 7.33 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.36, 7.34 (m, 2 H, CH,-
Ar-H), 7.32, 7.31, 7.29 (m, 3 H, CH,-Ar-H), 5.98 (m, 1 H, NH-Asp), 5.89 (s, | H, NH-CH),
5.37 (m, 1 H, H-3), 5.34 (m, 1 H, H-4), 5.16 (m, 1 H, J = 3.1 Hz H-2), 4.69 (m, 1 H, CH-
CH,-Ar), 4.59 (m, 1 H, H-1), 4.44 (m, 1 H, CH-Fmoc), 4.27 (m, 3 H, H-6a, O-CH,-Fmoc),
4.09 (m, 1 H, H-6b), 3.99 (m, 1 H, CH-Asp), 3.80 (m, 1 H, H-5), 3.05 (dd, 1 H, CH-CH,-
COO'Bu), 2.68 (dd, 1 H, CH-CH,-COO'Bu), 2.18 (m, 2 H, S-CH,), 2.10, 2.08, 2.04, 1.99 (4
s, 12 H, CHs-Acetyl), 1.43 (s, 9 H, [CH3]5-C).

BC-NMR (CDCl): & = 195.9 (NH-CO), 170.8 (Asp-CO-CH), 170.1, 170.0, 169.9, 169.7
(CH;-CO), 156.0 (NH-COO), 143.9, 141.6, 128.1, 127.5, 125.4, 120.3 (Fmoc-Ar-C), 143.6,
141.4, 127.4, 125.2 (CH;,-Ar-C), 82.6 (C[CHzs]3), 80.8 (C-1), 79.7 (C-5), 77.4 (C-3), 72.6 (C-
2), 71.3 (C-4), 68.0 (O-CH,-Fmoc), 62.5 (C-6), 57.8 (CH-Asp), 47.4 (CH-Fmoc), 47.3 (CH-
Ar), 37.8 (CHx-Asp), 37.6 (CH-CH,-COO'Bu), 28.4 (C[CH3]3), 21.3 , 21.1, 21.0, 20.9 (CH3-
Acetyl).

[FAB (m/z = 876.3)]: 899.3 [M+Na]".

CasHs52N2014S (876.9): Ber. C 6163 H 598 N 319 S 3.66
Gef:. C 6138 H 58 N 3.00 S 348

Fluorenylmethyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio--D-glucopyranosid (49)

Durchfiihrung nach AAV 8. Mit Fmoc-L-a-Phenylglycinol 50 (1.44 g, 4 mmol) und Tetra-O-
acetyl-1-thio-a-D-mannopyranosid 14 (1.45 g, 4 mmol) erhélt man 47 als weilen amorphen
Feststoff.
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Ausbeute: 1.46 g (2.7 mmol; 67 % d. Th.)

'H-NMR (CDCl): 6 = 7.75, 7.64 (m, 4 H, Fmoc-Ar-H), 7.41, 7.39 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H),
7.36, 7.33 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H), 5.34, 5.31, 5.22 (m, 3 H, H-3, H-2, H-4), 4.30 (m, 1 H, H-1,
H-6a), 4.16 (m, 1 H, H-5), 4.07 (m, 1 H, H-6b), 3.21, 3.09 (m, 2 H, CH»-S), 2.15, 2.03, 1.97,
1.94 (4 s, 12 H, CH3-Acetyl).

[FAB (m/z = 542.6)]: 542.1 [M]", 565.2 [M+Na]".

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-L-phenylglycinol (50)

L-Phenylglycinol (0.66 g, 4.83 mmol) und N-Fluorenylmethoxycarbonylchlorid (1.25, 4.83
mmol) werden in Dioxan (200 mL) gelost und unter starkem Riihren bei 0 °C ges. NaHCO:;-
Lsg. (150 mL) zugegeben. Nach Riihren iiber Nacht bei RT werden H,O (200 mL) und
EtOAc (200 mL) zugegeben. Die organische Phase wird abgetrennt und die wissrige Phase
nochmals mit EtOAc (2 x 100 mL) extrahiert und die vereinigte org. Phasen iiber MgSOj4
getrocknet. Nach dem Einengen wird 50 als weier Feststoff erhalten.

Ausbeute: 1.71 g roh (4.76 mmol; 98.4 % d. Th.)

'H-NMR (CDCl;): & = 7.87, 7.73 (m, 4 H, Fmoc-Ar-H), 7.42, 7.39, 7.31 (m, 9 H, Fmoc-Ar-
H, Ar-H), 4.90 (bs, 1 H, NH), 4.60 (sd, 1 H, CH,-CH-Ar), 4.29 (CH,-Fmoc), 4.21 (CH-
Fmoc), 3.55 (m, 2 H, HO-CH,).

BC-NMR (CDCls): & (ppm) = 156.4 (NH-COO), 142.8, 140.2, 126.8, 126.3, 125.7, 126.6,
123.9, 118.8 (m, 1 H, Fmoc-Ar-C), 64.1 (CH,-Fmoc), 63.4 (CH,OH), 56.1 (CH-Fmoc), 45.5
(CH-NH).

[FAB (m/z = 359.2)]: 382.2 [M+Na]".

N-tert-Butyloxycarbonyl-a-(L-a-phenylglycinyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-o-D-
mannopyranosid (52)

Durchfiihrung nach AAV 8. Mit Boc-L-a.-Phenylglycinol 54 (0.95 g, 4 mmol) und Tetra-O-
acetyl-1-thio-a-D-mannopyranose 14 (1.45 g, 4 mmol) erhélt man 52 als weilen amorphen
Feststoff.

Ausbeute: 1.66 g (2.8 mmol; 71 % d. Th.)

'H-NMR (CDCl3): & = 7.31 (m, 5 H, Ar-H), 5.41 (m, 1 H, H-3), 5.34 (m, 2 H, H-2, H-4),
4.67 (bd, 1 H, CH-CH,-Ar), 4.39, 4.34 (m, 2 H, H-1, H-6a), 4.13 (m, 1 H, H-5), 4.07 (m, 1 H,
H-6b), 2.88, 2.67 (m, 2 H, S-CHy), 2.21, 2.10, 2.09, 2.04 (4 s, 12 H, CHs-Acetyl), 1.46(s, 9
H, [CH3]3-C).

BC-NMR (CDCly): & = 170.1, 170.0, 169.8, 169.7 (CH;-CO), 156.1 (NH-COO), 137.2,
129.4, 128.7, 126.6 (CH;,-Ar-C), 83.0 (C-1), 79.8 (C[CHzs]3), 77.3 (C-5), 70.6 (C-3), 69.4 (C-
2), 66.4 (C-4), 62.5 (C-6), 47.5 (CH,-CH-Ar), 37.2 (S-CH»), 28.5 (C[CH3]3), 21.0 , 20.8,
20.7,20.6 (CHs-Acetyl).

[FAB (m/z = 583.2)]: 584.1 [M+H]" ,606.1 [M+Na]".
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(L-a-Phenylglycinyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-o-D-mannopyranosid (53)

Verbindung 52 (1.66 g, 2.8 mmol) werden in 50%iger TFA in CH,Cl, aufgenommen und 10
min geriihrt. AnschlieBend wurde die TFA mehrmals mit Toluol coevaporiert bis alles TFA
entfernt ist. Nach trocknen am Hochvakuum bleibt Verbindung 53 als weil3-gelblicher
Feststoff zuriick der roh weiter zu Verbindung 54 umgesetzt wurde.

Ausbeute: 1.40 g roh (2.9 mmol; 104 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls): & = 7.28 (m, 5 H, Ar-H), 5.40 (m, 1 H, H-3), 5.32 (m, 2 H, H-2, H-4),
4.66 (bd, 1 H, CH-CH,-Ar), 4.39, 4.35 (m, 2 H, H-1, H-6a), 4.12 (m, 1 H, H-5), 4.09 (m, 1 H,
H-6b), 3.32 (bs, 2 H, NH,), 2.88, 2.67 (m, 2 H, S-CHy), 2.20, 2.10, 2.09, 2.04 (4 s, 12 H,
CHs-Acetyl).

BC-NMR (CDCL): & = 170.3, 170.1, 169.9, 169.7 (CHs-CO), 156.0 (NH-COO), 137.2,
129.4, 128.7, 126.5 (CH,-Ar-C), 82.9 (C-1), 77.2 (C-5), 70.8 (C-3), 69.3 (C-2), 66.4 (C-4),
62.4 (C-6), 49.6 (CH,-CH-Ar), 37.1 (S-CHy), 21.1, 20.9, 20.8, 20.7 (CH3-Acetyl).

[FAB (m/z = 483.2)]: 484.1 [M+H]", 506.1 [M+Na]".

N-tert-Butyloxycarbonyl-a-L-phenylglycinol (54)

Durchfiihrung nach AAV 7. Mit L-Phenylglycinol (7.0 g, 51 mmol) erhdlt man 54 als weillen
kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 8.14 g (34.3 mmol; 67.3% d. Th.)

'H-NMR (CDCls): & = 7.34, 7.29 (m, 5 H, Ar-H), 5.35 (bs, 1 H, NH), 4.76 (s, 1 H, CH,-CH-
Ar), 3.79 (s, 1 H, CH,-OH), 2.60 (m, 2 H, HO), 1.48 (s, 9 H, [CH3]5-C).

BC-NMR (CDCL): & (ppm) = 156.3 (NH-COO), 139.6, 128.8, 127.7, 126.7 (Fmoc-Ar-C),
80.0 (C[CH3]»), 66.8 (CH,-CH-Ar), 56.9 (CH-NH), 28.4 (C[CHj3]s3).

[FAB (m/z = 237.2)]: 238.2 [M+H]", 260.1 [M+Na]".

N-tert-Butyloxycarbonyl-a-D-phenylglycinol (55)

Durchfiihrung nach AAV 7. Mit D-Phenylglycinol (7.0 g, 51 mmol) erhdlt man 55 als weilen
kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 7.70 g (32.4 mmol; 63.6% d. Th.)

'H-NMR (CDCl3): & = 7.34, 7.29 (m, 5 H, Ar-H), 5.35 (bs, 1 H, NH), 4.76 (s, 1 H, CH,-CH-
Ar), 3.79 (s, 1 H, CH,-OH), 2.60 (m, 2 H, HO), 1.48 (s, 9 H, [CH3]5-C).

BC-NMR (CDCL): & (ppm) = 156.3 (NH-COO), 139.6, 128.8, 127.7, 126.7 (Fmoc-Ar-C),
80.0 (C[CH3]5), 66.8 (CH,-CH-Ar), 56.9 (CH-NH), 28.4 (C[CHj3]3).

[FAB (m/z =237.2)]: 238.1 [M+H]", 260.1 [M+Na]".

N-tert-Butyloxycarbonyl-a-L-phenylalaninol (56)
Durchfiihrung nach AAV 7. Mit L-Phenylalaninol (7.71 g, 51 mmol) erhdlt man 56 als
weillen kristallinen Feststoff.
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Ausbeute: 8.41 g (33.5 mmol; 65.6% d. Th.)

'H-NMR (CDCls): & = 7.34, 7.29 (m, 5 H, Ar-H), 5.36 (bs, 1 H, NH), 4.63 (s, 1 H, CH,-CH-
Ar), 3.79 (s, 1 H, CH,-OH), 2.87, 2.65, 2.60 (m, 4 H, CH-CH,-Ar, CH,-OH), 1.48 (s, 9 H,
[CH3]3-C).

BC-NMR (CDCL): & (ppm) = 156.3 (NH-COO), 137.2, 129.5, 128.8, 126.9 (Fmoc-Ar-C),
83.0 (C[CH3]s), 66.8 (CH,-CH-Ar), 50.6 (CH-NH), 35.2 (CH-CH,-Ar), 28.4 (C[CH3]5).
[FAB (m/z = 251.2)]: 274.3 [M+Na]".

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(L-a-phenylglycinyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-
glucopyranosyl]-L-asparaginsiure-p-tert-butylester (57)

Durchfiihrung nach AAV 8 und AAV 9. Mit Boc-L-a-Phenylglycinol 54 (0.95 g, 4 mmol)
und Tetra-O-acetyl-1-thio-a-D-glucopyranose 17 (1.45 g, 4 mmol) erhilt man 57 als weillen
amorphen Feststoff.

Ausbeute: 2.25 g (2.6 mmol; 64 % d. Th.)

[a]p +36.2° (¢ 1, CHCl3)

'H-NMR (CDCly): 6="7.77,7.75 (d, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.58, 7.56 (d, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.40
(t, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.29, 7.28 (m, 7 H, Fmoc-Ar-H, Ar-H), 6.01 (bd, 1 H, NH-Asp), 5.15
(m, 2 H, H-3, H-4), 5.04 (t, 1 H, J= 3.1 Hz, H-2), 4.95 (t, 1 H, CH-CH»-Ar), 4.57 (d, 1 H,J =
6.8, CH-Fmoc), 4.40 (O-CH2-Fmoc), 4.33 (d, 1 H, J =9.9 Hz, H-1), 4.19 (m, 3 H, H-6a, H-
6b, H-5), 3.60 (bd, 1 H, J = 9.9 Hz, CH-Asp), 3.13, 2.97 (m, 2 H, CH-CH,-COO'Bu), 2.88,
2.68 (m, 2 H, CH-CH,-COO'Bu), 1.93 (m, 2 H, S-CHy,), 2.06, 2.02, 2.01, 2.04, 1.93 (4 s, 12
H, CH300), 1.45 (s, 9 H, [CH3]5-C).

BC-NMR (CDCls): & = 170.9 (Asp-CO-CH), 170.1, 170.0, 169.9, 169.7 (CHs-CO), 156.0
(NH-COO), 143.8, 140.1, 128.1, 127.5, 125.4, 120.3 (Fmoc-Ar-C), 143.7, 141.4, 126.6,
125.2 (CH,-Ar-C), 82.7 (C[CHs]3), 82.1 (C-1),76.2 (C-5), 73.9 (C-3), 70.0 (C-2), 68.2 (C-4),
67.4 (O-CH-Fmoc), 62.0 (C-6), 53.3 (CH-Asp), 49.3 (CH-Ar), 47.3 (CH-Fmoc), 37.8 (CHa-
Asp), 34.1 (CH-CH,-COO'Bu), 28.2 (C[CH3]3), 20.8 , 20.7, 20.6 (CH300).

[FAB (m/z = 876.3)]: 899.2 [M+Na]".

CasHs52N2014S (876.9): Ber. C 6163 H 598 N 319 S 3.66
Gef:. C 6135 H 505 N 3.04 S 347

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(L-a-phenylglycinyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-
galactopyranosyl]-L-asparaginsiure-f-tert-butylester (58)

Durchfiihrung nach AAV 8 und AAV 9. Mit Boc-L-a-Phenylglycinol 54 (0.95 g, 4 mmol)
und Tetra-O-acetyl-1-thio-a-D-galactopyranose 15 (1.45 g, 4 mmol) erhélt man 58 als weillen
amorphen Feststoff.

Ausbeute: 2.42 g (2.7 mmol; 69 % d. Th.)

[a]p + 5.6° (¢ 1, CHCl3)
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'H-NMR (CDCl3): 6=17.77,7.75 (d, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.57, 7.55 (d, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.38
(t, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.27 (m, 7 H, Fmoc-Ar-H, Ar-H), 5.99 (bd, 1 H, NH-Asp), 5.38 (m, 1
H, H-4), 5.16 (m, 2 H, Hz, H-2, H-3), 4.95 (m, 1 H, CH-CH,-Ar), 4.57 (bs, 1 H, NH-Fmoc),
4.41 (sd, 2 H, J = 5.3 Hz, O-CH;-Fmoc), 4.25 (bs, 1 H, J = 9.9 Hz, H-1), 4.19 (m, 1 H, CH-
Fmoc), 4.13 (m, 2 H, H-6), 3.76 (m, 1 H, H-5), 3.18, 3.00 (m, 2 H, CH-CH,-COO'Bu), 2.89,
2.66 (m, 2 H, CH-CH,-COO'Bu), 2.35 (s, 2 H, S-CH,), 2.12, 2.03, 2.00, 1.96 (4 s, 12 H,
CHs00), 1.44 (s, 9 H, [CH3]5-C).

BC-NMR (CDCl3): 0 = 171.4 (Asp-CO-CH), 170.5, 170.3, 169.9, 169.8 (CH3-CO), 156.2
(NH-COO), 143.9, 140.0, 128.0, 127.9, 127.3, 125.4, 120.3 (Fmoc-Ar-C), 143.7, 141.4,
126.6, 125.1 (CH,-Ar-C), 83.1 (C-1), 82.1 (C[CH3]5), 77.4 (C-3), 74.6 (C-5), 71.8 (C-2), 67.4
(C-4), 67.3 (O-CH;,-Fmoc), 61.6 (C-6), 53.3 (CH-Asp), 51.3 (CH-Ar), 47.2 (CH-Fmoc), 37.5
(CH,-Asp), 35.1 (CH-CH,-COO'Bu), 28.2 (C[CH3]3), 21.6 , 20.9, 20.8, 20.7 (CH;00).

[FAB (m/z = 876.3)]: 899.3 [M+Na]".

C4sHs52N2014S (876.9): Ber. C 6163 H 598 N 319 S 3.66
Gef: C 6141 H 599 N 294 S 335

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(D-a-phenylglycinyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-a-D-
mannopyranosyl]-L-asparaginsiure-B-tert-butylester (60)

Durchfiihrung nach AAV 8 und AAV 9. Mit Boc-D-a-Phenylglycinol 55 (0.95 g, 4 mmol)
und Tetra-O-acetyl-1-thio-a-D-mannopyranose 14 (1.45 g, 4 mmol) erhdlt man 60 als weillen
amorphen Feststoff.

Ausbeute: 1.68 g (1.9 mmol; 48 % d. Th.)

'H-NMR (CDCl3): & = 7.76, 7.64 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.59, 7.55 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H),
7.41, 7.39 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.35, 7.33 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.36, 7.34 (m, 2 H, CH,-
Ar-H), 7.32, 7.31, 7.29 (m, 3 H, CH,-Ar-H), 5.97 (m, 1 H, NH-Asp), 5.84 (s, 1 H, NH-CH),
5.37 (m, 1 H, H-3), 5.34 (m, 1 H, H-4), 5.16 (m, 1 H, J = 3.1 Hz H-2), 4.69 (m, 1 H, CH-
CH;-Ar), 4.59 (m, 1 H, H-1), 4.45 (m, 1 H, CH-Fmoc), 4.27 (m, 3 H, H-6a, O-CH,-Fmoc),
4.08 (m, 1 H, H-6b), 3.99 (m, 1 H, CH-Asp), 3.81 (m, 1 H, H-5), 3.05 (dd, 1 H, CH-CH,-
COO'Bu), 2.67 (dd, 1 H, CH-CH»-COO'Bu), 2.18 (m, 2 H, S-CHy), 2.10, 2.08, 2.04, 1.99 (4
s, 12 H, CH300), 1.43 (s, 9 H, [CH3]5-C).

BC-NMR (CDCl3): & = 195.9 (NH-CO), 170.7 (Asp-CO-CH), 170.0, 160.9, 169.8, 169.7
(CH3-CO), 156.0 (NH-COO), 143.9, 141.4, 128.0, 127.5, 125.4, 120.3 (Fmoc-Ar-C), 143.6,
141.4, 127.4, 125.2 (CH»-Ar-C), 82.9 (C[CHs]3), 81.0 (C-1), 79.7 (C-5), 77.4 (C-3), 72.6 (C-
2), 71.3 (C-4), 68.0 (O-CH,-Fmoc), 62.5 (C-6), 57.8 (CH-Asp), 47.4 (CH-Fmoc), 47.3 (CH-
Ar), 37.7 (CH,-Asp), 37.6 (CH-CH,-COO'Bu), 28.4 (C[CHs]5), 21.3 , 21.1, 21.0, 20.9
(CH300).

[FAB (m/z = 876.3)]: 899.5 [M+Na]".

C4sHs52N2014S (876.9): Ber. C 6163 H 598 N 319 S 3.66
Gef: C 6148 H 584 N 310 S 345
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N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(L-o-phenylalaninyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-o-D-
mannopyranosyl]-L-asparaginsiure--tert-butylester (61)

Durchfiihrung nach AAV 8 und AAV 9. Mit Boc-L-a-Phenylalaninol 56 (1.00 g, 4 mmol)
und Tetra-O-acetyl-1-thio-a-D-mannopyranose 14 (1.45 g, 4 mmol) erhdlt man 61 als weillen
amorphen Feststoff.

Ausbeute: 1.60 g (1.8 mmol; 45 % d. Th.)

[a]p +59.3° (c 1, CHCIl3)

'H-NMR (CDCl3): 6 = 7.77, 7.58 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.41, 7.32 (m, 4 H, Fmoc-Ar-H),
7.21,7.13 (m, 5 H, CH;-Ar-H), 6.43 (bd, 1 H, NH-Asp), 5.65 (s, 1 H, NH-CH), 5.33 (m, 1 H,
H-3), 5.30 (m, 1 H, H-4), 5.26 (st, 1 H, H-2), 4.63 (m, 1 H, CH-CH,-Ar), 4.49 (m, 1 H, H-1),
4.41, 4.39 (m, 2 H, CH-Fmoc, CH—CHz—COOtBu), 4.29, 4.26 (m, 3 H, H-6a, O-CH,-Fmoc),
421 (m, 1 H, H-6b), 4.01 (t, 1 H, S-CH,-CH-NH), 3.71 (m, 1 H, H-5), 3.26, 3.07 (m, 2 H, S-
CH,), 2.87, 2.64 (m, 2 H, CH-CH,- COO'Bu), 2.15, 2.05, 2.03, 1.99 (4 s, 12 H, CH300),
1.47(s, 9 H, [CH3]3-C).

BC-NMR (CDCl3): & = 195.9 (NH-CO), 170.8 (Asp-CO-CH), 170.1, 170.0, 169.9, 169.7
(CH3-CO), 156.0 (NH-COO), 143.8, 141.4, 127.9, 127.2, 125.1, 120.1 (Fmoc-Ar-C), 136.6,
129.2, 127.0, 126.9, 125.0 (CH,-Ar-C), 82.7 (C-1), 82.0 (C[CH3]3), 71.0 (C-5), 69.5 (C-3),
69.4 (C-2), 67.5 (C-4), 66.3 (O-CH,-Fmoc), 62.5 (C-6), 51.1 (CH-Asp), 49.7 (CH-CH,-Ar),
47.2 (CH-Fmoc), 39.4 (CH-CH,-Ar), 35.2 (CH,-Asp), 34.5 (CH,-COO'Bu), 24.9 (S-CH,),
20.9,20.8, 20.7, 20.6 (CH500).

[FAB (m/z = 890.3)]: 913.3 [M+Na]".

C42Hs4N2014S (842.9): Ber. C 6201 H 611 N 314 S 3.60
Gef: C 6200 H 633 N 319 S 328

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(L-a-valaninyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-o-D-
mannopyranosyl]-L-asparaginsiure-p-tert-butylester (62)

Durchfiihrung nach AAV 8 und AAV 9. Mit Boc-L-a-Valinol 45 (0.81 g, 4 mmol) und Tetra-
O-acetyl-1-thio-o-D-mannopyranose 14 (1.45 g, 4 mmol) erhilt man 62 als farbloses Ol.
Ausbeute: 2.46 g (2.9 mmol; 73 % d. Th.)

[a]p + 54.4° (c 1, CHCIl3)

'H-NMR (CDCls): & = 7.76, 7.57 (d, 2 H, J = 7.3 Hz, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.40, 7.30 (t,
2 H,J=17.3 Hz, Fmoc-Ar-H), 6.42 (bd, 1 H, NH-Val), 5.90 (bd, 1 H, NH-Asp), 5.31 (m, 1 H,
H-3),5.26 (m, 1 H, J=9.6 Hz, H-4), 5.22 (m, 1 H, J= 3.1 Hz H-2), 4.70 (bd, 1 H, H-1), 4.47
(bt, 2 H, O-CH2-Fmoc) 4.33 (m, 1 H, CH—CHz—COOtBu), 4.29 (m, 1 H, CH-Fmoc), 4.22,
4.10 (m, 2 H, H-6a, H-6b), 3.97 (t, 1 H, S-CH,-CH-NH), 3.95 (m, 1 H, H-5), 2.84 (m, 1 H,
CH-CH»-COO'Bu), 2.62 (m, 3 H, S-CH,-Val, CH-CH,-COO'Bu), 2.15, 2.08, 2.04, 1.98 (4 s,
12 H, CH300), 1.47(s, 9 H, [CH3]5-C), 1.26 (t, 1 H, CH-(CH3)2), 0.89 (m, 6 H, CH-(CHj3),).
BC-NMR (CDCly): & = 171.0, 170.2, 170.1, 169.9 (CH;-CO), 156.3 (NH-COO), 143.6,
141.4, 127.9, 127.2, 125.1, 120.2 (Fmoc-Ar-C), 82.1 (C[CHs]3), 81.9 (C-1), 70.8 (C-5), 69.5
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(C-3), 69.2 (C-2), 67.6 (C-4), 66.4 (O-CH,-Fmoc), 62.7 (C-6), 53.3 (CH-Asp), 47.2 (CH-
Fmoc), 37.6 (CH,-COO'Bu), 31.1 (S-CH,), 28.1 (C[CH;]5), 24.9 (CH-(CHs),), 21.1 , 20.9,
20.8, 20.6 (CH;00), 19.9, 18.8 (CH-(CHs),).

[(MALDI-TOF) (m/z = 842.3)]: 865.8 [M+Na]".

CaHsaN2O14S (842.9): Ber. C 5984 H 646 N 332 S 3.80
Gef:. C 5948 H 654 N 337 S 357

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-[(L-a-valaninyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-3-D-
glucopyranosyl]-L-asparaginsiure-fB-tert-butylester (63)

Durchfiihrung nach AAV 8 und AAV 9. Mit Boc-L-a-Valinol 45 (0.81 g, 4 mmol) und Tetra-
O-acetyl-1-thio-a-D-glucopyranose 17 (1.45 g, 4 mmol) erhélt man 63 als weillen amorphen
Feststoft.

Ausbeute: 2.53 g (3 mmol; 75 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls): & = 7.76, 7.57 (d, 2 H, J = 7.3 Hz, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.40, 7.30 (t,
2 H, J=17.3 Hz, Fmoc-Ar-H), 6.70 (bd, 1 H, NH-Val), 5.87 (bd, 1 H, NH-Asp), 5.20 (t, 1 H,
J=9.4 Hz, H-3),5.09 (t, 1 H, J=9.6 Hz, H-4), 5.00 (t, 1 H, J=9.6 Hz, H-2), 4.61 (m, 1 H,
H-1), 4.54 (bt, 2 H, O-CH,-Fmoc) 4.33 (m, 1 H, CH-CH,-COO'Bu), 4.29 (m, 1 H, CH-
Fmoc), 4.22, 4.10 (m, 2 H, H-6a, H-6b), 3.97 (t, | H, S-CH,-CH-NH), 3.87 (m, 1 H, H-5),
2.99,2.87, 2.64 (m, 4 H, m, 2 H, S-CH,, CH-CH,-COO'Bu), 2.15, 2.08, 2.04, 1.98 (4 s, 12 H,
CH300), 1.45 (s, 9 H, [CH3]5-C), 1.26 (t, 1 H, CH-(CH3),), 0.89 (m, 6 H, CH-(CHj3),).
BC.NMR (CDCly): & = 171.0, 170.2, 170.1, 169.9 (CH;-CO), 156.3 (NH-COO), 143.6,
141.4, 127.9, 127.2, 125.1, 120.2 (Fmoc-Ar-C), 82.5 (C[CHs]3), 82.1 (C-1), 76.2 (C-5), 73.7
(C-3), 70.0 (C-4), 67.9 (C-2), 67.4 (O-CH,-Fmoc), 61.7 (C-6), 53.3 (CH-Asp), 47.2 (CH-
Fmoc), 33.4 (CH,-COO'Bu), 31.1 (S-CH,), 28.1 (C[CH;]3), 24.9 (CH-(CHs),), 21.1 , 20.9,
20.8, 20.7 (CH300), 19.9, 18.8 (CH-(CHj3);,).

[(MALDI-TOF) (m/z = 842.3)]: 865.4 [M+Na]".

CaHsaN20O14S (842.9): Ber. C 5984 H 646 N 332 S 3.80
Gef:. C 5958 H 652 N 331 S 3.67

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(L-a-valaninyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-3-D-
galactopyranosyl]-L-asparaginsiure-f-tert-butylester (64)

Durchfiihrung nach AAV 8 und AAV 9. Mit Boc-L-a-Valinol 45 (0.81 g, 4 mmol) und Tetra-
O-acetyl-1-thio-a-D-galactopyranose 15 (1.45 g, 4 mmol) erhilt man 64 als weillen amorphen
Feststoff.

Ausbeute: 2.43 g (2.9 mmol; 72 % d. Th.)

[a]p-3.7° (c 1, CHCL)

'H-NMR (CDCls): & = 7.76, 7.57 (d, 2 H, J = 7.3 Hz, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.40, 7.31 (t,
2 H, J=7.3 Hz, Fmoc-Ar-H), 6.61 (bd, 1 H, NH-Val), 6.03 (bd, 1 H, NH-Asp), 5.42 (sd, 1 H,
J=3.3Hz, H-4),5.19(t, 1 H, J=9.9 Hz, H-2), 5.07 (m, 1 H, H-3),4.55(d, 1 H, J=10.1 Hz,
H-1), 451 (bm, 1 H, CH-CH,-COO'Bu), 4.41 (m, 2 H, O-CH,-Fmoc), 4.22 (t, 1 H, CH-
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Fmoc), 4.10 (m, 2 H, H-6a, H-6b), 3.97 (t, 1 H, S-CH,-CH-NH), 3.88 (m, 1 H, H-5), 2.90,
2.85,2.79, 2.64 (m, 4 H, m, 2 H, S-CH,, CH-CH,-COO'Bu), 2.14, 2.05, 1.99, 1.97 (4 s, 12 H,
CH300), 1.45 (s, 9 H, [CH3]5-C), 1.25 (t, 1 H, CH-(CHs)»), 0.89 (m, 6 H, CH-(CH),).
BC.NMR (CDCly): & = 171.0, 170.5, 170.1, 169.7 (CHs-CO), 156.3 (NH-COO), 143.8,
141.4, 127.9, 127.2, 125.1, 120.2 (Fmoc-Ar-C), 83.7 (C-1), 82.0 (C[CH;]3), 77.4 (CH,-C),
74.4 (C-3), 71.9 (C-5), 67.5 (C-2), 67.4 (C-4), 67.3 (CH,-Fmoc), 61.7 (C-6), 54.7 (CH-Asp),
47.2 (CH-Fmoc), 33.8 (CH,-COO'Bu), 32.4 (S-CH,), 28.2 (C[CHs]s), 25.0 (CH-(CHj),), 20.9
,20.8, 20.7, 20.7 (CH;00), 19.6, 17.6 (CH-(CHs),).

[(MALDI-TOF) (m/z = 842.3)]: 865.3 [M+Na]".

C42Hs4N2014S (842.9): Ber. C 5984 H 646 N 332 S 3.80
Gef: C 5965 H 665 N 330 S 332
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8.3.3 Zu Kapitel 6.1.3

2,3,4,6-Penta-O-acetyl-a-D-mannopyranosid (65)

Durchfiihrung nach AAV 1. Mit Mannose (20.5 g, 114 mmol) erhilt man 65 als farbloses Ol.
Ausbeute: 39.6 g (101 mmol; 89 % d. Th.)

[FAB (m/z =390.1)]: 413.1 [M+Na]".

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-o-D-mannopyranosylbromid (66)

Durchfiihrung nach AAV 3. Mit Pentaacetylmannose 65 (31.2 g, 80 mmol) erhilt man 66 als
farbloses Ol.

Ausbeute: 27.6 g (67.2 mmol; 84 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls): 6 =6.29 (s, | H, H-1), 5.72 (dd, 1 H, H-3), 5.40 (s, | H, H-2), 5.36 (t, | H,
H-4), 4.33 (m, 2 H, H-6a), 4.23 (m, 1 H, H-5), 4.13 (m, 1 H, H-6b), 2.17, 2.10, 2.07, 2.00 (4
s, 12 H, CHs-Acetyl).

[FAB (m/z = 410.02)]: 433.02 [M+Na]".

(4-Nitrophenyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-o-D-mannopyranosid (67)

A. Uber PTC

Acetobrommanose 66 (0.2 g, 0.50 mmol) und TBAHS (0.17 g, 0.50 mmol) wurden in EtOAc
(2 mL) geldst. Dazu wurde eine wissrige Losung aus p-Nitrothiophenol (0.12 g, 0.74 mmol)
in Na,CO; (1 M, 2 mL) gegeben und 2 h bei RT geriihrt. Anschlieend wurde die organische
Phase abgetrennt, iiber MgSO, getrocknet und das Losemittel im Vakuum entfernt. Das
Produkt 67 wurde nach Saulenchromatographie (P:E-3:4) als leicht gelblicher Feststoff
erhalten.

Ausbeute: 97 mg (0.21 mmol; 41 % d. Th.)

B. Uber BF;-Etherat

Pentaacetylmannose 65 (0.16 g, 0.40 mmol) und p-Nitrothiophenol (78 mg, 0.50 mmol)
wurden in abs. CH,Cl, (3 mL) gelost, auf 0 °C gekiihlt und BF;-Etherat (200 pL, 1.6 mmol, 6
= 1,12 g/mL) dazu injiziert. Nach 6 h wird wie unter C. beschrieben aufgearbeitet, wobei das
Produkt 67 als leicht gelblicher Feststoff erhalten wurde.

Ausbeute: 109 mg (0.22 mmol; 55 % d. Th.)

C. Uber SnCly

Pentaacetylmannose 65 (0.16 g, 0.40 mmol) und p-Nitrothiophenol (78 mg, 0.50 mmol) wur-
den in abs. CH,Cl, (3 mL) geldst, auf 0 °C gekiihlt und SnCly (190 pL, 1.6 mmol, d = 2,22
g/mL) dazu injiziert. Nach 6 h wird mit CH,Cl, (10 mL) verdiinnt, {iber Celite flitriert und
mit kalter HC1 (1 M, 2 mL) gewaschen. Anschliefend wird nochmals mit ges. NaHCO;-Lsg.
(2 x 2 mL) und H,O (2 x 2 mL) ausgeschiittelt, bis die org. Phase farblos war. Die org. Phase
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wird liber MgSO, getrocknet und das Losemittel evaporiert. Nach Sdulenchromatographie
(P:E-3:4) wurde das Produkt 67 als leicht gelblicher Feststoff erhalten.

Ausbeute: 138 mg (0.28 mmol; 71 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls): & = 8.15, 8.13, 7.59, 7.57 (m, 4 H, Ar-H), 5.97 (s, 1 H, H-1), 5.57 (m, 1 H,
H-3), 5.37 (m, 1 H, H-3), 5.34 (m, 1 H, H-4), 4.30 (m, 2 H, H-6), 4.12 (m, 1 H, H-5), 2.16,
2.09,2.05, 1.99 (4 s, 12 H, CH300).

BC-NMR (CDClL): & = 170.6, 169.8, 169.7, 169.6 (CH;-CO), 146.7, 142.7 (Ar-C), 129.6,
124.2 (Ar-CH), 90.1 (C-1), 77.6 (C-5), 71.4 (C-3), 67.8 (C-4), 65.4 (C-2), 61.7 (C-6), 20.9,
20.8, 20.7, 20.6 (CH500).

[FAB (m/z = 485.1)]: 508.1 [M+Na]".

(4-Aminophenyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-a-D-mannopyranosid (68)

Verbindung 67 (49 mg, 0.1 mmol) und SnCl, Dihydrat (110 mg, 0.5 mmol) wurden in EtOH
(3 mL) geldst und auf 70 °C fiir 4 h erhitzt. Die Reaktionslosung wurde auf Eiswasser (10
mL) gegossen und der pH-Wert mit ges. NaHCOj; auf 7 eingestellt. Danach wurde mit EtOAc
(3 x 20 mL) extrahiert, die org. Phase mit H,O (2 x 10 mL) gewaschen, iiber MgSO4
getrocknet und zur Trockne eingeengt. Das Produkt 68 wurde dabei als weiller Feststoff
erhalten.

Ausbeute: 48.2 mg (0.11 mmol; 106 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls): § = 7.54, 7.25 (m, 4 H, Ar-H), 5.62 (s, 1 H, H-1), 5.47 (m, 1 H, H-3), 5.29
(m, 1 H, H-2), 5.22 (m, 1 H, H-4), 4.86 (s, 2 H, NH,) 4.28 (m, 2 H, H-6), 4.12 (m, 1 H, H-5),
2.16, 2.09, 2.05, 1.99 (4 s, 12 H, CH300).

BC-NMR (CDCls): & = 170.2, 169.9, 169.7, 169.6 (CH3-CO), 136.7, 132.7 (Ar-C), 124.6,
119.2 (Ar-CH), 88.1 (C-1), 77.6 (C-5), 71.4 (C-3), 67.8 (C-4), 65.4 (C-2), 61.7 (C-6), 21.0,
20.8,20.7, 20.6 (CH500).

[FAB (m/z = 455.1)]: 478.2 [M+Na]".

4-(N-tert-Butyloxycarbonylaminomethyl)-benzylalkohol (69)

Durchfiihrung nach AAV 7. Mit Aminoethylbenzylakohol (2.37 g, 10 mmol) erhdlt man 69
als weillen kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 1.80 g (7.6 mmol; 76 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls): 8 = 7.43, 7.26 (m, 4 H, Ar-H), 4.97 (bs, 1 H, NH), 4.63 (s, 2 H, CH,-OH),
4.25 (sd, 2 H, CH,-NH), 2.46 (bs, 1 H, OH), 1.44 (s, 9 H, CH;-'Bu).

BC-NMR (CDClL): & = 156.1 (CH3-CO), 140.2, 138.3 (Ar-C), 127.6, 127.0 (Ar-CH), 79.7
(C-'Bu), 64.9 (CH,-OH), 44.5 (CH,-NH), 28.4 (CH;3-'Bu).

[FAB (m/z =237.2)]: 238.2 [M+H]", 260.1 [M+Na]".
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[4-(N-tert-Butyloxycarbonylaminomethyl)-benzyl]-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-o-D-
mannopyranosid (70)

Durchfiihrung nach AAV 8. Mit Boc-Aminoethylbenzylakohol 69 (0.95 g, 4 mmol) und
Tetra-O-acetyl-1-thio-a-D-mannopyranose 14 (1.45 g, 4 mmol) nach Sdulenchromato-graphie
(P:E-1:1) erhélt man Produkt 70 als weilen amorphen Feststoft.

Ausbeute: 1.68 g (2.88 mmol; 72 % d. Th.)

'H-NMR (CDCl3): & = 7.24 (m, 4 H, Ar-H), 5.29 (m, 2 H, H-3, H-4), 5.07 (s, 1 H, H-2), 4.92
(bs, 1 H, NH), 4.35, 4.29, 4.24 (bm, 4 H, CH,-NH, H-1, H-6,), 4.12 (m, 2 H, H-5, H-6y), 3.75
(q, 2 H, CH,-S), 2.18, 2.15, 2.05, 2.00 (4 s, 12 H, CH300), 1.46 (s, 9 H, CH3-'Bu).

BC-NMR (CDCL): & = 169.0 (CH3-CO), 138.4, 136.1 (Ar-C), 129.3, 127.9 (Ar-CH), 81.4
(C-Bu), 70.7 (C-4), 69.8 (C-3), 69.0 (C-2), 66.4 (C-5), 62.5 (C-6), 44.2 (CH,-NH), 34.4
(CH,-S), 28.5 (CH;-'Bu).

[FAB (m/z =583.2)]: 584.1 [M+H]", 606.1 [M+Na]".

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-[(4-aminobenzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-a-D-
mannopyranosyl]-L-asparaginsiure-B-tert-butyl ester (72)
Durchfiihrung nach AAV 9. Mit Verbindung 70 (1.17 g, 2 mmol) erhélt man Produkt 72 als
weillen Feststoff.
Ausbeute: 1.39 g (1.58 mmol; 79 % d. Th.)
[a]p +205.9° (c 1, CHCI3)
'H-NMR (CDCls): § =8 = 7.78, 7.58 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.43 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.31,
7.29 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.26, 7.24 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H), 6,83 (m, 1 H, NH-Asp), 6.01,
5.99 (bd, 1 H, NH-CH), 5.49 (m, 1 H, H-3), 5.34 (m, 1 H, H-4), 5.25 (m, 1 H, H-2), 4.67 (s, 2
H, CH,-NHCO), 4.56 (bs, 1 H, NH), 4.47, 4.35, 4.32 (bm, 5 H, CH,-NH, H-1, CH-Fmoc, H-
6.), 4.21, 4.12, 4.10 (bm, 4 H, O-CH,-Fmoc, H-6,, H-5), 3.00 (m, 1 H,), 2.70 (dd, 1 H, CH-
CH,-COO'Bu), 2.18, 2.12, 2.08, 2.06 (4 s, 12 H, CHs-Acetyl), 2.02 (m, 2 H, S-CH,), 1.46 (s,
9 H, CH;-Bu).
BC-NMR (CDCL): & = 169.9, 169.7 (CHs-CO), 156.1 (NH-COO), 143.6, 141.3, 128.1,
127.5, 125.4, 120.3 (Fmoc-Ar-C), 138.4, 136.1 (Ar-C), 129.3, 127.9 (Ar-CH), 81.8
(C[CH3]3), 81.5 (C-1), 76.4 (C-5), 71.8 (C-4), 69.7 (C-3), 68.1 (O-CH,-Fmoc), 67.1 (C-2),
62.7 (C-6), 62.1 (CH-Asp), 51.2 (CH-Fmoc), 43.1 (Ar-CH,-NH), 37.5 (CH»-Asp), 37.6 (CH-
CH,-COO'Bu), 34.4 (CH,-S), 28.5 (CH3-Bu) 21.3 , 21.1, 21.0, 20.9 (CH3-Acetyl).
CasHs5oN»014S (876.31): Ber. C 61,63 H 598 N 319 S 3.66

Gef:. C 6164 H 604 N 3.02 S 341

[FAB (m/z =876.3)]: 877.2 [M+H]", 899.1 [M+Na]".
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8.3.4 Zu Kapitel 6.1.4

1-Methylsulfonyl-3-(N-fluorenylmethoxycarbonyl-(S)-amino)-butansiure-tert-butylester
(73)

Zu Verbindung 43 (0.40 g, 1 mmol) in abs. CH,Cl, (2 mL) wurden DIPEA (257 pL, 1.5
mmol) und bei 0 °C Methansulfochlorid (116 uL, 1.5 mmol) injiziert. Nach 3 h wurde mit
CH,ClI; (30 mL) verdiinnt und mit ges. NaCl-Lsg (4 x 5 mL), KHSO4-Lsg (1 M, 5 mL), ges.
NaCl-Lsg (5 mL), ges. NaHCOs-Lsg (5 mL), ges. NaCl-Lsg (5 mL) gewaschen und tiiber
MgSO4 getrocknet. Das Produkt wird nach Sé&ulenchromatographie (P:E-2:1) als weiller
Feststoff erhalten

Ausbeute: 95 mg (0.2 mmol; 20 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls): & (ppm) = 7.76, 7.59 (d, 2 H, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.39, 7.30 (t, 2 H, J
= 7.3 Hz, Fmoc-Ar-H), 5.53 (bd, 1 H, J = 6.6 Hz, NH), 4.41 (bd, 2 H, J = 5.8 Hz, CH,-
Fmoc), 4.38 (m, 2 H, CH,-SO,Me), 4.21 (t, 1 H, CH-Fmoc), 4.14 (m, 1 H, CH-Asp), 2.99 (s,
3 H, SO,CH3), 2.57 (bd, 2 H, CH,-COO'Bu), 1.44 (s, 9 H, [CH3];-C).

BC-NMR (CDCl): & (ppm) = 171.2 (COOBu), 155.7 (NH-COO), 143.8, 141.4, 127.9,
127.2, 125.1, 120.2 (Fmoc-Ar-C), 81.9 (C[CHs]3), 69.9 (CH,-SO,Me), 67.0 (CH,-Fmoc),
60.4 (CH-Asp), 47.2 (CH-Fmoc), 37.4 (CH,-COO'Bu), 36.4 (CH3-SO,), 28.1 (C[CH3]3).

[FAB (m/z = 475.2)]: 476.1 [M+H]", 498.1 [M+Na]".

1-Azido-3-(N-fluorenylmethoxycarbonyl-(S)-amino)-butansiure-tert-butylester (74)
A. Generieren einer HN3 in Toluol (4%-10%)

Da Stickstoffwasserstoffsdure sehr giftig und in reiner Form hoch explosiv ist, wurde die
Reaktion in einem gut ziehenden, separaten Abzug durchgefiihrt. Uber die Gefahren und
Sicherheitsvorkehrungen beim Arbeiten mit HNj; siche Allgemeiner Teil.

In einem Dreihalskolben (100 mL) mit Tropftrichter, Innenthermometer, Magnetriihrstdbchen
(fiir Suspensionen) und Gasableitungsrohr wurden NaN3; (3.25 g, 50 mmol) mit lauwarmen
H,0 (3.25 mL) iibergossen. Die Suspension wurde mit Toluol (20 mL) iiberschichtet und auf
0 °C abgekiihlt. Danach wurde unter Riithren die H,SO4 (2.53 g, 97%ig) tropfenweise
zugegeben, so dass die Innentemperatur nicht iiber 10 °C anstieg. Nach dem Zutropfen wurde
die Toluol-Ldsung vorsichtig mit einer Pipette aufgenommen und auf einen Filter mit MgSO4
getropft. Die durchgesickerte Losung wurde direkt weiter umgesetzt. Zum bestimmen der
Konzentration an HNj;, wurden 3 mL der Ldosung mit 30 mL H,O verdiinnt und iiber
Phenolphtalein mit NaOH (1 M) titriert. Dabei wurde eine 3.5%ige HNj3-Lsg. in Toluol
erhalten.

B. Einfiihren der Azidfunktion in Aspartol 46 iiber Mitsunobu-Reaktion
Aspartol 46 (0.80 g, 2 mmol) und Ph;P (0.79 g, 3 mmol) wurden in 20 mL abs. Toluol gelost

und bei 0 °C die frisch hergestellte HN3-Losung (14 mL, 3.5% aus A.) zugegeben. Zu der
Losung wurde DIAD (630 mL, 3.2 mmol) zugetropft und anschlieend noch 30 min bei RT
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geriihrt. Danach wurde die Reaktionslosung mit ges. NaHCOs-Losung (25 mL) neutralisiert
und Ether (50 mL) zugegeben. Die org. Phase wurde mit ges. NaHCO;-Losung (2 x 10 mL),
H,O (4 x 10 mL), tiber MgSOy4 getrocknet und das Losungsmittel evaporiert. Der Riickstand
wurde iiber Sdulenchromatographie (P:E-3:1) gereinigt, wobei das Produkt 46 als weiller
Feststoff erhalten wurde.

Ausbeute: 0.79 g (1.88 mmol; 94 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls): & (ppm) =7.76, 7.59 (d, 2 H, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.39, 7.30 (t, 2 H, J
= 7.3 Hz, Fmoc-Ar-H), 5.43 (bd, 1 H, J = 6.6 Hz, NH), 4.39 (bd, 2 H, J = 5.8 Hz, CH,-
Fmoc), 4.20 (t, 1 H, CH-Fmoc), 4.12 (m, 1 H, CH-Asp), 3.51 (m, 2 H, CH2N3), 2.54 (sd, 2 H,
CH,-COO'Bu), 1.44 (s, 9 H, [CH3]5-C).

BC-NMR (CDCL): & (ppm) = 170.7 (COO'Bu), 156.4 (NH-COO), 143.8, 141.4, 127.9,
127.2, 125.1, 120.1 (Fmoc-Ar-C), 81.6 (C[CHs]3), 67.0 (CH,-Fmoc), 53.8 (CH;,N3), 48.0
(CH-NH) 47.3 (CH-Fmoc), 37.4 (CH,-COO'Bu), 28.1 (C[CH3]53).

[FAB (m/z = 422.2)]: 423.2 [M+H]".

Propargyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-a-D-mannopyranosid (76)

Durchfiihrung nach AAV 11. Mit 1-Thiomannopyranose 14 (1.46 g, 4 mmol) erhdlt man 76
als farbloses Ol.

Ausbeute: 1.27 g (3.2 mmol; 79 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls): & (ppm) = 5.45, 5.38, 5.24 (m, 3 H, H-2, H-3, H-4), 520 (d, 1 H, J=6.1
Hz, H-1), 4.34 (m, 2 H, H-6), 4.10 (m, 1 H, H-5), 3.43, 3.25 (d, 2 H, J = 16.7 Hz, -CH,-C),
2.26 (t, 1 H, C-CH), 2.04, 2.02, 1.98, 1.97 (4 s, 12 H, CH300).

BC-NMR (CDCl): & (ppm) = 170.7, 170.2, 169.5, 169.4 (CH3-CO), 81.5 (C-1), 78.6 (CH,-
C), 72.0 (C-CH), 70.5 (C-5), 69.7 (C-4), 69.4 (C-2), 66.3 (C-3), 62.4 (C-6), 20.8, 20.7, 20.7,
20.6 (CH;00), 17.6 (S-CH,).

[FAB (m/z = 402.1)]: 403.3 [M+H]".

Propargyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-p-D-galactopyranosid (77)
Durchfiihrung nach AAV 11. Mit 1-Thiogalactopyranose 15 (1.46 g, 4 mmol) erhilt man 77
als weillen Feststoff.

Ausbeute: 1.22 g (3.1 mmol; 76 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls): & (ppm) = 5.43 (sd, 1 H, J =3.3 Hz, H-4), 5.06 (t, 1 H, J =9.9 Hz, H-2),
5.06 (m, 1 H, H-3), 4.74 (d, 1 H, J=10.1 Hz, H-1), 4.13 (m, 2 H, H-6a, H-6b), 3.95 (t, 1 H, J
= 6.6 Hz, H-5), 3.56, 3.29 (d, 2 H, J = 16.7 Hz, -CH,-C), 2.29 (t, 1 H, C-CH), 2.15, 2.06,
2.02,1.98 (4 s, 12 H, CH300).

C-NMR (CDCls): & (ppm) = 170.5, 170.3, 170.2, 169.8 (CH3-CO), 82.6 (C-1), 78.8 (CH,-
C), 74.7 (C-3), 72.0 (C-CH), 71.9 (C-5), 67.3 (C-2), 67.2 (C-4), 61.4 (C-6), 20.9, 20.8, 20.7
(CH300), 17.7 (S-CHy).

[FAB (m/z = 402.1)]: 403.0 [M+H]".



8 Experimenteller Teil 180

Propargyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-f-D-glucopyranosid (78)

Durchfiihrung nach AAV 11. Mit 1-Thioglucopyranose 17 (1.46 g, 4 mmol) erhélt man 78 als
weilen Feststoft.

Ausbeute: 1.33 g (3.3 mmol; 83 % d. Th.)

'H-NMR (CDCl;): & (ppm) = 5.22 (t, 1 H, J = 9.4 Hz, H-3), 5.06, 5.02 (m, 2 H, H-4, H-2),
4.73 (d, 1 H,J=10.1 Hz, H-1), 4.22 (m, 1 H, H-6a), 4.10 (m, 1 H, H-6b), 3.71 (bm, 1 H, H-
5), 3.52,3.26 (d, 2 H, J = 16.7 Hz, -CH,-C), 2.25 (t, 1 H, C-CH), 2.04, 2.02, 1.98, 1.97 (4 s,
12 H, CHs-Acetyl).

BC-NMR (CDCl): & (ppm) = 170.7, 170.2, 169.5, 169.4 (CH3-CO), 82.1 (C-1), 78.7 (CH-
C), 76.0 (C-5), 73.8 (C-3), 72.0 (C-CH), 69.8 (C-4), 68.3 (C-2), 62.0 (C-6), 20.8, 20.7, 20.7,
20.6 (CH3-Acetyl), 17.6 (S-CH,).

[FAB (m/z = 402.1)]: 403.1 [M+H]".

Propargyl-2,3,4-tri-O-acetyl-6-methyl-1-thio-B-D-fucopyranosid (79)

Durchfiihrung nach AAV 11. Mit 1-Thiofucopyranose 32 (1.28 g, 4 mmol) erhélt man 79 als
farbloses Ol.

Ausbeute: 1.25 g (3.5 mmol; 87 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls): & (ppm) = 5.25 (m, 1 H, H-4), 5.18 (d, 1 H, J = 10.1 Hz, H-2), 5.06 (dd, J
=99,J=3.31H,H-3),4.68(d, 1 H,J=9.8 Hz, H-1), 3.83 (q, 1 H, J= 6.5 Hz, H-5), 3.54,
3.27 (d, 2 H, J=16.6 Hz, -CH,-C), 2.23 (t, J = 2.6 Hz, 1 H, C-CH), 2.14, 2.03, 1.95 (4 s, 12
H, CH;00) 1.20 (m, 3 H, CH3, H-6).

C-NMR (CDCls): & (ppm) = 170.7, 170.1, 169.8 (CH;-CO), 82.3 (C-1), 79.1 (CH,-C), 73.8
(C-3), 72.4 (C-CH), 71.7 (C-4), 70.5 (C-2), 67.3 (C-5), 20.8, 20.7, 20.6 (CH300), 17.5 (S-
CH,), 16.4 (C-6).

[FAB (m/z = 358.1)]: 359.2 [M+H]".

Propargyl-2,3,4-tri-O-acetyl-(2°,3",4°,6 -tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl(1—4)-
2,3,6-tri-O-acetyl-1-thio-f-D-glucopyranosyl) (80)

Durchfiihrung nach AAV 11. Mit 1-Thiolactopyranose 34 (2.61 g, 4 mmol) erhédlt man 80 als
farblosen Feststoff.

Ausbeute: 2.24 ¢ (3.3 mmol; 81 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls): & (ppm) = 5.32 (s, 1 H, H-4"), 5.23 (t, 1 H, J =9.1 Hz, H-2"), 5.08 (bt, 1
H, J=8.8 Hz, H-3"), 4.94 (m, 2 H, H-3, H-2),4.74 (d, 1 H, J=10.1 Hz, H-1"), 4.47 (m, 2 H,
H-1, H-6a,) 4.10 (m, 3 H, H-6a’, H-6b, H-6b"), 3.86 (bt, 1 H, J=6.6, H-5"), 3.79 (bt, 1 H, J34
=9.6,J45=9.3 H-4), 3.62 (bm, 1 H, H-5), 3.51,3.24 (d,2 H, J = 16.7 Hz, -CH,-C), 2.25 (t, 1
H, C-CH), 2.13, 2.10, 2.04, 2.03, 2.02, 1.94 (7 s, 21 H, CH300).

BC-NMR (CDCL): & (ppm) =170.4, 170.2, 170.1, 169.8, 169.2, 169.1(CH;-CO), 101.1 (C-
1), 81.8 (C-1), 78.8 (CH,-C), 76.4 (C-4), 76.2 (C-5), 73.7 (C-3), 72.0 (C-CH), 71.0 (C-3"),
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70.8 (C-2), 70.2 (C-5"), 69.0 (C-2"), 66.7 (C-4"), 62.1 (C-6"), 61.0 (C-6), 21.2, 21.0, 20.9,
20.8, 20.7, 20.6 (CH300), 17.6 (S-CH,).
[FAB (m/z = 690.2)]: 691.3 [M+H]".

3-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-(S)-amino)-4-[(1H-1,2,3-triazoyl)-4-(2,3,4,6-tetra-O-
acetyl-methyl-1-thio-a-D-mannopyranosyl)]-butansaure-tert-butylester (81)

Durchfiihrung nach AAV 11. Mit Propargyl-1-thiomannopyranosid 76 (242 mg, 0.6 mmol)
erhiilt man 81 als farbloses Ol.

Ausbeute: 0.42 g (0.51 mmol; 85 % d. Th.)

[a]p + 70.9° (¢ 7.2, CHCl,)

'H-NMR (CDCls): & (ppm) = 7.73, 7.55 (d, 2 H, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.41 (s, 1 H, CH-
Triazol), 7.37, 7.28 (t, 2 H, J = 7.3 Hz, Fmoc-Ar-H), 5.67 (bd, 1 H, J = 6.6 Hz, NH) 5.32 (t, 1
H, J=9.4 Hz, H-2), 5.24, 5.22 (m, 2 H, Hz, H-3, H-4), 4.57 (m, 2 H, (CH;),-CH-NH), 4.38,
4.36, 4.25 (m, 1 H, CH,-Fmoc, H-1, H-6a), 4.18 (m, 1 H, CH-Fmoc), 4.10 (m, 1 H, H-6b),
4.09 (m, 2 H, CH,-Triazol), 4.04, 3.84 (m, 3 H, S-CHy), 3.69 (bm, 1 H, H-5), 2.45 (bd, 2 H,
CH,-COO'Bu), 2.06, 2.03, 1.98, 1.98 (4 s, 12 H, CH300) 1.45 (s, 9 H, [CH3];-C).

BC-NMR (CDCls): & (ppm) = 170.8, 170.2, 169.6, 169.5 (CH;-CO), 155.7 (NH-COO),
143.8, 141.4, 127.9, 127.2, 125.1, 120.1 (Fmoc-Ar-C), 144.9 (Triazol-Ar-C), 123.4 (Triazol-
Ar-CH), 81.9 (C[CHs]3), 81.5 (C-1), 71.4 (C-5), 69.6 (C-3), 69.5 (CH;-Fmoc), 66.3 (C-2),
62.4 (C-6), 52.3 (CH-CH,-Triazol), 48.5 (CH-NH) 47.4 (CH-Fmoc), 36.8 (CH,-COO'Bu),
28.2 (C[CHs]3), 25.0 (CH>-S), 20.9, 20.8, 20.7, 20.7 (CH300).

[FAB (m/z = 824.3)]: 825.4 [M+H]".

CaoH4gN4O13S (824.3): Ber. C 5824 H 587 N 679 S 3.89
Gef:. C 5781 H 58 N 640 S 3.78

3-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-(S)-amino)-4-[(1H-1,2,3-triazoyl)-4-(2,3,4,6-tetra-O-
acetyl-methyl-1-thio-B-D-galactopyranosyl)]-butansiure-tert-butylester (82)
Durchfiihrung nach AAV 11. Mit Propargyl-1-thiogalactopyranosid 77 (242 mg, 0.6 mmol)
erhilt man 82 als weillen amorphen Feststoff.

Ausbeute: 0.35 g (0.41 mmol; 69 % d. Th.)

[a]lp — 19.2° (¢ 1.0, CHCI»)

'H-NMR (CDCls): & (ppm) = 7.76, 7.56 (d, 2 H, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.40 (s, 1 H, CH-
Triazol), 7.37, 7.32 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H), 5.62 (bd, 1 H, J = 6.6 Hz, NH), 5.42 (ds, 1 H, J =
3.3 Hz, H-4), 5.24 (t, 1 H, J = 9.9 Hz, H-2), 5.04 (m, 1 H, H-3), 4.58 (m, 2 H, H-1, (CHy),-
CH-NH), 4.41 (m, 2 H, CH,-Fmoc), 4.35 (m, 1 H, CH-Fmoc), 4.21 (m, 1 H, H-6a), 4.11 (m,
1 H, H-6b), 4.09 (m, 2 H, CH,-Triazol), 4.04, 3.92 (m, 3 H, S-CH,), 3.88 (m, 1 H, H-5), 2.46
(bd, 2 H, CH,-COO'Bu), 2.15, 2.06, 2.02, 1.98 (4 s, 12 H, CH300), 1.45 (s, 9 H, [CH3]5-C).
BC-NMR (CDCl): & (ppm) = 170.8, 170.2, 169.6 (CH;-CO), 155.7 (NH-COO), 145.1,
143.8, 127.9, 127.2, 125.1, 120.2 (Fmoc-Ar-C), 141.4 (Triazol-Ar-C), 123.3 (Triazol-Ar-
CH), 82.5 (C[CH3]3), 82.0 (C-1), 77.3 (CH,-C), 73.3 (C-3), 72.3 (C-5), 70.5 (C-2), 67.6 (C-
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4), 66.9 (CH,-Fmoc), 61.4 (C-6), 52.3 (CH-CH;-Triazol), 48.6 (CH-NH) 47.3 (CH-Fmoc),
37.0 (CH,-COO'Bu), 28.2 (C[CH3]3), 24.0 (CH,-S), 21.2, 20.8, 20.7 (CH300).

[FAB (m/z = 824.3)]: 825.2 [M+H]"

Ca0H4gN4O13S (824.3): Ber. C 5824 H 587 N 679 S 3.89
Gef:. C 5813 H 599 N 643 S 3.64

3-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-(S)-amino)-4-[(1H-1,2,3-triazoyl)-4-(2,3,4,6-tetra-O-
acetyl-methyl-1-thio-B-D-glucopyranosyl)|-butansiure-tert-butylester (83)
Durchfiihrung nach AAV 11. Mit Propargyl-1-thioglucopyranosid 78 (242 mg, 0.6 mmol)
erhilt man 83 als weillen amorphen Feststoff.
Ausbeute: 0.36 g (0.43 mmol; 72 % d. Th.)
[a]p — 19.6° (¢ 3.5, CHCI»)
'H-NMR (CDCl): & (ppm) = 7.73, 7.55 (d, 2 H, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.41 (s, 1 H, CH-
Triazol), 7.37, 7.28 (t, 2 H, J = 7.3 Hz, Fmoc-Ar-H), 5.67 (bd, 1 H, J= 6.6 Hz, NH) 5.20 (t, 1
H, J=9.4 Hz, H-3), 5.09 (t, 1 H, J = 9.6 Hz, H-4), 5.00 (t, 1 H, J = 9.6 Hz, H-2), 4.60 (d, 1
H, J=10.1 Hz, H-1), 4.57 (m, 2 H, (CH;),-CH-NH), 4.38 (m, 2 H, CH,-Fmoc), 4.20 (m, 1 H,
CH-Fmoc), 4.22 (m, 1 H, H-6a), 4.10 (m, 1 H, H-6b), 4.09 (m, 2 H, CH,-Triazol), 4.04, 3.84
(m, 3 H, S-CHy), 3.69 (bm, 1 H, H-5), 2.45 (bd, 2 H, CH,-COO'Bu), 2.06, 2.03, 1.98, 1.98 (4
s, 12 H, CH300) 1.45 (s, 9 H, [CH3]5-C).
BC-NMR (CDCl): & (ppm) = 170.8, 170.2, 169.6, 169.5 (CH3-CO), 155.7 (NH-COO),
143.8, 141.4, 127.9, 127.2, 125.1, 120.1 (Fmoc-Ar-C), 144.9 (Triazol-Ar-C), 123.4 (Triazol-
Ar-CH), 82.7 (C[CHj3]s), 82.1 (C-1), 76.0 (C-5), 73.9 (C-3), 70.2 (C-4), 68.3 (C-2), 66.9
(CH,-Fmoc), 61.9 (C-6), 52.2 (CH-CH,-Triazol), 48.6 (CH-NH) 47.3 (CH-Fmoc), 37.0
(CH,-COO'Bu), 28.2 (C[CH3]3), 24.3 (CH;-S), 20.9, 20.8, 20.7, 20.7 (CH300).
[FAB (m/z = 824.3)]: 825.2 [M+H]".
C40HasN4O13S (824.3): Ber. C 5824 H 587 N 679 S 3.89

Gef:. C 5821 H 590 N 6.68 S 358

3-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-(S)-amino)-4-[(1H-1,2,3-triazoyl)-4-(2,3,4-tri-O-acetyl-
6-methyl-1-thio-B-D-fucopyranosyl)]-butansiure-tert-butylester (84)

Durchfiihrung nach AAV 11. Mit Propargyl-1-thiofucopyranosid 79 (215 mg, 0.6 mmol)
erhiilt man 84 als farbloses Ol.

Ausbeute: 0.36 g (0.46 mmol; 76 % d. Th.)

[a]p + 18.3° (€ 3.2, CHCl3)

'H-NMR (CDCls): & (ppm) = 7.76, 7.57 (d, 2 H, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.40 (s, 1 H, CH-
Triazol), 7.38, 7.31 (t, 2 H, J = 7.3 Hz, Fmoc-Ar-H), 5.63 (bd, 1 H, J = 6.6 Hz, NH), 5.26 (m,
1 H, H-4), 5.18 (d, 1 H, J=10.1 Hz, H-2), 5.03 (dd, J=9.9,J=3.31H, H-3),4.54(d, 1 H, J
= 9.8 Hz, H-1), 4.54 (m, 2 H, (CH;),-CH-NH), 4.40 (m, 2 H, CH,-Fmoc), 4.19 (m, 1 H, CH-
Fmoc), 3.94 (d, 2 H, J = 16.6 Hz, -CH,-S), 3.83 (q, | H, J = 6.5 Hz, H-5), 2.43 (bd, 2 H,
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CH,-COO'Bu), 2.17, 2.03, 1.95 (4 s, 12 H, CH300), 1.45 (s, 9 H, [CH3]5-C), 1.20 (m, 3 H,
CHs, H-6).
BC-NMR (CDCL): & (ppm) = 170.8, 170.2, 169.9 (CH3-CO), 155.7 (NH-COO), 145.1,
143.8, 127.9, 127.2, 125.1, 120.2 (Fmoc-Ar-C), 141.4 (Triazol-Ar-C), 123.3 (Triazol-Ar-
CH), 82.5 (C[CH3]s), 82.1 (C-1), 73.8 (C-3), 72.4 (C-4), 70.6 (C-2), 67.6 (C-5), 66.9 (CH,-
Fmoc), 52.3 (CH-CH,-Triazol), 48.4 (CH-NH) 47.3 (CH-Fmoc), 37.0 (CH,-COO'Bu), 28.2
(C[CHj3]5), 24.0 (CH,-S), 21.2, 20.9, 20.7 (CH500), 16.5 (C-6).
[FAB (m/z = 766.3)]: 767.2 [M+H]".
C3gH46N4O11S (766.9): Ber. C 5952 H 605 N 731 S 418

Gef: C 5925 H 607 N 7.12 S 3098

3-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-(S)-amino)-4-{(1H-1,2,3-triazoyl)-4-[2°,3",4",6 -tetra-O-
acetyl-B-p-galactopyranosyl(1—4)-2,3,6-tri-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosyl]}-
butansiure-tert-butylester (85)

Durchfiihrung nach AAV 11. Mit Propargyl-1-thioglucopyranosid 80 (415 mg, 0.6 mmol)
erhdlt man 85 als weillen amorphen Feststoff.

Ausbeute: 0.44 g (0.40 mmol; 66 % d. Th.)

[a]p + 55.3° (¢ 1.0, CHCl3)

'H-NMR (CDCls): & (ppm) = 7.76, 7.57 (d, 2 H, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.40 (s, 1 H, CH-
Triazol), 7.38, 7.31 (t, 2 H, J = 7.3 Hz, Fmoc-Ar-H), 5.70 (bd, 1 H, J = 6.6 Hz, NH), 5.33 (s,
1 H, H4"),5.20 (t, 1 H,J=9.1 Hz, H-2"), 5.09 (bt, 1 H, J=8.8 Hz, H-3"), 4.92 (m, 2 H, H-3,
H-2), 4.57 (m, 3 H, H-1",(CH,),-CH-NH)), 4.47 (m, 2 H, H-1, H-6a,) 4.40 (m, 2 H, CH,-
Fmoc), 4.19 (m, 1 H, CH-Fmoc), 4.10 (m, 3 H, H-6a’, H-6b, H-6b"), 3.85 (m, 2 H, -CH-S),
3.82 (m, 1 H, H-5"), 3.79 (m, 1 H, H-4), 3.62 (bm, 1 H, H-5), 2.47 (bd, 2 H, CH,-COO'Bu),
2.15,2.13,2.11, 2.04, 2.02, 1.98, 1.96 (4 s, 12 H, CH300), 1.44 (s, 9 H, [CH3]5-C).
BC-NMR (CDCl3): & (ppm) =170.6, 170.4, 170.3, 170.2, 169.9, 169.8, 169.1 (CH;-CO),
155.7 (NH-COO), 143.8, 141.4, 127.9, 127.2, 125.1, 120.2 (Fmoc-Ar-C), 141.4 (Triazol-Ar-
C), 123.3 (Triazol-Ar-CH), 101.2 (C-17), 82.5 (C[CHj3]s), 82.0 (C-1), 77.3 (CH,-C), 76.6 (C-
4), 76.1 (C-5), 73.8 (C-3), 72.0 (C-CH), 71.0 (C-3"), 70.8 (C-2), 70.2 (C-5), 69.1 (C-2"),
66.9 (CH,-Fmoc), 66.7 (C-4"), 62.0 (C-6"), 60.9 (C-6), 52.2 (CH-CH,-Triazol), 48.4 (CH-
NH), 47.3 (CH-Fmoc), 37.0 (CH,-COO'Bu), 28.2 (C[CH;]3), 24.0 (CH,-S), 21.2, 21.0, 20.9,
20.8,20.7, 20.6 (CH300), 17.6 (S-CH»).

[FAB (m/z=1112.4)]: 1113.3 [M+H]".

Gef. C 5611 H 583 N 508 S 2.89
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8.3.5 Zu Kapitel 6.1.5

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-p-D-
glucopyranosyl]-L-asparaginsiure-B-pentafluorphenolester (86)

Durchfiihrung nach AAV 12. Mit Verbindung 29 (447 mg, 0.5 mmol) nach
Saulenchromatographie (Eluent P:E-1:1) erhélt man 86 als weillen Feststoff.

Ausbeute: 386 mg (0.41 mmol; 81 % d. Th.)

'H-NMR (CDCl;): & = 7.76, 7.58 (d, 4 H, J = 7.3 Hz, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.40, 7.31 (t,
4 H, J = 7.3 Hz, Fmoc-Ar-H), 6.58 (bs, 1 H, NH-Pentyl), 6.02 (d, 1 H, NHACc), 5.95 (bs, 1 H,
NH-Asp), 5.17, 5.07 (m, 2 H, H-3, H-4), 4.47, 4.43 (m, 4 H, H-2, O-CH3-Fmoc, CH-Asp),
421 (m, 2 H, H-1, CH-Fmoc), 4.12, 4.08 (m, 2 H, H-6), 3.64 (bm, 1 H, H-5), 3.22 (m, 2 H,
NH-CH,-Alkyl), 2.87 (m, 1 H, CH-CH,-COOPfp), 2.65 (m, 3 H, S-CH,-Alkyl, CH-CH,-
COOP1D), 2.06, 2.02, 2.01, 1.94 (4 s, 12 H, CH300), 1.58 (m, 2 H, CH,-Alkyl), 1.37 (m, 2
H, CH,-Alkyl), 1.22 (m, 2 H, CH,-Alkyl)

BC-NMR (CDCL): & = 171.2, 170.9, 170.6, 169.5 (CHs;-CO), 156.1 (NH-COO), 143.8,
141.4, 127.9, 127.2, 125.1, 120.2 (Fmoc-Ar-C), 83.7 (C-1), 75.9 (C-3), 73.9 (C-5), 68.4 (C-
2), 68.2 (C-4), 67.3 (O-CH,-Fmoc), 62.4 (C-6), 53.3 (CH-Asp), 47.3 (CH-Fmoc) 39.5 (NH-
CH,-Alkyl), 37.6 (CH-CH,-COOPfp), 29.9, 28.9, 25.7 (CH,-Alkyl), 23.3 (CH3-NHACc), 20.9,
20.7, 20.6, (CH;00).

[(MALDI-TOF) (m/z = 952.3)]: 975.2 [M+Na]".

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-o-D-
mannopyranosyl]-L-asparaginsiure-B-pentafluorphenolester (87)

Durchfiihrung nach AAV 12. Mit Verbindung 37 (444 mg, 0.5 mmol) nach
Sdulenchromatographie (Eluent P:E-1:1) erhélt man 87 als weillen Feststoff.

Ausbeute: 376 mg (0.40 mmol; 79 % d. Th.)

'H-NMR (CDCL): & = 7.77, 7.56 (d, 2 H, J = 7.3 Hz, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.35, 7.28 (t,
2 H, J=7.3 Hz, Fmoc-Ar-H), 6.49 (bs, 1 H, NH-Pentyl), 5.95 (bs, 1 H, NH-Asp), 5.40 (bd, 1
H, H-3), 5.20 (t, 1 H, J=9.6 Hz, H-4), 5.03 (dd, 1 H, J =3.1 Hz H-2), 4.42 (m, 4 H, H-1, O-
CH2-Fmoc, CH-Asp), 4.23 (m, 1 H, CH-Fmoc), 4.11 (m, 2 H, H-6a, H-6b), 3.88 (m, 1 H, H-
5), 3.23 (bd, 2 H, NH-CH-Alkyl), 2.87 (m, 1 H, CH-CH,-COOPfp), 2.64 (m, 3 H, S-CH,-
Alkyl, CH-CH,-COOPfp), 2.15, 2.13, 2.04, 2.01 (4 s, 12 H, CHs-Acetyl), 1.57 (m, 2 H, CH»-
Alkyl), 1.47, 1.37 (m, 2 H, CH3-Alkyl), 1.22 (m, 2 H, CH,-Alkyl).

BC-NMR (CDCLy): & = 171.0, 170.4, 170.3, 169.7 (CH;-CO), 156.1 (NH-COO), 143.7,
141.9, 127.9, 127.1, 125.1, 120.1 (Fmoc-Ar-C), 84.2 (C-1), 74.3 (C-5), 72.0 (C-3), 67.3 (C-
2), 67.2 (C-4), 67.6 (O-CH,-Fmoc), 61.6 (C-6), 51.2 (CH-Asp), 47.3 (CH-Fmoc) 39.4 (NH-
CH,-Alkyl), 37.6 (CH-CH,-COOPfp), 31.0, 29.9, 25.9 (CH,-Alkyl), 21.1, 20.9, 20.8, 20.6
(CHj3-Acetyl).

[(MALDI-TOF) (m/z = 952.3)]: 975.5 [M+Na]".
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N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-p-D-
galactopyranosyl]-L-asparaginsiure-p-pentafluorphenolester (88)

Durchfiihrung nach AAV 12. Mit Verbindung 38 (445 mg, 0.5 mmol) nach
Saulenchromatographie (Eluent P:E-1:1) erhélt man 88 als weillen Feststoff.

Ausbeute: 367 mg (0.39 mmol; 77 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls): & = 7.75, 7.55 (d, 2 H, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.38, 7.28 (t, 2 H, J = 7.3
Hz, Fmoc-Ar-H), 6.52 (bs, 1 H, NH-Pentyl), 5.96 (bd, 1 H, J = 6.6 Hz, NH-Asp), 5.39 (s, 1
H, H-4), 5.19 (t, 1 H, J =9.9 Hz, H-2), 5.02 (m, 1 H, H-3), 4.40 (m, 4 H, H-1, O-CH,-Fmoc,
CH-Asp), 4.19 (m, 1 H, CH-Fmoc), 4.09 (m, 2 H, H-6b, H-6a), 3.89 (m, 1 H, H-5), 3.24 (bd,
2 H, NH-CH,-Alkyl), 2.85 (bm, 1 H, CH-CH,-COOPfp), 2.62 (m, 3 H, S-CH,-Alkyl, CH-
CH,-COOP1p), 2.11, 2.03, 2.00, 1.95 (4 s, 12 H, CH300), 1.58 (m, 2 H, CHz-Alkyl), 1.42
(m, 2 H, CHz-Alkyl), 1.22 (m, 2 H, CH,-Alkyl).

BC-NMR (CDCL): & = 171.2, 170.4, 170.1, 169.4 (CHs;-CO), 156.2 (NH-COO), 143.7,
141.3, 127.8, 127.1, 125.0, 120.1 (Fmoc-Ar-C), 84.1 (C-1), 74.4 (C-3), 71.9 (C-5), 67.3 (C-
2), 67.2 (C-4), 67.6 (O-CH;,-Fmoc), 62.5 (C-6), 51.2 (CH-Asp), 47.2 (CH-Fmoc) 39.4 (NH-
CH,-Alkyl), 37.5 (CH-CH,-COOPf1p), 29.9, 29.0, 25.9 (CHy-Alkyl), 22.9, 22.4, 20.9, 20.7
(CH;00).

[(MALDI-TOF) (m/z = 952.3)]: 975.3 [M+Na]".

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2-acetamido-3,4,6-tetra-O-acetyl-1-
thio-B-D-glucopyranosyl]-L-asparaginsiure--pentafluorphenolester (89)

Durchfiihrung nach AAV 12. Mit Verbindung 39 (443 mg, 0.5 mmol) nach
Sdulenchromatographie (Eluent E) erhdlt man 89 als weiller Feststoff.

Ausbeute: 205 mg (0.22 mmol; 43 % d. Th.)

'H-NMR (CDCl3): 6=17.76,7.58 (d,4 H,J=7.3 Hz, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.40, 7.30 (t,
4 H, J="7.3 Hz, Fmoc-Ar-H), 6.55 (bs, 1 H, NH-Pentyl), 6.01 (d, 1 H, NHACc), 5.95 (bs, 1 H,
NH-Asp), 5.19, 5.07 (m, 2 H, H-3, H-4), 4.48, 4.43 (m, 4 H, H-2, O-CH2-Fmoc, CH-Asp),
4.22 (m, 2 H, H-1, CH-Fmoc), 4.12, 4.08 (m, 2 H, H-6), 3.64 (bm, 1 H, H-5), 3.21 (m, 2 H,
NH-CH»-Alkyl), 2.88 (m, 1 H, CH-CH,-COOP{p), 2.66 (m, 3 H, S-CH,-Alkyl, CH-CH,-
COOP{D), 2.06, 2.02, 2.01, 1.94 (4 s, 12 H, CH300), 1.58 (m, 2 H, CH,-Alkyl), 1.37 (m, 2
H, CH,-Alkyl), 1.22 (m, 2 H, CH»-Alkyl)

BC-NMR (CDCLy): & = 171.1, 170.9, 170.6, 169.4 (CH;-CO), 156.3 (NH-COO), 143.8,
141.4, 127.9, 127.1, 125.1, 120.2 (Fmoc-Ar-C), 83.8 (C-1), 76.0 (C-3), 73.9 (C-5), 68.4 (C-
2), 68.3 (C-4), 67.3 (O-CH;,-Fmoc), 62.5 (C-6), 53.3 (CH-Asp), 47.3 (CH-Fmoc) 39.5 (NH-
CH;-Alkyl), 37.7 (CH-CH,-COOPf1p), 29.9, 28.9, 25.7 (CH,-Alkyl), 23.3 (CH3-NHAc), 20.9,
20.7, 20.6, (CH;00).

[(MALDI-TOF) (m/z = 951.3)]: 952.4 [M+H]", 974.2 [M+Na]".



8 Experimenteller Teil 186

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2,3,4-tri-O-acetyl-1-thio-[3-D-
rahmnopyranosyl]-L-asparaginsiure-B-pentafluorphenolester (90)

Durchfiihrung nach AAV 12. Mit Verbindung 40 (401 mg, 0.5 mmol) nach
Siulenchromatographie (Eluent E) erhilt man 90 als farbloses Ol.

Ausbeute: 101 mg (0.11 mmol; 22 % d. Th.)

'H-NMR (CDCl3): 6 =17.77,7.76 (d, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.61 (t, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.39 (t, 2
H, Fmoc-Ar-H), 7.30 (t, 2 H, Fmoc-Ar-H), 6.10 (bs, 1 H, NH-Pentyl), 5.85 (bd, 1 H, J = 6.6
Hz, NH-Asp), 5.31, 5.25 (m, 2 H, H-3, H-2), 5.12 (m, 1 H, H-4), 4.76 (m, 1 H, H-5), 4.46 (m,
1 H, H-1), 4.37 (t, 2 H, O-CH,-Fmoc), 4.26 (m, 1 H, CH-Fmoc), 3.89 (m, 2 H, NH-CH,-
Alkyl), 3.01, 2.83 (m, 2 H, CH-CH,-COOPfp), 2.15, 2.05, 1.97 (3 s, 9 H, CH300), 1.68 (m,
2 H, CH,-Alkyl), 1.41 (m, 2 H, CH,-Alkyl), 1.25 (m, 2 H, CH,-Alkyl).

BC-NMR (CDCL): & = 170.1, 169.9, 169.9, 168.9 (CHs-CO), 156.1 (NH-COO), 144.1,
141.4, 127.8, 128.2, 125.4, 120.1 (Fmoc-Ar-C), 91.8 (C-1), 77.3 (C-3), 71.4 (C-4), 70.4 (C-
2), 69.5 (C-5), 69.1 (O-CH,-Fmoc), 50.7 (CH-Asp), 47.2 (CH-Fmoc) 39.4 (NH-CH,-Alkyl),
37.5 (CH-CH,-COOPf1p), 29.9, 29.1, 25.9 (CH,-Alkyl), 20.9, 20.8, 20.7, (CH;00), 17.6
(CHs;, C-6).

[(MALDI-TOF) (m/z = 908.3)]: 931.3 [M+Na]".

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2°,3",4",6 -tetra-O-acetyl-B-D-
glucopyranosyl(1—4)-2,3,6-tri-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosyl|-L-asparaginsiure-f3-
pentafluorphenolester (91)

Durchfiihrung nach AAV 12. Mit Verbindung 41 (567 mg, 0.5 mmol) nach
Sdulenchromatographie (Eluent P:E-1:1) erhélt man 91 als weillen Feststoff.

Ausbeute: 422 mg (0.34 mmol; 68 % d. Th.)

'H-NMR (CDCl3): 6 =17.75, 7.57 (d, Fmoc-Ar-H), 7.36, 7.28 (m, Fmoc-Ar-H), 6.48 (bs, 1 H,
NH-Pentyl), 5.92 (bs, 1 H, NH-Asp), 5.14 (m, 2 H, H-3, H-3"), 5.05 (m, 1 H, H-4"), 4.89 (m,
2 H, H-2", H-2), 4.49, 4.41, 4.35 (bm, 7 H, H-1", H-1, H-6a, H-6a", O-CH-Fmoc, CH-Asp),
421 (m, 1 H, H-6b), 4.08, 4.03 (m, 2 H, H-6b", CH-Fmoc), 3.74 (t, 1 H, J=10.0 H-4), 3.63
(bd, 1 H, H-5), 3.56 (bs, 1 H, H-5") 3.21 (bs, 2 H, NH-CH,-Alkyl), 2.85 (d, 1 H, CH-CH,-
COOP1{p), 2.59 (m, 3 H, S-CH,-Alkyl, CH-CH,-COOPfp), 2.09, 2.06, 2.02, 2.00, 1.99, 1.95
(7s,21 H, CH300), 1.57 (m, 2 H, CH,-Alkyl), 1.54 (m, 2 H, CH,-Alkyl), 1.37, 1.24 (m, 2 H,
CHa-Alkyl).

BC-NMR (CDCls): & = 171.1, 170.2, 170.0, 169.3, 169.2, 169.1, 168.8 (CH;-CO), 155.8
(NH-COO0), 143.3, 141.1, 127.5, 126.7, 124.8, 119.8 (Fmoc-Ar-C), 100.8 (C-1"), 83.2 (C-1),
76.2 (C-4), 73.0 (C-5), 72.7 (C-37), 71.8 (C-5"), 71.3 (2 C, C-3, C-27), 69.9 (C-2), 67.5 (O-
CH,-Fmoc), 66.8 (C-4"), 61.8 (C-6), 61.2 (C-6"), 50.9 (CH-Asp), 46.9 (CH-Fmoc) 39.1 (NH-
CH;-Alkyl), 37.5 (CH-CH,-COOQOP1p), 29.6, 28.8, 25.5 (CH,-Alkyl), 20.6, 20.5, 20.4, 20.3 (1
C,1C,1C,4C, CH;00).

[(MALDI-TOF) (m/z = 1240.3)]: 1264.4 [M+Na]".
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N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2°,3",4",6 -tetra-O-acetyl-B-D-
galactopyranosyl(1—4)-2,3,6-tri-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosyl]-L-asparaginsiure-
B-pentafluorphenolester (92)

Durchfiihrung nach AAV 12. Mit Verbindung 42 (565 mg, 0.5 mmol) nach
Saulenchromatographie (Eluent P:E-1:1) erhélt man 92 als weiller Feststoff.

Ausbeute: 441 mg (0.36 mmol; 71 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls): & = 7.76, 7.55 (bd, Fmoc-Ar-H), 7.37, 7.28 (m, Fmoc-Ar-H), 6.56 (bs, 1
H, NH-Pentyl), 6.03 (bs, 1 H, NH-Asp), 5.32 (s, 1 H, H-4"), 5.18 (bt, | H, J = 8.8 Hz, H-2"),
5.08 (bt, 1 H, J = 8.8 Hz, H-3"), 4.92 (m, 2 H, H-3, H-2), 4.43 (m, 6 H, H-1, H-1", H-6a, O-
CHz-Fmoc, CH-Asp), 4.19 (m, 1 H, CH-Fmoc), 4.09 (m, 3 H, H-6a’, H-6b, H-6b"), 3.85 (bm,
1 H, H-5"),3.74 (bt, 1 H, J34=9.4, J45s=9.1 H-4), 3.57 (m, b, 1 H, H-5), 3.19 (bs, 2 H, NH-
CHz-Alkyl), 2.82 (m, 1 H, CH-CH,-COOPfp), 2.59 (m, 3 H, S-CH,-Alkyl, CH-CH,-
COOPfp), 2.13, 2.07, 2.01, 1.94 (4 s, 21 H, CH300), 1.55 (m, 2 H, CH»-Alkyl), 1.36, 1.22
(m, 2H, CH-Alkyl), 1.22 (m, 2 H, CH2-Alkyl).

BC-NMR (CDClL): & = 171.1, 170.1, 170.3, 170.1, 170.0, 169.6, 169.0 (CH3-CO), 156.0
(NH-COO0), 143.4, 141.2, 127.8, 127.0, 125.0, 120.0 (Fmoc-Ar-C), 101.0 (C-1"), 83.3 (C-1),
76.6 (C-4), 76.2 (C-5), 73.7 (C-3), 71.0 (C-3"), 70.6 (C-2), 70.7 (C-5"), 67.4 (O-CH;,-Fmoc),
67.0 (C-27), 66.7 (C-4"), 62.3 (C-6"), 61.2 (C-6), 51.1 (CH-Asp), 47.1 (CH-Fmoc) 39.3 (NH-
CH;-Alkyl), 37.4 (CH-CH,-COOP{p), 29.8, 28.8, 25.7 (CH,-Alkyl), 21.0, 20.8, 20.7, 20.6,
20.5,204(1C, 1C, 1C,1C,2C,1C, CH;00).

[(MALDI-TOF) (m/z = 1240.3)]: 1264.3 [M+Na]".

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2°,3",4",6 -tetra-O-acetyl-a-D-
glucopyranosyl(1—4)-2,3,6-tri-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosyl|-L-asparaginsiure-f3-
pentafluorphenolester (93)

Durchfiihrung nach AAV 12. Mit Verbindung 43 (567 mg, 0.5 mmol) nach
Sdulenchromatographie (Eluent P:E-1:1) erhdlt man 93 als weillen Feststoff.

Ausbeute: 459 mg (0.37 mmol; 74 % d. Th.)

'H-NMR (CDCl3): 6 =17.77,7.57 (d, Fmoc-Ar-H), 7.41, 7.32 (m, Fmoc-Ar-H), 6.51 (bs, 1 H,
NH-Pentyl), 5.95 (bs, 1 H, NH-Asp), 5.39 (d, 1 H, J = 3.3 Hz, H-1"), 5.35 (m, 1 H, H-3"),
526 (t,1 H,J=9.0 Hz H-3), 5.04 (t, 1 H, J=10.0 Hz, H-4"), 4.87 (m, 1 H, H-2), 4.84 (m, 1
H, H-2"), 4.49, 4.45, 4.42 (bm, 4 H, H-1, H-6a, O-CH,-Fmoc, CH-Asp), 4.25 (m, 1 H, H-6b),
423 (m, 1 H, H-6a"), 4.13 (m, 1 H, H-6b" ), 4.06 (m, 1 H, CH-Fmoc), 4.02 (m, 1 H, H-4),
3.95 (m, 1 H, H-5"), 3.95 (m, 1 H, H-5) 3.22 (bs, 2 H, NH-CH,-Alkyl), 2.87 (d, 1 H, CH-
CH2-COOP1p), 2.60 (m, 3 H, S-CH,-Alkyl, CH-CH,-COOP{p), 2.14, 2.12, 2.09, 2.04, 2.01
1.99 (4 s, 21 H, CH300), 1.57 (m, 2 H, CH2-Alkyl), 1.37, 1.24 (m, 2 H, CH»-Alkyl).
BC-NMR (CDCls): & = 171.3, 170.9, 170.7, 170.4, 170.2, 170.0, 169.7 (CH;-CO), 156.0
(NH-COO), 143.8, 141.4, 127.9, 127.3, 125.1, 120.2 (Fmoc-Ar-C), 95.7 (C-1"), 83.3 (C-1),
72.9 (C-3), 70.9 (C-5), 70.1 (C-4), 69.5 (C-2), 68.6 (C-27), 68.3 (C-3"), 68.1 (C-5"), 67.4 (O-
CH,-Fmoc), 66.7 (C-4"), 63.1 (C-6), 61.6 (C-6"), 51.3 (CH-Asp), 47.3 (CH-Fmoc) 39.5 (NH-
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CH,-Alkyl), 37.6 (CH-CH,-COOPfp), 29.9 29.3, 25.9 (CH,-Alkyl), 21.1, 20.9, 20.8, 20.7,
20.5(1C,1C,2C,2C, 1C, CH;00).

[(MALDI-TOF) (m/z = 1240.3)]: 1264.4 [M+Na]".

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2°,3",4",6 -tetra-O-acetyl-a-D-
galactopyranosyl(1—6)-2,3,4-tri-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosyl]-L-asparaginsiure-
B-pentafluorphenolester (94)

Durchfiihrung nach AAV 12. Mit Verbindung 44 (567 mg, 0.5 mmol) nach
Sdulenchromatographie (Eluent P:E-1:1) erhélt man 94 als weillen Feststoff.

Ausbeute: 391 mg (0.32 mmol; 63 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls): 8 = 7.76, 7.59 (bd, Fmoc-Ar-H), 7.40, 7.31 (m, Fmoc-Ar-H), 6.55 (bs, 1
H, NH-Pentyl), 5.96 (bs, 1 H, NH-Asp), 5.45 (s, 1 H, H-3), 5.32 (m, 1 H, H-4"), 5.20 (m, 2 H,
H-4’, H-3), 5.07 (m, 2 H, H-2", H-2), 4.95 (t, 1 H, H-1"), 4.44 (m, 4 H, O-CH2-Fmoc, CH-
Asp, H-6"), 4.22 (m, 2 H, CH-Fmoc, H-1), 4.07 (m, 1 H, H-5), 3.70, 3.57 (m, 3 H, H-6a, H-
6b, H-5"), 3.23 (bs, 2 H, NH-CH,-Alkyl), 2.87 (m, 1 H, CH-CH,-COOP{p), 2.62 (m, 3 H, S-
CHy-Alkyl, CH-CH,-COOPfp), 2.12, 2.04, 1.99, 1.97 (4 s, 21 H, CH300), 1.62 (m, 2 H,
CHy-Alkyl), 1.39 (m, 2 H, CH,-Alkyl), 1.22 (m, 2 H, CH2-Alkyl).

BC-NMR (CDCls): & = 170.8, 170.6, 170.3, 170.2, 169.9, 169.7, 169.4, 168.9 (CH;-CO),
156.0 (NH-COO), 143.6, 141.2, 127.7, 127.0, 125.0, 120.0 (Fmoc-Ar-C), 96.1 (C-1"), 90.3
(C-1), 78.4 (C-4), 73.6 (C-5), 73.6 (C-3), 70.5 (C-3"), 69.9 (C-2), 69.4 (C-5"), 68.7 (C-2"),
68.5 (C-4") 67.4 (O-CH,-Fmoc), 66.1 (C-6"), 61.7 (C-6), 51.1 (CH-Asp), 47.1 (CH-Fmoc)
39.3 (NH-CH,-Alkyl), 37.4 (CH-CH,-COOQOP1{p), 29.8, 28.8, 25.7 (CH,-Alkyl), 21.1, 20.8,
20.7, 20.6, 20.5 (5 s, 21 H, CH;00).

[(MALDI-TOF) (m/z = 1240.3)]: 1264.5 [M+Na]".

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(L-a-phenylglycinyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-
glucopyranosyl]-L-asparaginsiure-B-pentafluorphenolester (95)

Durchfiihrung nach AAV 12. Mit Verbindung 57 (438 mg, 0.5 mmol) nach
Saulenchromatographie (Eluent P:E-1:1) erhélt man 95 als weillen Feststoff.

Ausbeute: 314 mg (0.32 mmol; 64 % d. Th.)

'H-NMR (CDCl3): & = 7.77, 7.75 (d, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.56, 7.54 (d, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.41
(t, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.29, 7.28 (m, 7 H, Fmoc-Ar-H, Ar-H), 6.01 (bd, 1 H, NH-Asp), 5.15
(m, 2 H, H-3, H-4), 5.03 (t, 1 H, J= 3.1 Hz, H-2), 4.96 (t, 1 H, CH-CH»-Ar), 4.57 (d, 1 H,J =
6.8, CH-Fmoc), 4.42 (O-CH2-Fmoc), 4.33 (d, 1 H, J =9.9 Hz, H-1), 4.19 (m, 3 H, H-6a, H-
6b, H-5), 3.61 (bd, 1 H, J = 9.9 Hz, CH-Asp), 3.13, 2.97 (m, 2 H, CH-CH,-COOP1p), 2.89,
2.68 (m, 2 H, CH-CH,-COOP1{p), 1.93 (m, 2 H, S-CHy), 2.06, 2.02, 2.01, 2.04, 1.93 (4 s, 12
H, CH3;00).

BC-NMR (CDCls): & = 171.0 (Asp-CO-CH), 170.2, 170.0, 169.8, 169.7 (CH3-CO), 156.0
(NH-COO), 143.7, 140.1, 128.1, 127.5, 125.4, 120.4 (Fmoc-Ar-C), 143.7, 141.4, 126.6,
125.3 (CH,-Ar-C), 82.2 (C-1), 76.2 (C-5), 73.9 (C-3), 70.1 (C-2), 68.2 (C-4), 67.4 (O-CH,-
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Fmoc), 62.0 (C-6), 53.2 (CH-Asp), 49.2 (CH-Ar), 47.3 (CH-Fmoc), 37.8 (CH,-Asp), 34.1
(CH-CH,-COOPf1p), 20.8 , 20.7, 20.6 (CH3;00).

[(MALDI-TOF) (m/z = 986.2)]: 1009.0 [M+Na]".

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(L-o-phenylglycinyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-o-D-
mannopyranosyl]-L-asparaginsiure-B-pentafluorphenolester (96)

Durchfiihrung nach AAV 12. Mit Verbindung 48 (438 mg, 0.5 mmol) nach
Siulenchromatographie (Eluent P:E-1:1) erhilt man 96 als farbloses Ol.

Ausbeute: 330 mg (0.34 mmol; 67 % d. Th.)

'H-NMR (CDCl3): 6 = 7.75, 7.63 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.59, 7.56 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H),
7.41, 7.38 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.35, 7.33 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.32, 7.31, 7.29 (m, 3 H,
CH;-Ar-H), 5.98 (m, 1 H, NH-Asp), 5.90 (s, 1 H, NH-CH), 5.37 (m, 1 H, H-3), 5.33 (m, 1 H,
H-4),5.15 (m, 1 H, J=3.1 Hz H-2), 4.69 (m, 1 H, CH-CH,-Ar), 4.59 (m, 1 H, H-1), 4.44 (m,
1 H, CH-Fmoc), 4.26 (m, 3 H, H-6a, O-CH,-Fmoc), 4.09 (m, 1 H, H-6b), 3.99 (m, 1 H, CH-
Asp), 3.81 (m, 1 H, H-5), 3.05 (dd, 1 H, CH-CH,-COOPfp), 2.68 (dd, 1 H, CH-CH,-
COOP1{p), 2.16 (m, 2 H, S-CHy), 2.10, 2.08, 2.04, 1.99 (4 s, 12 H, CH300).

BC-NMR (CDCl): & = 195.9 (NH-CO), 170.9 (Asp-CO-CH), 170.1, 170.0, 169.9, 169.7
(CH3-CO), 156.0 (NH-COO), 143.9, 141.6, 128.1, 127.5, 125.4, 120.3 (Fmoc-Ar-C), 143.6,
141.3, 127.4, 125.2 (CH,-Ar-C), 80.8 (C-1), 79.8 (C-5), 77.4 (C-3), 72.6 (C-2), 71.3 (C-4),
68.1 (O-CH,-Fmoc), 62.5 (C-6), 57.8 (CH-Asp), 47.6 (CH-Fmoc), 47.3 (CH-Ar), 37.8 (CH,-
Asp), 37.6 (CH-CH,-COOP1{p), 21.3 , 21.1, 21.0, 20.9 (CH500).

[(MALDI-TOF) (m/z = 986.2)]: 1009.0 [M+Na]".

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(L-a-phenylglycinyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-
galactopyranosyl]-L-asparaginsiure-p-pentafluorphenolester (97)

Durchfiihrung nach AAV 12. Mit Verbindung 58 (436 mg, 0.5 mmol) nach
Saulenchromatographie (Eluent P:E-1:1) erhélt man 97 als weillen Feststoff.

Ausbeute: 341 mg (0.35 mmol; 69 % d. Th.)

'H-NMR (CDCl): 6 =17.76, 7.74 (d, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.57, 7.55 (d, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.38
(t, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.28 (m, 7 H, Fmoc-Ar-H, Ar-H), 5.99 (bd, 1 H, NH-Asp), 5.38 (m, 1
H, H-4), 5.17 (m, 2 H, Hz, H-2, H-3), 4.96 (m, 1 H, CH-CH,-Ar), 4.57 (bs, 1 H, NH-Fmoc),
442 (sd, 2 H, J = 5.3 Hz, O-CH,-Fmoc), 4.24 (bs, 1 H, J =9.9 Hz, H-1), 4.19 (m, 1 H, CH-
Fmoc), 4.13 (m, 2 H, H-6), 3.76 (m, 1 H, H-5), 3.18, 3.00 (m, 2 H, CH-CH,-COOPfp), 2.89,
2.67 (m, 2 H, CH-CH,-COOPfp), 2.35 (s, 2 H, S-CHy), 2.12, 2.03, 2.00, 1.96 (4 s, 12 H,
CH300).

BC-NMR (CDCls): & = 171.4 (Asp-CO-CH), 170.5, 170.3, 169.9, 169.8 (CH3-CO), 156.2
(NH-COO), 143.9, 140.0, 128.0, 127.9, 127.3, 125.4, 120.3 (Fmoc-Ar-C), 143.7, 141.4,
126.6, 125.1 (CH,-Ar-C), 83.1 (C-1), 77.3 (C-3), 74.6 (C-5), 71.8 (C-2), 67.4 (C-4), 67.3 (O-
CH;-Fmoc), 61.6 (C-6), 53.3 (CH-Asp), 51.2 (CH-Ar), 47.2 (CH-Fmoc), 37.5 (CH,-Asp),
35.4 (CH-CH,-COOP1p), 21.6 , 20.9, 20.8, 20.7 (CH300).
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[(MALDI-TOF) (m/z = 986.2)]: 1009.2 [M+Na]".

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(L-o-phenylalaninyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-o-D-
mannopyranosyl]-L-asparaginsiure-B-pentafluorphenolester (98)

Durchfiihrung nach AAV 12. Mit Verbindung 61 (447 mg, 0.5 mmol) nach
Siulenchromatographie (Eluent P:E-1:1) erhilt man 98 als farbloses Ol.

Ausbeute: 321 mg (0.32 mmol; 64 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls): & = 7.77, 7.58 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.42, 7.32 (m, 4 H, Fmoc-Ar-H),
7.21,7.12 (m, 5 H, CH,-Ar-H), 6.43 (bd, 1 H, NH-Asp), 5.66 (s, 1 H, NH-CH), 5.33 (m, 1 H,
H-3), 5.31 (m, 1 H, H-4), 5.26 (st, 1 H, H-2), 4.63 (m, 1 H, CH-CH,-Ar), 4.49 (m, 1 H, H-1),
4.41, 4.38 (m, 2 H, CH-Fmoc, CH-CH,-COOPf1p), 4.29, 4.26 (m, 3 H, H-6a, O-CH,-Fmoc),
4.22 (m, 1 H, H-6b), 4.01 (t, 1 H, S-CH,-CH-NH), 3.71 (m, 1 H, H-5), 3.26, 3.07 (m, 2 H, S-
CHy), 2.87, 2.65 (m, 2 H, CH-CH,-COOP1p), 2.15, 2.05, 2.03, 1.99 (4 s, 12 H, CH300).
BC-NMR (CDClL): & = 195.9 (NH-CO), 171.8 (Asp-CO-CH), 170.1, 170.0, 169.9, 169.7
(CH3-CO), 156.2 (NH-COO), 143.8, 141.4, 128.0, 127.2, 125.1, 120.1 (Fmoc-Ar-C), 136.6,
129.2, 127.0, 127.0, 125.0 (CH;-Ar-C), 82.7 (C-1), 71.0 (C-5), 69.5 (C-3), 69.4 (C-2), 67.5
(C-4), 66.2 (O-CH;y-Fmoc), 62.5 (C-6), 51.3 (CH-Asp), 49.7 (CH-CH,-Ar), 47.3 (CH-Fmoc),
39.5 (CH-CH;-Ar), 35.2 (CH;-Asp), 34.7 (CH,-COOP1D), 24.9 (S-CH»), 20.9 , 20.8, 20.7,
20.6 (CH500).

[FAB (m/z = 1000.3)]: 1023.7 [M+Na]".

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(L-a-valaninyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-
glucopyranosyl]-L-asparaginsiure-B-pentafluorphenolester (99)

Durchfiihrung nach AAV 12. Mit Verbindung 63 (424 mg, 0.5 mmol) nach
Sdulenchromatographie (Eluent P:E-1:1) erhélt man 99 als weillen Feststoff.

Ausbeute: 343 mg (0.36 mmol; 72 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls): & = 7.76, 7.57 (d, 2 H, J = 7.3 Hz, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.40, 7.30 (t,
2 H, J= 7.3 Hz, Fmoc-Ar-H), 6.42 (bd, 1 H, NH-Val), 5.90 (bd, 1 H, NH-Asp), 5.20 (t, 1 H,
J=9.4 Hz, H-3), 5.09 (t, 1 H, J=9.6 Hz, H-4), 5.00 (t, 1 H, J=9.6 Hz, H-2), 4.61 (m, 1 H,
H-1), 447 (m, 2 H, O-CHz-Fmoc) 4.33 (m, 1 H, CH-CH,-COOP{p), 4.29 (m, 1 H, CH-
Fmoc), 4.20, 4.11 (m, 2 H, H-6a, H-6b), 3.97 (t, 1 H, S-CH,-CH-NH), 3.95 (m, 1 H, H-5),
3.22,3.15 (m, 2 H, S-CHy), 2.87, 2.64 (m, 2 H, CH-CH2-COOPf1p), 2.15, 2.08, 2.04, 1.98 (4
s, 12 H, CH300), 1.26 (t, 1 H, CH-(CH3),), 0.89 (m, 6 H, CH-(CHj3),).

BC-NMR (CDCLy): & = 171.0, 170.2, 170.1, 169.9 (CH;-CO), 156.3 (NH-COO), 143.6,
141.4, 127.9, 127.2, 125.1, 120.2 (Fmoc-Ar-C), 82.5 (C-1), 76.2 (C-5), 73.7 (C-3), 70.0 (C-
4), 67.9 (C-2), 67.4 (O-CH,-Fmoc), 61.7 (C-6), 53.3 (CH-Asp), 47.2 (CH-Fmoc), 33.4 (CH,-
COOP1Dp), 31.1 (S-CHy), 24.9 (CH-(CHs),), 21.1 , 20.9, 20.8, 20.6 (CH5;00), 19.9, 18.8 (CH-
(CHs)y).

[(MALDI-TOF) (m/z = 952.3)]: 975.2 [M+Na]".
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N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(L-a-valaninyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-o-D-
mannopyranosyl]-L-asparaginsiure-3-pentafluorphenolester (100)

Durchfiihrung nach AAV 12. Mit Verbindung 62 (421 mg, 0.5 mmol) nach
Saulenchromatographie (Eluent P:E-1:1) erhélt man 100 als wei3en Feststoff.

Ausbeute: 353 mg (0.37 mmol; 74 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls): & = 7.76, 7.57 (d, 2 H, J = 7.3 Hz, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.40, 7.30 (t,
2 H,J =7.3 Hz, Fmoc-Ar-H), 6.42 (bd, 1 H, NH-Val), 5.90 (bd, 1 H, NH-Asp), 5.31 (m, 1 H,
H-3),5.26 (m, 1 H, J=9.6 Hz, H-4), 5.22 (m, 1 H, J=3.1 Hz H-2), 4.70 (bd, 1 H, H-1), 4.47
(bt, 2 H, O-CH2-Fmoc) 4.33 (m, 1 H, CH-CH,-COOPf{p), 4.29 (m, 1 H, CH-Fmoc), 4.22,
4.10 (m, 2 H, H-6a, H-6b), 3.97 (t, 1 H, S-CH,-CH-NH), 3.95 (m, 1 H, H-5), 3.22, 3.15 (m, 2
H, S-CHy), 2.87, 2.64 (m, 2 H, CH-CH,-COOPfp), 2.15, 2.08, 2.04, 1.98 (4 s, 12 H, CH300),
1.26 (t, 1 H, CH-(CHj3),), 0.89 (m, 6 H, CH-(CHs),).

BC-NMR (CDCL): & = 171.0, 170.2, 170.1, 169.9 (CH;-CO), 156.3 (NH-COO), 143.6,
141.4, 127.9, 127.2, 125.1, 120.2 (Fmoc-Ar-C), 81.9 (C-1), 70.8 (C-5), 69.5 (C-3), 69.2 (C-
2), 67.6 (C-4), 66.4 (O-CH,-Fmoc), 62.7 (C-6), 53.3 (CH-Asp), 47.2 (CH-Fmoc), 33.4 (CH,-
COOP1p), 31.1 (S-CH,), 24.9 (CH-(CHj3),), 21.1, 20.9, 20.8, 20.6 (CH300), 19.9, 18.8 (CH-
(CHs)).

[(MALDI-TOF) (m/z = 952.3)]: 975.4 [M+Na]".

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(L-a-valaninyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-
galactopyranosyl]-L-asparaginsiure-p-pentafluorphenolester (101)

Durchfiihrung nach AAV 12. Mit Verbindung 64 (422 mg, 0.5 mmol) nach
Sdulenchromatographie (Eluent P:E-1:1) erhélt man 101 als wei3en Feststoff.

Ausbeute: 334 mg (0.35 mmol; 70 % d. Th.)

'H-NMR (CDCL): & = 7.76, 7.57 (d, 2 H, J = 7.3 Hz, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.40, 7.31 (t,
2 H, J=7.3 Hz, Fmoc-Ar-H), 6.61 (bd, 1 H, NH-Val), 6.03 (bd, 1 H, NH-Asp), 5.42 (sd, 1 H,
J=3.3 Hz, H4),5.19 (t, 1 H, J=9.9 Hz, H-2), 5.07 (m, 1 H, H-3),4.55(d, 1 H,J=10.1 Hz,
H-1), 447 (m, 2 H, O-CHz-Fmoc) 4.33 (m, 1 H, CH-CH,-COOP{p), 4.29 (m, 1 H, CH-
Fmoc), 4.20, 4.11 (m, 2 H, H-6a, H-6b), 3.97 (t, 1 H, S-CH,-CH-NH), 3.88 (m, 1 H, H-5),
3.22,3.15 (m, 2 H, S-CHy), 2.87, 2.64 (m, 2 H, CH-CH2-COOPf1p), 2.15, 2.08, 2.04, 1.98 (4
s, 12 H, CH300), 1.26 (t, 1 H, CH-(CH3),), 0.89 (m, 6 H, CH-(CHj3);,).

BC-NMR (CDCLy): & = 171.0, 170.5, 170.1, 169.7 (CH;-CO), 156.3 (NH-COO), 143.8,
141.4, 127.9, 127.2, 125.1, 120.2 (Fmoc-Ar-C), 83.7 (C-1), 77.4 (CH,-C), 74.4 (C-3), 71.9
(C-5), 67.5 (C-2), 67.4 (C-4), 67.3 (CH,-Fmoc), 61.7 (C-6), 53.3 (CH-Asp), 47.2 (CH-Fmoc),
33.4 (CH,-COOP1p), 31.1 (S-CH,), 24.9 (CH-(CHj3),), 21.1, 20.9, 20.8, 20.6 (CH300), 19.9,
18.8 (CH-(CHs),).

[(MALDI-TOF) (m/z = 952.3)]: 975.3 [M+Na]".
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N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(4-Aminobenzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-o-D-
mannopyranosyl]-L-asparaginsiure-3-pentafluorphenolester (102)

Durchfiihrung nach AAV 12. Mit Verbindung 72 (439 mg, 0.5 mmol) nach
Saulenchromatographie (Eluent P:E-1:1) erhélt man 102 als wei3er Feststoff.

Ausbeute: 410 mg (0.42 mmol; 83 % d. Th.)

'H-NMR (CDCl): 6 = 7.78, 7.57 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.41 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.31,
7.29 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.26, 7.24 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H), 6,83 (m, 1 H, NH-Asp), 6.01,
5.99 (bd, 1 H, NH-CH), 5.48 (m, 1 H, H-3), 5.34 (m, 1 H, H-4), 5.25 (m, 1 H, H-2), 4.67 (s, 2
H, CH,-NHCO), 4.57 (bs, 1 H, NH), 4.47, 4.35, 4.32 (bm, 5 H, CH,-NH, H-1, CH-Fmoc, H-
6.), 4.21, 4.12, 4.10 (bm, 4 H, O-CH,-Fmoc, H-6,, H-5), 3.00 (m, 1 H,), 2.71 (dd, 2 H, CH-
CH2-COOP1p), 2.18, 2.12, 2.08, 2.06 (4 s, 12 H, CH300), 2.02 (m, 2 H, S-CH>).

BC-NMR (CDCL): & = 169.9, 169.7 (CHs-CO), 156.1 (NH-COO), 143.6, 141.3, 128.1,
127.5, 125.3, 120.3 (Fmoc-Ar-C), 138.4, 136.1 (Ar-C), 129.3, 127.9 (Ar-CH), 81.5 (C-1),
76.4 (C-5), 71.8 (C-4), 69.7 (C-3), 68.1 (O-CH,-Fmoc), 67.1 (C-2), 62.7 (C-6), 62.1 (CH-
Asp), 51.1 (CH-Fmoc), 43.1 (Ar-CH,-NH), 37.5 (CHz-Asp), 37.6 (CH-CH,-COOPf{p), 34.4
(CH,-S), 21.3, 21.1, 21.0, 20.9 (CH;00).

[(MALDI-TOF) (m/z = 986.24)]: 1009.9 [M+Na]".

3-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-(S)-amino)-4-[(1H-1,2,3-triazoyl)-4-(2,3,4,6-tetra-O-
acetyl-methyl-1-thio-B-D-glucopyranosyl)|-butansiure-pentafluorphenolester (103)

Durchfiihrung nach AAV 12. Mit Verbindung 83 (434 mg, 0.5 mmol) nach
Sdulenchromatographie (Eluent P:E-1:2) erhélt man 103 als wei3en Feststoff.

Ausbeute: 313 mg (0.32 mmol; 64 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls): & (ppm) = 7.75, 7.54 (d, 2 H, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.40 (s, 1 H, CH-
Triazol), 7.37, 7.27 (t, 2 H, J = 7.3 Hz, Fmoc-Ar-H), 5.67 (bd, 1 H, J= 6.6 Hz, NH) 5.20 (t, 1
H, J=9.4 Hz, H-3), 5.08 (t, 1 H, J =9.6 Hz, H-4), 5.00 (t, 1 H, J =9.6 Hz, H-2), 4.60 (d, 1
H, J=10.1 Hz, H-1), 4.58 (m, 2 H, (CH;),-CH-NH), 4.38 (m, 2 H, CH,-Fmoc), 4.20 (m, 1 H,
CH-Fmoc), 4.21 (m, 1 H, H-6a), 4.10 (m, 1 H, H-6b), 4.09 (m, 2 H, CH,-Triazol), 4.04, 3.84
(m, 3 H, S-CHy), 3.69 (bm, 1 H, H-5), 2.45 (bd, 2 H, CH,-COO'Bu), 2.06, 2.03, 1.98, 1.98 (4
s, 12 H, CH300).

BC-NMR (CDCls): & (ppm) = 170.8, 170.2, 169.6, 169.5 (CH3-CO), 155.8 (NH-COO),
143.8, 141.4, 127.9, 127.2, 125.1, 120.1 (Fmoc-Ar-C), 144.9 (Triazol-Ar-C), 123.4 (Triazol-
Ar-CH), 82.2 (C-1), 76.0 (C-5), 73.9 (C-3), 70.2 (C-4), 68.3 (C-2), 66.9 (CH,-Fmoc), 61.9
(C-6), 52.2 (CH-CH;-Triazol), 48.6 (CH-NH) 47.3 (CH-Fmoc), 37.0 (CH,-COOPf1p), 24.3
(CH,-S), 20.9, 20.8, 20.7, 20.7 (CH500).

[(MALDI-TOF) (m/z = 977.2)]: 1000.6 [M+Na]".
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3-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-(S)-amino)-4-[(1H-1,2,3-triazoyl)-4-(2,3,4,6-tetra-O-
acetyl-methyl-1-thio-o-D-mannopyranosyl)]-butansiure-pentafluorphenolester (104)
Durchfiihrung nach AAV 12. Mit Verbindung 81 (434 mg, 0.5 mmol) nach
Siulenchromatographie (Eluent P:E-1:2) erhilt man 104 als farbloses Ol.

Ausbeute: 313 mg (0.32 mmol; 68 % d. Th.)

'H-NMR (CDCl): & (ppm) = 7.74, 7.55 (d, 2 H, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.41 (s, 1 H, CH-
Triazol), 7.37, 7.28 (t, 2 H, J = 7.3 Hz, Fmoc-Ar-H), 5.67 (bd, 1 H, J = 6.6 Hz, NH) 5.32 (t, 1
H, J=9.4 Hz, H-2), 5.24, 5.22 (m, 2 H, Hz, H-3, H-4), 4.57 (m, 2 H, (CH;),-CH-NH), 4.38,
4.36, 4.25 (m, 1 H, CH,-Fmoc, H-1, H-6a), 4.18 (m, 1 H, CH-Fmoc), 4.10 (m, 1 H, H-6b),
4.10 (m, 2 H, CH,-Triazol), 4.04, 3.84 (m, 3 H, S-CH), 3.69 (bm, 1 H, H-5), 2.45 (bd, 2 H,
CH,-COOPf1p), 2.06, 2.03, 1.98, 1.98 (4 s, 12 H, CH300).

BC-NMR (CDCls): & (ppm) = 170.9, 170.2, 169.7, 169.5 (CH;-CO), 155.7 (NH-COO),
143.7, 141.4, 127.9, 127.2, 125.1, 120.1 (Fmoc-Ar-C), 145.0 (Triazol-Ar-C), 123.4 (Triazol-
Ar-CH), 81.5 (C-1), 71.4 (C-5), 69.7 (C-3), 69.5 (CHz-Fmoc), 66.3 (C-2), 62.4 (C-6), 52.2
(CH-CH,-Triazol), 48.5 (CH-NH) 47.4 (CH-Fmoc), 36.8 (CH,-COOP1{p), 25.0 (CH»-S), 20.9,
20.8,20.7, 20.7 (CH500).

[FAB (m/z = 824.3)]: 825.4 [M+H]".
[(MALDI-TOF) (m/z = 977.2)]: 1000.3 [M+Na]".

3-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-(S)-amino)-4-[(1H-1,2,3-triazoyl)-4-(2,3,4,6-tetra-O-
acetyl-methyl-1-thio-B-D-galactopyranosyl)]-butansiure-pentafluorphenolester (105)
Durchfiihrung nach AAV 12. Mit Verbindung 82 (434 mg, 0.5 mmol) nach
Siulenchromatographie (Eluent P:E-1:2) erhilt man 105 als farbloses Ol.

Ausbeute: 365 mg (0.37 mmol; 73 % d. Th.)

'H-NMR (CDCl): & (ppm) = 7.76, 7.56 (d, 2 H, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.41 (s, 1 H, CH-
Triazol), 7.37, 7.32 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H), 5.62 (bd, 1 H, J = 6.6 Hz, NH), 5.42 (ds, 1 H, J =
3.3 Hz, H-4), 5.23 (t, 1 H, J = 9.9 Hz, H-2), 5.04 (m, 1 H, H-3), 4.58 (m, 2 H, H-1, (CH,):-
CH-NH), 4.41 (m, 2 H, CH,-Fmoc), 4.37 (m, 1 H, CH-Fmoc), 4.21 (m, 1 H, H-6a), 4.11 (m,
1 H, H-6b), 4.08 (m, 2 H, CH,-Triazol), 4.04, 3.92 (m, 3 H, S-CH,), 3.88 (m, 1 H, H-5), 2.45
(bd, 2 H, CH,-COOPfp), 2.15, 2.06, 2.02, 1.98 (4 s, 12 H, CH300).

BC-NMR (CDCls): & (ppm) = 170.9, 170.2, 169.6 (CH3-CO), 155.7 (NH-COO), 145.1,
143.8, 127.9, 127.2, 125.1, 120.2 (Fmoc-Ar-C), 141.4 (Triazol-Ar-C), 123.3 (Triazol-Ar-
CH), 82.0 (C-1), 77.3 (CH,-C), 73.4 (C-3), 72.3 (C-5), 70.6 (C-2), 67.6 (C-4), 66.9 (CH»-
Fmoc), 61.5 (C-6), 52.3 (CH-CH,-Triazol), 48.6 (CH-NH) 47.3 (CH-Fmoc), 37.0 (CH»-
COOPfp), 24.1 (CH,-S), 21.2, 20.8, 20.7 (CH3;00).

[(MALDI-TOF) (m/z = 977.2)]: 1000.1 [M+Na]".
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3-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-(S)-amino)-4-[(1H-1,2,3-triazoyl)-4-(2,3,4-tri-O-acetyl-
6-methyl-1-thio-B-p-fucopyranosyl)]-butansiure-pentafluorphenolester (106)
Durchfiihrung nach AAV 12. Mit Verbindung 84 (412 mg, 0.5 mmol) nach
Siulenchromatographie (Eluent P:E-1:2) erhilt man 106 als farbloses Ol.

Ausbeute: 346 mg (0.37 mmol; 73 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls): & (ppm) = 7.77, 7.57 (d, 2 H, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.40 (s, 1 H, CH-
Triazol), 7.39, 7.31 (t, 2 H, J = 7.3 Hz, Fmoc-Ar-H), 5.63 (bd, 1 H, J = 6.6 Hz, NH), 5.27 (m,
1 H, H4), 5.18 (d, 1 H, J=10.1 Hz, H-2), 5.03 (dd, J=9.9,J=3.31H, H-3),4.54 (d, 1 H, J
= 9.8 Hz, H-1), 4.54 (m, 2 H, (CH;),-CH-NH), 4.40 (m, 2 H, CH,-Fmoc), 4.18 (m, 1 H, CH-
Fmoc), 3.94 (d, 2 H, J = 16.6 Hz, -CH»-S), 3.82 (q, 1 H, J = 6.5 Hz, H-5), 2.43 (bd, 2 H,
CH,-COOPf1p), 2.17, 2.03, 1.95 (4 s, 12 H, CH300), 1.20 (m, 3 H, CH3, H-6).

BC-NMR (CDCls): & (ppm) = 170.9, 170.2, 169.9 (CH3-CO), 155.7 (NH-COO), 145.2,
143.8, 127.9, 127.1, 125.1, 120.2 (Fmoc-Ar-C), 141.4 (Triazol-Ar-C), 123.3 (Triazol-Ar-
CH), 82.6 (C[CH3]s), 82.1 (C-1), 73.8 (C-3), 72.4 (C-4), 70.6 (C-2), 67.6 (C-5), 66.9 (CHa-
Fmoc), 52.2 (CH-CH;-Triazol), 48.4 (CH-NH) 47.3 (CH-Fmoc), 37.0 (CH,-COOPfp), 24.2
(CH,-S), 21.2, 20.9, 20.7 (CH300), 16.5 (C-6).

[(MALDI-TOF) (m/z = 933.2)]: 956.2 [M+Na]".

3-(N-Fluorenylmethoxycarbonyl-(S)-amino)-4-{(1H-1,2,3-triazoyl)-4-[2°,3",4",6 -tetra-O-
acetyl-B-p-galactopyranosyl(1—4)-2,3,6-tri-O-acetyl-1-thio-B-D-glucopyranosyl]}-
butansiure-pentafluorphenolester (107)

Durchfiihrung nach AAV 12. Mit Verbindung 85 (576 mg, 0.5 mmol) nach
Sdulenchromatographie (Eluent P:E-1:2) erhilt man 107 als farbloses Ol.

Ausbeute: 475 mg (0.38 mmol; 75 % d. Th.)

'H-NMR (CDCl): & (ppm) = 7.77, 7.57 (d, 2 H, J = 7.1 Hz, Fmoc-Ar-H), 7.40 (s, 1 H, CH-
Triazol), 7.39, 7.31 (t, 2 H, J = 7.3 Hz, Fmoc-Ar-H), 5.70 (bd, 1 H, J = 6.6 Hz, NH), 5.34 (s,
1 H, H4"),5.20 (t, 1 H,J=9.1 Hz, H-2"), 5.09 (bt, 1 H, J=8.8 Hz, H-3"), 4.92 (m, 2 H, H-3,
H-2), 4.57 (m, 3 H, H-1",(CH;),-CH-NH)), 4.48 (m, 2 H, H-1, H-6a,) 4.40 (m, 2 H, CH,-
Fmoc), 4.19 (m, 1 H, CH-Fmoc), 4.10 (m, 3 H, H-6a’, H-6b, H-6b"), 3.85 (m, 2 H, -CH,-S),
3.83 (m, 1 H, H-5"), 3.79 (m, 1 H, H-4), 3.62 (bm, 1 H, H-5), 2.47 (bd, 2 H, CH,-COOPfp),
2.15,2.12,2.11, 2.04,2.02, 1.98, 1.96 (4 s, 12 H, CH300).

BC-NMR (CDClL): & (ppm) =170.7, 170.4, 170.3, 170.1, 169.9, 169.8, 169.1 (CH;-CO),
155.7 (NH-COO), 143.8, 141.4, 127.9, 127.2, 125.1, 120.2 (Fmoc-Ar-C), 141.4 (Triazol-Ar-
C), 123.2 (Triazol-Ar-CH), 101.2 (C-17), 82.4 (C[CHj3]s), 82.0 (C-1), 77.3 (CH,-C), 76.6 (C-
4), 76.1 (C-5), 73.8 (C-3), 72.0 (C-CH), 71.0 (C-3"), 70.8 (C-2), 70.2 (C-5), 69.2 (C-2"),
66.9 (CH,-Fmoc), 66.7 (C-4"), 62.2 (C-6"), 60.9 (C-6), 52.2 (CH-CH,-Triazol), 48.4 (CH-
NH), 47.3 (CH-Fmoc), 37.1 (CH,-COOPfp), 24.0 (CH,-S), 21.2, 21.0, 20.9, 20.8, 20.7, 20.6
(CH300), 17.6 (S-CH»)

[(MALDI-TOF) (m/z = 1266.1)]: 1289.2 [M+Na]".
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N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(D-o.-phenylglycinyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-a.-D-
mannopyranosyl]-L-asparaginsiure-B-pentafluorphenolester (111)

Durchfiihrung nach AAV 12. Mit Verbindung 48 (438 mg, 0.5 mmol) nach
Siulenchromatographie (Eluent P:E-1:1) erhilt man 96 als farbloses Ol.

Ausbeute: 330 mg (0.34 mmol; 68 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls): & = 7.76, 7.63 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.58, 7.54 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H),
7.41, 7.39 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.35, 7.33 (m, 2 H, Fmoc-Ar-H), 7.36, 7.34 (m, 2 H, CH,-
Ar-H), 7.32, 7.31, 7.29 (m, 3 H, CH;-Ar-H), 5.98 (m, 1 H, NH-Asp), 5.84 (s, 1 H, NH-CH),
5.37 (m, 1 H, H-3), 5.34 (m, 1 H, H-4), 5.16 (m, 1 H, J = 3.1 Hz H-2), 4.69 (m, 1 H, CH-
CH;-Ar), 4.59 (m, 1 H, H-1), 4.46 (m, 1 H, CH-Fmoc), 4.27 (m, 3 H, H-6a, O-CH,-Fmoc),
4.08 (m, 1 H, H-6b), 3.99 (m, 1 H, CH-Asp), 3.81 (m, 1 H, H-5), 3.05 (dd, 1 H, CH-CH,-
COOP1p), 2.68 (dd, 1 H, CH-CH,-COOPf1p), 2.18 (m, 2 H, S-CH>), 2.10, 2.08, 2.03, 1.99 (4
s, 12 H, CH300).

BC-NMR (CDClL): & = 195.9 (NH-CO), 170.8 (Asp-CO-CH), 170.0, 160.9, 169.8, 169.7
(CH3-CO), 156.0 (NH-COO), 143.9, 141.4, 128.0, 127.5, 125.4, 120.3 (Fmoc-Ar-C), 143.6,
141.4, 127.4, 125.1 (CHz-Ar-C), 81.0 (C-1), 79.8 (C-5), 77.4 (C-3), 72.6 (C-2), 71.3 (C-4),
68.0 (O-CH;-Fmoc), 62.4 (C-6), 57.8 (CH-Asp), 47.4 (CH-Fmoc), 47.3 (CH-Ar), 37.7 (CHa-
Asp), 37.7 (CH-CH,-COOQOPfp), 21.3 , 21.1, 21.0, 20.9 (CH300).

[(MALDI-TOF) (m/z = 986.2)]: 1009.0 [M+Na]".
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8.4 SPOT-Synthese

8.4.3 Zu Kapitel 6.2.3

Aminoderivatisierte Zellulose: (3[3-{2-(2-[3-Aminoproxyl]-ethoxy)-ethoxy}-
propylamino]-2-hydroxy-propyl-Zellulose)

A. Vorbereiten der Membranen

Das Whatmann (CH 1; Nr. 1001917) Filterpapier wird auf 10 cm x 14 cm grofle
Zellulosemembranen zugeschnitten und an die Befestigungsvorrichtung des SPOT-Roboters
durch Ausstanzen der Ecken mit der Lochzange angepasst. AnschlieBend werden die
Membranen mit Dioxan (2 x 10 min) und EtOH (2 x 10 min) gereinigt und mit dem Fon bei
Kaltstufe getrocknet.

Je nach Anwendung kann eine niedrige oder hohe Aminofunktionalisierung der Membran
durchgefiihrt werden. Die niedrige Funktionalisierung eignet sich hauptsidchlich als
Membranen fiir ein Lectin-Screening, die hohe fiir eine praparative SPOT-Synthese.

B. Niedrigbeladungprotokoll (400 — 600 nmol/cm?)

Die vorgereinigten Membranen werden in eine grofle Petrischale gelegt und pro Papier mit
einer Losung (10%ig) aus Epibromhydrin (300 uL), Perchlorsdure (60%ige, 30 uL) und
Dioxan (3 mL) vollstindig benetzt und das Gefdl abgedeckt. Nach 2 h werden die
Membranen mit Dioxan (3 x 5 min mit 20 mL je Papier) gewaschen und im Exsikkator unter
Vakuum getrocknet. AnschlieBend werden die Membranen mit einer Losung (20%ig) aus
4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiamin 51 (4 mL je Papier) in DMF (20 mL je Papier) getrinkt
und mehrmals gewendet. Nach 2 h wird die Reaktionslosung dekaniert und die Papiere mit
MeONa-Ldsung in MeOH (5 M, 20 mL je Papier) tiberschichtet. Nach 30 min wird mehrmals
griindlich mit MeOH (7 x 20 mL je Papier) gewaschen, dabei miissen die Papiere mehrmals
gewendet werden. Nach dem Trocken sind die Membranen fiir den néchsten Schritt
einsatzbereit. Der Funktionalisierungsgrad mit freien Aminen ldsst sich wie weiter unten
beschrieben bestimmen.

C. Hochbeladungsprotokoll (600 — 1400 nmol/cm?2)
Die Priparation erfolgt wie unter A.) beschrieben mit folgenden Abweichungen:
Die Inkubationszeit mit Epibromhydrin wird von 2 h auf 3 h erhoht

4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiamin wird auf 80 °C erwdrmt und unverdiinnt zugegeben (20
mL)
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D. Bestimmung des Derivatisierungsgrads der Membran

Der Derivatisierungsgrad lisst zuverldssig durch Messung der UV-Absorption des
Dibenbenzofulven-Piperidin Adduktes nach Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe bestimmen.
Piperidin-DBF Addukt B: Beladung [nmol/cm?]

E: Extinktion
O H Ve f V: Abspaltvolumen [mL]
’ ,O — |B=E ——— +10°| {: Verdiinnungsfaktor
O e edeA &: Extinktioskoeffizient [mL/mmol cm]

d:Schichtdicke Kiivette [cm]
. H = 2
€301nm = 7800 [mL/mmol cm] A: Papierflache [cm?]

Methode A: Quantifizierung freier Aminofunktionen auf der ganzen Membranfléche:

Zu einer aminoderivatisierten Membran (10 cm x 14 ¢cm) gibt man eine Losung aus Fmoc-Cl
(50 mg), DIPEA (70 pL) in Dioxan (25 mL) und schwenkt die Papiere fiir 4 h auf dem
Orbitalschiittler. Danach wascht man griindlich mit Dioxan (4 x 5 min mit 20 mL), MeOH (3
x 5 min 20 mL) und trocknet das Papier anschlieBend im Exsikkator unter Vakuum. Fiir die
Fmoc-Abspaltung werden genau 50 mL einer 20%ige Piperidin-Losung in DMF auf die
Membran gegeben und 1 h geschwenkt. Danach wird ein Aliquot von 1 mL auf 10 mL
verdiinnt und bei 301 nm (e=7800) UV-Spektroskopisch vermessen. Bei hohen
Derivatisierungsgraden (Extinktion > 1) muss die Messlosung verdiinnt werden. Die
Berechnung erfolgt nach obiger Formel (Papierfliche = Vorder- und Riickseite).

Methode B: Quantifizierung freier Aminofunktionen einzelner Spots:

Der Derivatisierungsgrad wird durch Inkubieren von drei Spots (jeweils 0,23 ¢cm?) mit einer
Loésung von Fmoc-Gly-OPfp (0,6 M, 30 min) in DMF versetzt, mit DMF gewaschen (3 x 2,0
ml), die Spots werden getrenntem mit 20%igem Piperidin in DMF versetzten und die
Absorbtion des DBF-Piperidin Adduktes bei 301 nm (g = 7800) bestimmt.

Ein Spot (0,23 cm?) wird ausgestanzt und in einer Eppendorf-Spitze mit 50 pl Fmoc-Gly-
OPfp (0,6 M in DMF) versetzt. Nach 30 Minuten wird die Losung entfernt und der SPOT mit
DMF (5 x 1,0 ml) gewaschen. In einem zweiten Eppendorf-Spitze wird der SPOT mit 1,0 ml
Piperidin (20%ig in DMF) versetzt. Nach 20 Minuten wird die UV-Absorption der
unverdiinnten Lésung bei A = 301 nm bestimmt.

Methode C: Quantifizierung einer membrangebundenen Fmoc-Aminoséure:

Ein Spot (0,23 cm?) wird ausgestanzt und in einer Eppendorf-Spitze mit 1,0 ml Piperidin
(20%ig in DMF) versetzt. Zur Quantifizierung wird wie unter Methode A beschrieben
verfahren.
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8.4.2 Zu Kapitel 6.2.4

Aufbringen der Linker auf die aminoderivatisierte Zellulosemembran

Kurz vor jeder Derivatisierung werden die freien Sdurefunktionen der Linker aktiviert. Die
aktivierten Linkerlosungen sollten nicht langer als 2-3 Tage verwendet werden und mdéglichst
immer frisch hergestellt werden. Zum Aufbringen der Linker kann die aktivierte Losung
aufgespottet (A.) oder die Membranen mit der Losung getrinkt (B.) werden.

A. Aufspotten des Linkers auf die Membran:

Beim Aufspotten des Linkers wird das spétere Array fiir eine folgende SPOT-Synthese
festgelegt und sollte deshalb sorgfaltig beim Durchfiihren einer manuellen Synthese geplant
werden.

Fmoc-Rink-Amid-Linker 75

Zu einer frisch hergestellten Losung von Pentafluorphenol (46 mg, 0.25 mmol) in NMP (1
mL) mit DIC (40 pL, 0.26 mmol) wird der Rink-Amid-Linker 75 (135 mg, 0.25 mmol) unter
kurzem aufschiitteln der Eppendorfspitze gelost. Nach ca. 30 min ist die Umsetzung zum
Pentafluorphenylester beendet und die Losung zum Aufspotten einsatzbereit.

Fmoc-Foto-Linker 59

Zu einer frisch hergestellten Losung des Foto-Linkers 59 (130 mg, 0.25 mmol) in NMP (1
mL) werden HATU (190 mg, 0.50 mmol) und DIPEA (85 pL, 0.50 mmol) gegeben. Nach
kurzem Aufschiitteln der Eppendorfspitze ist die Reaktionslosung sofort zum Einsatz bereit
und kann auf die Membran aufgspottet werden. Da direktes Tageslicht geringfiigig UV-Licht
enthilt, sollte die Derivatisierung und alle folgenden Schritte in einem abgedunkelten Bereich
erfolgen (Plexiglasbox mit UV-Lichtschuzfolie abgeklebt). Die derivatisierten Membranen
sind in einer lichtundurchldssigen Plastiktiite aufzubewahren.

Die Auftragung der aktivierten Linkerlosung auf die aminoderivatisierte Zellulosemembran
erfolgt durch Auftiipfeln mit dem SPOT-Roboter oder durch manuelles Aufspotten.

Fiir die manuelle Auftragung werden mit einem weichen Bleistift kleine Punkte auf der Pa-
pieroberfliache aufgezeichnet, die als Markierungen zum Aufspotten der Linkerldsung dienen.
Durch das dabei erzeugt Raster wird das spdtere Arrayformat festgelegt. Zum Auftragen wird
eine Eppendorfpipette (0.1-10 uL) verwendet mit der zwischen 0.3 bis 2 uL. Linkerlosung auf
dem Raster verteilt werden. Die Auftragungsmenge sollte dabei 10% grofer als bei der spéte-
ren SPOT-Synthese gewihlt werden, da durch chromatographische Effekte die Konzentration
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an Reagenzldsung an der Randzone kleiner ist und die Derivatisierung des Linkers damit
geringer ist.

Mit dem SPOT-Roboter erfolgt die Auftragung durch Aufrufen der Seq.-Datei in der
Steuersoftware. Dabei wird die gleiche Datei ausgewihlt, die fiir die spitere SPOT-Synthese
dient. Im Fenster der Steuersoftware wird “Generate Grid*“ angekreutzt. Beim starten der
Software wird somit automatisch das Array fiir die vorgegebene Synthesesequenz auf der
aminoderivatisierten Zellulosemembran erzeugt. Aufgrund der prizisen Auftragung des
Roboters entfillt eine Markierung der Spots und auch das Spot-Volumen (0.1 pL) wird gleich
wie bei der spéteren Synthese gewihlt.

Das Aufspotten der aktivierten Linkerlosungen wird in einem Abstand von 20 Minuten
einmal wiederholt und nach weiteren 20 min zu Punkt C. iibergegangen.

B. Aufbringen des Linkers durch Trinken der Membran mit der Linker-Losung:

Fiir die Synthese von einzelnen S-Glycopeptids in groferer Menge (umol Bereich) kann die
ganze Membranoberfliche mit dem Linker derivatisiert werden. Dabei wird die Synthese
durch Trédnken der Membranen durchgefiihrt.

Rink-Amid-Linker 75

Zu einer frisch hergestellten Losung des Rink-Amid-Linker 75 (130 mg, 0.25 mmol) in NMP
(25 mL) werden HATU (190 mg, 0.50 mmol) und DIPEA (85 uL, 0.50 mmol) gegeben.
Nach dem Vermischen der Reaktionslosung ist diese einsatzbereit und kann auf eine
aminoderivatisierte Zellulosemembran gegossen werden. Dabei ist auf eine gleichmifBige
Durchtrankung des Papiers zu achten und Luftblasen zwischen Membran und Gefdf3boden
werden durch langsame Bewegung auf einem Schiitteltisch vermieden. Nach 7 h wird die
Reaktionslosung abdekantiert und zu Punkt C. {ibergegangen.

C. Vorbereiten der Fmoc-Linker derivatisierten Membran fiir die SPOT-Synthese:

Nach abgeschlossener Derivatisierung mit dem Linker werden die freien Aminofunktionen
acetyliert (1 x 30 min, Losung aus 2 mL Ac,O, 4 mL DIPEA in 20 mL DMF) und
iiberschiissiges Reagenz durch Waschen (4 x 2 min mit 20 mL DMF) entfernt. AnschlieBend
werden die Fmoc-Schutzgruppen des Linkers mit Piperidin (1 x 8 min mit 5 mL Piperidin in
20 mL DMF) entfernt und ausgiebig mit DMF (4 x 2 min mit 20 mL) und EtOH (4 x 2 min
mit 20 mL) gewaschen. Die freien Aminofunktionen der aufgespotteten Linker kdnnen iiber
Bromphenolblau (200 pL einer 1 %igen Losung in EtOH) durch Zugabe zur EtOH-
Waschlosung (20 mL) sichtbar gemacht werden. Findet keine Anfarbung der Spots sondern
der Waschlosung statt, muss noch mehrmals mit EtOH gewaschen werden, bis die
Waschlosung farblos bleibt. Nach dem letzen Waschschritt werden die Membranen mit dem
Fon (Kaltluftstufe) getrocknet und sind fiir die SPOT-Synthese einsatzbereit. Ansonsten
werden die Membranen mit Bleistift beschriftet und im Exsikkator eingelagert.



8 Experimenteller Teil 200

8.4.3 Zu Kapitel 6.2.5

Aus sterischen Griinden sollte nach der Derivatisierung mit dem spaltbaren Linker als erstes
eine  Aminosdure auf die Membran aufgespottet werden. Je nach spiterem
Verwendungszweck der S-Glycopeptide kommen dafiir einfache Fmoc-geschiitzte
Aminosduren wie Glycin oder p-Alanin oder Aminosduren mit Boc-geschiitzter
Seitenfunktion wie Lysin in Frage, die bei der Spaltung des Linkers eine reaktive
Seitenfunktion freisetzen (Amin).

Aufspotten der ersten Aminosiure

Zur Aktivierung konnen die Aminosduren mit Pentafluorphenol iiber DIC vor dem
Auftiipfeln aktiviert werden oder fertige Pentafluorphenolester der Aminosduren als Losung
in NMP verwendet werden.

A. Aktivieren der Aminosduren mit Pentafluorphenol iiber DIC

Die Aminosdure (0.25 mmol) wird mit einer Losung aus Pentafluorphenol (46 mg, 0.25
mmol), DIC (40 puL, 0.26 mmol) in NMP (1mL) unter Schiitteln der Eppendorfspitze gelost.
Nach ca. 30 min ist die Umsetzung zum Pentafluorphenylester beendet und die Losung ist
zum Aufspotten einsatzbereit. Ein eventueller Niederschlag wird durch zentrifugieren
abgetrennt. AnschlieBend wird wie unter C. beschrieben weiter verfahren.

B. Vorbereiten von fertigen Pentafluorphenolestern

Die fertigen Pentafluorphenolester der Aminosduren (0.25 mmol) werden in NMP (1 mL)
gelost und sind sofort einsatzbereit. AnschlieBend wird wie unter C. beschrieben weiter
verfahren.

Aktivierung der S-Glycopeptid-Bausteine

Mit den Pentafluorphenol aktivierten S-Glycopeptid-Bausteine (Kapitel 6.1.5) wird kurz vor
threr Verwendung eine 0.1 M Loésung in NMP hergestellt, der innerhalb von 2-3 Tagen
aufzubrauchen ist. Zu der Losung werden 50 Mol% HODhbt (3-Hydroxy-1,2,3-benzotriazin-
4(3H)-one) als Base zugesetzt und gelost. Anschlieend wird wie unter C. beschrieben weiter
verfahren.

C. Aufspotten der vorbereiteten Losungen und Vorbereitung des néchsten Schritts

Die Auftragung der aktivierten Aminosdurelosung auf die aminoderivatisierte Zellulose-
membran erfolgt durch Auftiipfeln mit dem SPOT-Roboter oder durch manuelles Aufspotten.
Das Aufspotten der aktivierten Linkerlosungen wird in einem Abstand von 20 Minuten ein-
mal wiederholt. Nach abgeschlossener Derivatisierung mit dem Linker werden die freien
Aminofunktionen acetyliert (1 x 30 min, Losung aus 2 mL Ac,0, 4 mL DIPEA in 20 mL
DMF) und tiberschiissiges Reagenz durch Waschen (4 x 2 min mit 20 mL DMF) entfernt.
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Anschliefend werden die Fmoc-Schutzgruppen des Linkers mit Piperidin (1 x 8 min mit 5
mL Piperidin in 20 mL DMF) entfernt und ausgiebig mit DMF (4 x 2 min mit 20 mL) und
EtOH (4 x 2 min mit 20 mL) gewaschen. Die freien Aminofunktionen der aufgespotteten
Linker konnen iiber Bromphenolblau (200 pL einer 1 %igen Losung in EtOH) durch Zugabe
zur EtOH-Waschlosung (20 mL) sichtbar gemacht werden. Findet keine Anfarbung der Spots
sondern der Waschlosung statt, muss noch mehrmals mit EtOH gewaschen werden, bis die
Waschlosung farblos bleibt. Nach dem letzen Waschschritt werden die Membranen mit dem
Fon (Kaltluftstufe) getrocknet und sind fiir die SPOT-Synthese einsatzbereit. Ansonsten wer-
den die Membranen mit Bleistift beschriftet und im Exsikkator eingelagert.

Eine Kontrolle des Derivatisierungsgrads kann liber UV-Messung (Kapitel 8.3.1) nach der
Fmoc-Abspaltung erfolgen.
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8.4.4 Zu Kapitel 6.2.6

Nachfolgend sind alle notwendigen Schritte zur Durchfiihrung der SPOT-Synthese in
Kurzform erlautert. Eine detaillierte Beschreibung zur Derivatisierung der
Zellulosemembranen sind den Kapiteln 8.4.1 und 8.4.2 zu entnehmen. Die Aktivierung der S-
Glycopeptid-Bausteine erfolgt wie im Kapitel 8.4.3 beschrieben.

Ablaufplan fiir die SPOT-Synthese auf Zellulosemembranen:

1.) Vorbereiten der Membranen:

Whatmann Cellulosepapier CH 1 (Nr. 1001 917) auf 10 x 14 cm zuschneiden und fiir
Haltevorrichtung des SPOT-Roboters lochen und mit Bleistift beschriften.

A.) Vorreinigung:

2x 10 min  mit Dioxan (20 mL) waschen

2x 10 min  mit EtOH (20 mL) waschen, danach fonen oder
im Vakuum trocknen (Membran einlagern)

B.) Derivatisierung mit Safetvcatch-Linker:

I1x2h 10% Epibromhydrin / 1% Perchlorséure in Dioxan
— 300 uL Epibromhydrin / 30 pL Perchlorséure in 3 mL Dioxan (pro
Membran)
Membranen miissen mit der Reaktionsldsung 2 h vollstindig benetzt sein

3 x 5 min mit dest. Dioxan (20 mL) waschen, danach
im Vakuum trocknen

I1x2h 20% 4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiamin 51 in DMF
— 4 mL von Verbindung 51 in 20 mL DMF (pro Membran)
Membran muss mit der Reaktionslosung 2 h vollstindig benetzt sein

I x30min  mit 5SM Natriummethanolatlésung (20 mL) waschen

7 x 2 min mit MeOH (20 mL) waschen, danach fonen oder
im Vakuum trocknen (Membran einlagern)

C.) Derivatisierung mit Fmoc-Rink-Amid-Linker:

I1x7h Membran mit Reaktionslosung benetzen
— 135 mg (0.25 mmol) Rink-Amid-Linker, 190 mg (0.50 mmol) HATU
in 25 mL NMP I6sen und 85 pL (0.50 mmol) DIPEA zugeben.

oder als Spots auftragen
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— 46 mg (0.25 mmol) Pfp, 135 mg (0.25 mmol) Rink-Amid-Linker in 1
mL NMP l6sen, dazu 40 uL (0.26 mmol) DIC zugeben. Nach 30 min
einsatzbereit.

1 x 30 min 10% Ac,0, 20% DIPEA in abs. DMF
— 2 mL Ac,O /4 mL DIPEA in 20 mL DMF

4 x 2 min mit DMF (20 mL) waschen
Néchster Punkt Fmoc-Abspaltung

oder

2 x 2 min mit dest. EtOH (20 mL) waschen, danach fénen oder
im Vakuum trocknen (Membran einlagern)

1 x 8 min mit Fmoc-Abspaltlosung; 20% Piperidin in DMF (25 mL) waschen,
— 5 mL Piperidin in 20 mL DMF
UV-Quantifizierung von DBF-Piperidin Addukt moglich

4 x 2 min mit abs. DMF (20 mL) waschen
4 x 2 min mit dest. EtOH (20 mL) waschen

I x 5 min bei Bedarf Spots anfarben
—20 mL DMF + 200 pL. Bromphenolblau (1 % ige Losung in EtOH)

2 x 2 min mit dest. EtOH (20 mL) waschen, danach fénen oder
im Vakuum trocknen (Membran Einlagern)

D.) Derivatisierung mit Pfp-Fmoc-Glycin oder HO-Lvsin(EBu)Fmoc:

I1x7h Membran mit Reaktionslosung benetzen
— 116 mg (0.25 mmol) Pfp-Fmoc-Glycin in 25 mL NMP losen + 0.125
mmol HODhbt
— 47 mg (0.10 mmol) HO-Lysin(tBu)Fmoc, 76 mg (0.20 mmol) HATU,
34 uL DIPEA (0.2 mmol) in 25 mL NMP losen.

oder als Spots auftragen
— 116 mg (0.25 mmol) Pfp-Fmoc-Glycin in 1 mL NMP 16sen.
— 46 mg (0.25 mmol) Pfp, 117 mg HO-Lysin(tBu)Fmoc (0.25 mmol) in
I mL NMP I6sen, dazu 40 pL (0.26 mmol) DIC zugeben. Nach 30 min
einsatzbereit.

3 x 2 min 4% Ac,0 in abs. DMF
— 0.8 mL Ac,O in 20 mL DMF
Néchster Punkt Fmoc-Abspaltung

oder

2 x 2 min mit dest. EtOH (20 mL) waschen, danach fonen oder
im Vakuum trocknen (Membran einlagern)

1 x 8 min mit Abspaltldsung 20% Piperidin in DMF (25 mL) waschen,
— 5 mL Piperidin in 20 mL DMF
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4 x 2 min
4 x 2 min

1 X 5 min

2 X 2 min

UV-Quantifizierung von DBF-Piperidin Addukt moglich

mit abs. DMF (20 mL) waschen
mit dest. EtOH (20 mL) waschen

bei Bedarf SPOTS anfirben
— 20 mL DMF + 200 pL Bromphenolblau (1 % ige Losung in EtOH)

mit dest. EtOH (20 mL) waschen, danach fénen oder
im Vakuum trocknen

2.) Spotten der Building-Blocks:

2 X 25 min

3 x 2 min

4 x 2 min

oder

2 X 2 min

1 x 8 min

4 x 2 min
4 x 2 min

1 X 5 min

2 X 2 min

Pfp-Bausteine spotten (Pfp aktivierte S-Glycopeptid-Bausteine)
— 0.1 mmol Pfp-Bausteine (nach Bedarf) in 1 mL HODhbt-Lsung
aufnehmen (0.06 mmol/mL in NMP).

mit 4% Ac,0O in abs. DMF
— 0.8 mL Ac,O in 20 mL abs. DMF

mit DMF (20 mL) waschen
Néchster Punkt Fmoc-Abspaltung

mit dest. EtOH (20 mL) waschen, danach fénen oder
im Vakuum trocknen (Membran einlagern)

mit Abspaltlosung 20% Piperidin in DMF (25 mL) waschen,
— 5 mL Piperidin in 20 mL DMF
UV-Quantifizierung von DBF-Piperidin Addukt méglich

mit abs. DMF (20 mL) waschen
mit dest. EtOH (20 mL) waschen

bei Bedarf SPOTS anférben
— 20 mL DMF + 200 uL Bromphenolblau (1 % ige Losung in EtOH)

mit dest. EtOH (20 mL) waschen, danach fonen oder
im Vakuum trocknen

mit Spotten des néchsten Zyklus beginnen — Punkt 2.) wiederholen oder
zu Punkt 3.) ibergehen

3.) Deacetylierung der Building-Blocks:

16 h

2 X 2 min

mit 7N NH3/MeOH (50 mL) im geschlossenen Gefal} tiber Nacht
schwenken

mit EtOH (20 mL) waschen, danach fonen oder
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im Vakuum trocknen (Screening der S-Glycopeptide Kapitel 8.4.1
oder zu Punkt 4.)

4.) Spaltung des Rink-Amid-Linkers:

Abzuspaltender Spot ausschneiden und in Eppendorfspitze geben
2x45min  90% TFA in DCM (100 pL) + 3% TIS + 3% H>0
— 90 puL TFA mit 10 uL. DCM verdiinnen und
3 uL TIS, 3 pL H,O zugeben
oder
Membran in Exsikkator mit TFA Dampf 30 min einwirken lassen
— Dampfsittigung mit 90%-iger TFA Losung in Exsikkator erzeugen
und Membran in TFA Dampf legen (2 h mit 3 mL TFA + 300 uL DCM)
— Spot ausschneiden und auswaschen
fiir MALDI-TOF in 20 uL EtOH:H,0O/1:1 aufnehmen sieche Kapitel 8.3.6

5.) Bemerkungen:

Losungsmittel:
DMF und NMP miissen frei von Aminen sein.
Fiir MeOH, EtOH, DCM, Dioxan, Ac,0 reicht eine Destillation der Losungsmittel.

Durchfithrung der Waschschritte:

Zur Reinigung der Membranen wurde eine grofle Petrischale verwendet. Dazu dient ein
Orbitalschiittler oder Wipptisch auf dem die Petrischale mit den Membranen platziert wurde.
Durch Zu- und Abgielen des Losungsmittels wird unter leichter Schwenkbewegung die
Membran gereinigt. Unter Zuhilfenahme eines Kaltluft-Fons konnen die Membranen direkt
in der Petrischale getrocknet werden oder durch Anlegen eines Vakuums im Exsikkator. Zum
Entfernen der Membranen aus dem Waschgefd3 sollte eine Pinzette verwendet werden und
ein direkter Kontakt mit den Membranen vermieden werden.

Reaktionslosungen:

Reaktionslosungen sollten frisch hergestellt werden und sind innerhalb von 2-3 Tage
aufzubrauchen. Um ein genaue Dossierung der S-Glycopeptid-Bausteinen zu ermdglichen,
wurden mit den Pfp-S-Glycopeptid-Bausteinen 0.1 M Losungen in DCM (0.5 mL)
hergestellt, die sich im Kiihlschrank ldngere Zeit lagern lassen (1-2 Monate). Zur Herstellung
der Reaktionslosungen wurde mit einer Pipette ein definiertes Volumen der DCM-Losung in
die Eppendorfspitze iiberfiihrt und mit der gleichen Menge an NMP aufgenommen. Danach
wurden 50 Mol% an HODhbt zugegeben und durch schiitteln geldst.
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Aufbewahren der Membranen:

Die Membranen wurden in einer geschlossenen Petrischale oder im Exsikkator aufbewahrt.
Zur liangeren Aufbewahrung (mehrere Monate) konnen die Membranen in einer Plastiktiite
bei — 20 °C eingefroren werden. Nach der Entnahme aus dem Tiefkiihlschrank wurden die
Membranen mit EtOH mehrmals dehyratisiert und nach dem Trocknen normal
weiterverwendet.

Reaktionskontrolle:

Die Anfarbung mit Bromphenolblau reicht als Standard-Reaktionskontrolle aus und kann
durch Waschen mit DMF von der Membran beseitigt werden. Der Farbstoff ist nur adsorptiv
auf der Zelluloseoberflache gebunden und stort die Peptidkupplungsreaktion nicht. Eine UV-
Kontrolle der Fmoc-Abspaltung sollte  hauptsidchlich zur Bestimmung des
Derivatisierungsgrads verwendet werden.

Durchfiihrung:

Bei jeder SPOT-Synthese sollte jeder Syntheseabschnitt mit Bleistift auf der Membran
dokumentiert werden, um Verwechselungen mit anderen Membranen oder bei léngerer
Lagerung zu vermeiden. Bei der Derivatisierung sollten die Membranen nicht ohne
Handschuhe angefasst werden.
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8.4.5 Zu Kapitel 6.2.8

Analytik der S-Glycopeptide iiber MALDI-TOF
Uber Rink-Amid-Linker 75:

Die Abspaltung der S-Glycopeptide kann mit TFA-Dampf (A.) oder mit 90%iger TFA (B.)
erfolgen. Mit TFA-Dampf konnen alle auf der Membran befindlichen S-Glycopeptide unter
milden Bedingungen gleichzeitig abgespalten werden, ohne dass eine Durchmischung
einzelner Spots stattfindet.

A. Abspaltung der S-Glycopeptide mit TFA-Dampf (Rink-Amid-Linker)

Zum Spalten des Rink-Amid-Linkers wird die Membran 30 min in einen Exsikkator der mit
TFA-Dampf gesittigt ist gelegt. Zur Dampfsittigung wird der Exsikkator 2 h vorher mit einer
90%ige TFA-Losung (3 mL TFA + 300 uL. DCM) befiillt. Nach dem Einwirken mit TFA-
Dampf sind die S-Glycopeptide adhidsiv (hellrote SPOTs) auf der Membranoberfliche
gebunden und werden fiir die Analytik ausgestanzt (Lochzange) und auf beschriftete
Eppendorfspitzen verteilt. Durch Zugabe von EtOH:H,O-1:1 (20 pL) werden die
abgespaltenen S-Glycopeptide aufgenommen und wie unter C. weiterverfahren.

B. Abspaltung der S-Glycopeptide mit 90%iger TFA

Der Spot mit den abzuspaltenden S-Glycopeptiden wird ausgestanzt und in eine
Eppendorfspitze gegeben. Dazu wird 90%ige TFA (45 pL TFA mit 5 pL DCM verdiinnen
und 2 pL TIS, 2 pL. H>O zugeben) pipettiert und man ldsst 45 min einwirken. Danach wird
der SPOT in eine weitere Eppendorfspitze liberfithrt und nochmals 45 min mit 90%ige TFA
(45 pL TFA mit 5 uL. DCM verdiinnen und 2 pL TIS, 2 pL H,O zugeben) iiberschichtet. Die
beiden Abspaltlosungen werden in einer Eppendorfspitze vereinigt und dass Losungsmittel
im Vakuum verdampft. Nach dem vollstindigen verdampfen werden die S-Glycopeptide
durch Zugabe von EtOH:H,0-1:1 (20 pL) gelost und wie unter C. weiterverfahren.

Uber Foto Linker 59:

Zum Spalten des Foto-Linkers wird die Membran 1 h unter eine UV-Lampe (365 nm, 7mW /
cm?) zum Betrachten von DC-Platten gelegt. Danach wird die Membran gewendet und eine
weitere 1 h belichtet. Die adhédsiv gebundenen S-Glycopeptide werden fiir die Analytik
ausgestanzt (Lochzange) und auf beschriftete Eppendorfspitzen verteilt. Durch Zugabe von
EtOH:H,0O-1:1 (20 uL) werden die S-Glycopeptide gelost und wie unter C. weiterverfahren.

C. Probenpréparation fiir MALDI-TOF Messung:

Auf die Markierungen eines MALDI-Targets wird eine ges. vorbereitete HABA-Losung (1
uL) aufgetragen. Auf die Matrix werden die gelosten S-Glycopeptide (1 puL) aufgetragen und
an der Luft getrocknet. Danach konnen die einzelnen S-Glycopeptide am MALDI-TOF
vermessen werden.



8 Experimenteller Teil

208

8.5

Lectin-Screening

8.5.1 Zu Kapitel 7.3

Autbau der tetrameren S-Glycopeptid-Bibliothek (A, R, N, D):
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NHFmOC

Uber die Spot Nummer (1-256) kann jedem Spot eindeutig die Sequenz der S-Glycopeptide
zugeordnet werden.

Definition der terameren S-Glycopeptide (A, R, N, D) nach SPOT-Nummer:

1AAAA
2AAAR
3AAAN
4AAAD
S5AARA
6AARR
7TAARN
8AARD
9AANA
1I0AANR
11AANN
12AAND
13AADA
14AADR
1I5AADN
16 AADD
17ARAA
18ARAR
1I9ARAN
20ARAD
21ARRA
22ARRR
23ARRN
24ARRD
25ARNA
26 ARNR
27TARNN
28ARND
29ARDA
30ARDR
31ARDN
32ARDD

33ANAA
34ANAR
35ANAN
36 ANAD
37ANRA
38ANRR
39ANRN
40ANRD
41 ANNA
42ANNR
43 ANNN
44 ANND
45ANDA
46 ANDR
47 ANDN
48 ANDD
49ADAA
50ADAR
51ADAN
52ADAD
53ADRA
54ADRR
55ADRN
56ADRD
57ADNA
58 ADNR
5ADNN
60ADND
61ADDA
62ADDR
63ADDN
64ADDD

65RAAA
66 RAAR
67RAAN
68 RAAD
69RARA
70RARR
71RARN
72RARD
73RANA
7ARANR
7SRANN
76 RAND
7TTRADA
78RADR
79RADN
80RADD
81RRAA
82RRAR
83RRAN
84RRAD
85RRRA
86RRRR
87RRRN
88 RRRD
89RRNA
90RRNR
91RRNN
92RRND
93RRDA
94RRDR
95RRDN
96 RRDD

97RNAA
98 RNAR
9 RNAN
100RNAD
101RNRA
102RNRR
103RNRN
104RNRD
1I05RNNA
106 RN NR
107RNNN
108 RN ND
109RNDA
110RNDR
111RNDN
112RNDD
113RDAA
114RDAR
115RDAN
116 RDAD
117RDRA
118 RDRR
119RDRN
120RDRD
122RDNA
122RDNR
123RDNN
124RDND
125RDDA
126 RDDR
127RDDN
128RDDD

1I29NAAA
130NAAR
131NAAN
132NAAD
133NARA
134 NARR
135NARN
136 NARD
137NANA
138NANR
1I39NANN
140NAND
141NADA
142 NADR
143NADN
144NADD
145NRAA
146 NRAR
147NRAN
148NRAD
149NRRA
1I50NRRR
151INRRN
152NRRD
1I53NRNA
154 NRNR
IS55NRNN
156 NRND
157TNRDA
158 NRDR
159NRDN
160NRDD

I6INNAA
162NNAR
163NNAN
164NNAD
1I65NNRA
166 NNRR
167 NNRN
168 NNRD
169N NNA
1I70NNNR
1I7ZINNNN
172NNND
173NNDA
174ANNDR
175NNDN
176 NNDD
177TNDAA
178NDAR
179NDAN
18ONDAD
181NDRA
182 NDRR
183 NDRN
184NDRD
185NDNA
186 NDNR
187NDNN
188 NDND
189ONDDA
1I90NDDR
19INDDN
192NDDD

193DAAA
194DAAR
195DAAN
196 DAAD
197DARA
198DARR
199DARN
200DARD
200DANA
202DANR
203DANN
204DAND
206DADA
206DADR
207DADN
2086 DADD
209DRAA
210DRAR
211DRAN
212DRAD
213DRRA
214DRRR
215DRRN
216 DRRD
217TDRNA
218DRNR
2199DRNN
220DRND
221DRDA
222DRDR
223DRDN
224DRDD

225DNAA
226 DNAR
227TDNAN
228DNAD
229DNRA
230DNRR
231DNRN
232DNRD
233DNNA
234DNNR
235DNNN
236 DNND
237DNDA
238DNDR
239DNDN
240DNDD
241DDAA
242DDAR
243DDAN
244DDAD
245DDRA
246 DDRR
24TDDRN
248DDRD
29DDNA
250DDNR
251 DDNN
252DDND
253DDDA
254DDDR
255DDDN
256DDDD
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8.5.2 Zu Kapitel 7.4

Bei der Durchfiihrung des Lectin-Screenings miissen die Zucker auf der Membran zuvor
deacetyliert werden (Kapitel 8.3.4). Die Membranen konnen ohne Blockierung der
Oberflache direkt fiir das Lectin-Screening verwendet.

Pufferlosungen und Lectin-Losungen:

A. Puffer-Losungen:

Als Pufferlosungen werden Stammlosung hergestellt, die bei Bedarf auf die
Gebrauchslésungen verdiinnt werden.

1.) Spiilpuffer TBS (pH 7.5):

1 M Stammlbsung von TBS (pH 7.5)

— 121.14 g Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan auf 1 L dd H,O
mit 1 N HCI auf pH 7.5 einstellen

1 M Stammldsung von TBS (pH 7.5) und Tween (2.5%)
— 121.14 g Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan, 2.5 g Tween 20 auf 1 L dd H,O
mit 1 N HCI auf pH 7.5 einstellen

Gebrauchspuffer 20 mM
— 20 mL Stammldsung (1 M) mit 1 L dd H,O verdiinnen

B. Férbepuffer:

Acetatpuffer (pH 5.0):

Gebrauchspuffer 50 mM

— 4.10 g NaAc werden in 900 mL dd H,O gel6st und
mit konz. HCl auf pH 5.0 eingestellt

TBS-Puffer (pH 9.5):
— 2.42 g Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan in 1 L dd H,O 16sen und
mit 1 N NaOH auf pH 9.5 einstellen

3.) Lectin-Lésungen (0.05 puM):
Die Konzentrationen der Lectin-Losungen sollten in der Regel bei 5 nmol pro 100 mL liegen

(0.05 uM). Je nach Aktivitit des Lectins miissen die Losungen noch weiter verdiinnt
werden oder konzentriertere Losungen sind zu verwenden.
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— 5 nmol Lectin werden in 100 mL TBS (pH 7.5) geldst und 10 pL CaCl, (100
mM), 10 uL MnCl, (100 mM) zugegeben.

Bei Phosphatase-Nachweisreaktionen konnen 50 uL NaN; (IM) zugegeben werden, um die
Lectin-Losungen haltbarzumachen. Bei Peroxidase-Nachweisreaktionen wurde wegen der
inhibierenden Wirkung von NaNj auf ein Vergiften der Lectin-Losungen verzichtet.

Lectin-Screening der deacetylierten S-Glycopeptide

Wie im Allgemeinen Teil beschrieben eignet sich die Lectin-POD/AEC-Farbreaktion
besonders gut fiir das Lectin-Screening. Dazu miissen die Schritte 1.) - 3.) unter Punkt A.
durchgefiihrt werden.

A. Protokoll fiir Lectin-POD/AEC Test:

1.) Vorbereiten der Membran:

1x30s,2x5min  mit 25 mL TBS-Puffer (pH 7.5) spiilen
1 x 5 min mit 25 mL TBS/Tween spiilen

2.) Lectin-POD (Peroxidase) Inkubation:
Ixlh Membran mit 25 mL Lectin-POD Ldsung inkubieren

— danach Lectin-POD Losung ins Vorratsgefa3 zuriickgeben
(Losung ist wieder verwertbar)

1x30s,2x5min  mit 25 mL TBS-Puffer (pH 7.5) spiilen
1 x 5 min mit 25 mL TBS/Tween spiilen

3.) Farbungsreaktion mit AEC (3-Amino-9-ethylcarbazol):

5-15 min mit 50 mL H,O,/AEC/Acetatpuffer-Farbelosung schwenken

— Férbeldsung vorher frisch ansetzen 20 mg AEC in 2.5 mL

DMF 16sen und mit 47.5 mL Acetatpuffer (50 mM pH 5.0) in

einem separaten Gefdll mischen, dazu 25 pLL H,O, geben und

sofort verwenden
Bei Erreichen der gewlinschten Féarbungsintensitit Farbreaktion durch zugabe von 20 mL
ddH,O stoppen und Membran zur Dokumentation fotografieren, einscannen.
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B. Protokoll fiir Lectin-Biotin/Avidin-AP-Test:

Der Lectin-Biotin/Avidin-AP-Firbetest ist bei Mannose S-Glycopeptiden mit Vorsicht zu
genieBen, da durch Anbindung von Avidin an Mannose das Ergebnis verfilscht wird. Ein
Screening mit POD-Lectinen ist deshalb vorzuziehen.

1.) Vorbereiten der Membran:
1x30s,2x5min  mit 25 mL TBS-Puffer (pH 7.5) spiilen
1 x 5 min mit 25 mL TBS/Tween spiilen

2.) Lectin-Biotin Inkubation:
Ix2h Membran mit 25 mL Lectin-Biotin Losung inkubieren

— danach Lectin-Biotin Losung ins Vorratsgefdf3 zuriickgeben
(Losung ist wieder verwendbar)

1x30s,2x5min  mit 25 mL TBS-Puffer (pH 7.5) spiilen
1 x 5 min mit 25 mL TBS/Tween spiilen

3.) Avidin-AP Inkubation:
Ix15h mit 25 mL Avidin-AP-Losung inkubieren

— danach Lectin-Biotin Losung ins Vorratsgefdl3 zuriickgeben
(Losung ist wieder verwendbar)

1x30s,2x5min  mit 25 mL TBS-Puffer (pH 7.5) spiilen
1 x 5 min mit 25 mL TBS/Tween spiilen

4.) Farbungsreaktion:

1 x 2 min mit 25 mL Farbepuffer (pH 9.5) spiilen
5-15 min mit 10 mL NBT/BCIP-Férbeldsung in der Dunkelkammer
schwenken

— Férbeldsung vorher frisch ansetzen (200uL. NBT/BCIP-
Stammlosung in einem separaten Gefall zu 10 mL Farbepuffer
geben, schiitteln und auf die Membran geben
Bei Erreichen der gewiinschten Farbungsintensitit Farbreaktion durch Zugabe von 20 mL
ddH,O stoppen und Membran zur Dokumentation fotografieren oder einscannen.
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8.5.3 Zu Kapitel 7.5

Aufbau der tetrameren S-Glycopeptid-Bibliothek (R, r, I, 1):

OAC O OPf OAcC
OAcC P OAC
AcO Q N, AcO OPfp
AcO N- N H 44 =256 AcO /U\j/
104 s 2=/ RHFmoc R
NHFmoc
OAc
OAc 8?‘&
AcO .
AcO o O OPfP 1 I Ago OPfp
96 S ‘o, /\/\/\
N7 87 s
H NHFmoc NHFmoc

Uber die Spot Nummer (1-256) kann jedem SPOT eindeutig die Sequenz der S-Glycopeptide
zugeordnet werden.
Definition der terameren S-Glycopeptide (R, r, I, 1) nach SPOT-Nummer:

1RRRR 33RIRR 65rRRR 97rIRR 129IRRR 1611IRR 193iRRR 225ilRR
2RRRr 34RIRr 66rRRr 98rlIRr 130IRRr 1621IRr 194iRRr 226ilRr
3RRRI 35RIRI 67rRRI P9riIRI 131IRRI1 16311IRI 195iRRI 227ilRI
4RRRI 36 RIRI 68rRRi 100rIRi 132IRRi 16411Ri 196iRRi 228ilRi
5RRrR 37RIrR 69rRrR 101rIrR 133IRrR 1651IrR 197iRrR 229ilrR
6RRrr 38RIrr 70rRrr 102rlrr 1341 Rrr 16611rr 198iRrr 230ilrr
7TRRrl 39RIrlI 71rRrl 103rirl 1351Rrl 167 11rl 199iRTrI 231ilrl
8RRri A0RITri 72rRri 104rlri 136 IRri 168 11Iri 200iRTri 232ilri
9RRIR 41RI1IR 73rRIR 105rIIR  1371RIR 16911IR 201iRIR 233illR
I0RRIr 42RIlIr 74rRIr 106rllr 138IRIr 170111r 202iRIr 234illr
11RRII 43R 111 75rRI1I 107 r i1l 139 1R I 1711111 203iR 11 235illl
12RRIi 44R 11 76 rR1i 108 rlli 140 IR i 1721110 204iR i 236illi
13RRiR 45RIIiR 77rRIiR 109rliR 1411RiR 17311iR 206iRiR 237iliR
14RRir 46 R lir 78rRir 110rlir 1421 Rir 174 11ir 206iRir 238ilir
15RRil A7TRI1i I 79rRil 111r il 143 1R 1751 1il 207 iRl 239ilil
16 RRii 48R i 80rRii 112 rlii 1441 Rii 176 1 1ii 208iRii 24010 lii
17RrRR 49RiRR 81rrRR 113riRR 1451rRR 1771iRR 209irRR 241iiRR
18RrRr 50RIiRT 82rrRr 114riRr 1461rRr 1781iRr 210irRr 242iiRr
19RrRI 51RIiRI 83rrRI 115riR | 1471rR1  1791iRI 211irRII 243iiR I
20RrRi 52RiRi 84rrRi 116riRi 1481rRi 1801iRii 212irRi 244iiRi
21RrrR B3RIrR 85rrrR 117rirR 1491rrR 1811irR 213irrR  245iirR
22Rrrr B4Rirr 86rrrr 118rirr 150 1Irrr 182 1irr 214irrr 246iirr
23Rrrl 55Rirl 87rrrl 119rirl 151 1Irrl 183 1lirl 215irrl 24710irl
24Rrri 56 Riri 88rrri 120riri 152 1rri 184 liri 216irri 248iiri
25RrIR 57RIilR 89rrlIR 121rilR 1531rIR 1851ilR 217irIR  249iilR
26Rrlr B8Rilr 9Q0rrir 122rilr 154 10rlr 186 1ilr 218irlr 250iilr
27TRrll 59Rill 91rrll 123rill 155111 1871ill 219irll 251i0ill
28Rrli 60RIili 9R2rrli 124 rili 156 1rli 188 1ili 220irli 252iili
29RTriR 61RIiiR 93rriR 125riiR 1571riR 1891iiR 221iriR 253iiiR
30RTrir 62Riir AMrrir 126 riir 158 Irir 190 liir 222irir 254iiir
31Rril 63Riil 95rril 127 riil 159 1ril 191 1iil 223iril 255iiil
32Rrii 4RIl 96rrii 128 riii 160 Irii 192 1iii 224irii 256i0iii
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Aufbau der tetrameren S-Glycopeptid-Bibliothek (V, v, S, s):

OAc
OAc
Ag\(go oPip OAc oPfp
AcO Q s
4% = 256 AcO
95 OAc
NHFmoc NHFmoc
OAc
AcO __OAc OPfp OAc
(@]
é& )J S AKO /U\j/opfp
OAc 9% S .
97 NHFmoc ’

NHFmoc Uber

die Spot Nummer (513 bis 768) kann jedem SPOT eindeutig die Sequenz der S-Glycopeptide

zugeordnet werden.
Definition der terameren S-Glycopeptide (V, v, S, s) nach SPOT-Nummer:

513VVVV
514VVVyv
515VVVS
516 VV Vs
517VVvV
518VVvv
519VVvVvS
520VVyvs
521VVSV
522VVSv
523VVSS
524V VSs
525V VsV
526 VVsv
527VVsS
528V Vss
529VvVV
530VvVyv
531VvVS
532VvVs
533VvvV
534Vvvv
535VvvS
536 Vvvs
537VvSV
538VvSyv
539VVvSS
540VvSs
541VvsV
542V vsv
543VvsS
544V vss

545V SVV
546 VSVv
547V SVS
548V SVs
549V SvV
550V Svv
551VSvS
552V Svs
553VSSV
554V SSv
B55VSSS
556 VSSs
557V SsV
558V Ssv
559V SsS
560V Sss
561VsVV
562VsVyv
563VsVS
564V sVs
565V svV
566 Vsvv
567VsvS
568V svs
569VsSV
570VsSv
571VsSS
572V sSs
573VssV
574V ssv
575V ssS
576 Vsss

577vVVV
578 vV Vv
579vVVS
580vVVs
581vVvV
582vVvv
583vVvS
584vVvs
585vVSV
586 vVSyv
587vVSS
588vVSs
589vVsV
590vVsv
591vVsS
592vVss
593vvVYV
594vvVyv
595vvV S
596vvVs
597vvvV
598vvvyv
599vvvS
600vvyvs
601vvSV
602vvSv
603vVvSS
604vvSs
605vvsV
606 vVvsv
607vvsS
608vvss

609vSVV
610vSVyv
611vSVS
612vSVs
613vSvV
614vSvv
615vSvS
616 vSvs
617vSSV
618vSSv
619vSSS
620vSSs
621vSsV
622vSsv
623vSsS
624vSss
625vsVYV
626 vsVv
627vsVS
628vsVs
629vsvV
630vsvyv
631vsvS
632vsvs
633vsSV
634vsSv
635vsSS
636 vsSs
637vssV
638vssv
639vssS
640vsss

641SVVV
642SVVyv
643SVVS
644SVVs
645SVvV
646 SVvvV
647SVvVvS
648SVvs
649SVSV
650SVSv
651SVSS
652SVSs
653SVsV
654 SVsv
655SVsS
656 SVss
657SvVV
658SvVyv
659SVvVS
660SvVs
661SvvV
662Svvv
663SvvS
664Svvs
665SvSV
666 SvSv
667SVvSS
668 SvSs
669 SvsV
670Svsv
671SvsS
672Svss

673SSVV
674SSVv
675SSVS
676 SSVs
677SSvV
678 SSvv
679SSvS
680SSvs
681SSSV
682SSSv
683SSSS
684SSSs
685SSsV
686 SSsv
687SSsS
688SSss
689SsVV
690SsVyv
691SsVS
692SsVs
693SsvV
694 Ssvv
695SsvS
696 Ssvs
697SsSV
698SsSv
699SsSS
700SsSs
701SssV
702Sssv
703SssS
704Ssss

705sVVV
706 sVVyv
707sVVS
708sVVs
709sVvV
710sVvv
711sVvS
712sVvs
713sVSV
714sVSv
715sVSS
716 sVSs
717sVsV
718sVsv
719sVsS
720sVss
721svVV
722svVv
723svV S
724svVs
725svvV
726 svVvyVv
727svvS
728svvs
729svSV
730svSv
731svSS
732svSs
733svsV
734svsv
735svsS
736svss

737sSVV
738sSVv
739sSVS
740sSVs
741sSvV
742sSvv
743sSvS
744sSvs
745sSSV
746sSSv
747sSSS
748sSSs
749sSsV
750sSsv
751sSsS
752sSss
753ssVV
754ssVv
755ssVS
756ssVs
757ssvV
758 ssvv
759ssvS
760ssvs
761ssSV
762ssSv
763ssS S
764ssSs
765sssV
766 sssvVv
767sssS
768ssss
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9 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde ein neues sehr effizientes Verfahren zur Synthese neuer S-
Glycopeptide entwickelt, das sich ausgezeichnet zur Untersuchung von Kohlenhydrat-
Protein-Wechselwirkungen eignet und einen hohen Glycosylierungsanteil unterschiedlichster
Zucker aufweist.

Bei dem Synthesekonzept wurde auf eine grof3e Diversitit einzelner S-Glycopeptid-Bausteine
Wert gelegt, die aus einem Zuckerrest liber einen Spacerteil mit einer B-Riickgrataminosiure
verkniipft sind. Fiir die Bausteinsynthese wurden leicht zugéngliche 1-Thioglycopyranosen
iiber eine Mitsunobu-Reaktion mit Aminoalkoholen zu Thioethern verkniipft und die freie
Aminofunktion mit einer Fmoc-geschiitzten Asparaginsdure peptidisch gekoppelt. Da
Aminoalkohole leicht aus den Aminosduren und andern Naturstoffen zugénglich sind, ist eine
breite Variation der S-Glycopeptid-Bausteine unter sehr milden Reaktionsbedingungen
moglich. Eine weitere Variante iiber eine 1,3-dipolare Cycloaddition ermoglichte die
Synthese von Bausteinen mit 1,2,3-Triazol-Spacern. Durch Optimierung einzelner
Syntheseschritte konnten die S-Glycopeptid-Bausteine mit geringem Aufwand und guten
Ausbeuten (50-90%) hergestellt werden.

S-Glycopeptid-Bausteine I

O O'Bu
ACO/\/Q—S . ' _
)

N— (0]
ACOv~\_g_o

o—{Spacer}-e

NHFmoc

1-Thioglycopyranosen L= Asparaginsaure
/ ', NHFmoc o OB
’ \ u

NO Z k r ( \ i (0]
ACO gy ! ! Rickgrat

| ’ HO™
| : Oy_O'Bu -
! [ NHFmoc
| |
1 1
| |
1 1
I I

Aminoalkohole z.B.:
HO ™ >"""NH,

Zur Synthese der S-Glycopeptide wurde eine SPOT-Synthese {iber eine Fmoc-Strategie auf
Zellulosemembranen ausgearbeitet. Dazu wurden verschiedene Linkersysteme und Aktivie-
rungsmethoden auf ihre Anwendbarkeit untersucht. Dabei zeigte ein sauer spaltbarer Rink-
Amid-Linker optimale Eigenschaften. Uber MALDI-TOF konnte gezeigt werden, dass pen-
tafluorphenolaktivierte S-Glycopeptid-Bausteine unter Zugabe von katalytischen Mengen an
Hydroxy-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-on (HODhbt) zu einem quantitativen Umsatz der Baustei-
ne fiithrte und reine S-Glycopeptide erhalten wurden. Durch einen schrittweisen Aufbau {iber
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die B-Asparaginsiure der S-Glycopeptid-Bausteine konnte ein lineares S-Glycopeptid aufge-
baut werden.

S-Glycopeptid-Bausteine S-Glycopeptid
HO HQ HO HO HO HO
O t\&i A b\i\i E\&%
=, 2 = >
S S S S S S
e
/ﬁ\)\ /ﬁ\)\ I i I
N
et \NHZ HO 7 N % N N N N
B-Aminosauren B-Peptidruckgrat

Mit 4 S-Glycopeptid-Bausteinen wurden iiber eine kombinatorische Parallelsynthese mit
einem SPOT-Roboter 256 neue S-Glycopeptide auf einer Zellulosemembran synthetisiert.
Dabei waren pro Bibliothek ungefdhr 10 mg Ausgangssubstanz an Baustein notwendig, so
dass eine Erzeugung groferer Bibliotheken gut durchfiihrbar ist. Die Automatisierung und die
Verwendung der festen Phase reduzierten den Syntheseaufwand, und die parallele
Anordnung der S-Glycopeptide auf der Membran erleichterte eine schnelle Zuordnung der S-
Glycopeptid-Sequenz zu jedem SPOT.

S-Glycopeptid ——

Zucker )

1-100 nmol / mm?

Sequenz

Zellulosemembran

Um ein Screening mit Lectinen durchzufiihren, wurden die Zucker der S-Glycopeptide auf
der Zellulosemembran deacetyliert und in einer Pufferlosung kurz konditioniert, so dass die
S-Glycopeptide vollstindig hydratisiert vorlagen. Um die Anbindung der Lectine sichtbar zu
machen, wurde ein Féarbeassay auf der Basis eines enzymatischen ELISA-Tests entwickelt.
Dabei zeigte die Verwendung von peroxidasemarkierten Lectinen in Verbindung von 3-
Amino-9-ethylcarbazol (AEC) als Férbereagenz eine gut reproduzierbare, spezifische
Anféarbung der Spots auf den Zellulosemembranen.
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Uber das Screening einer 256er Bibliothek mit dem Lectin Galanthus nivalis (GNA) konnte
gezeigt werden, dass die Spacer auf die molekulare Erkennung des Lectins Einfluss haben.
Dabei konnen die Spacer selbst aktiv an der Erkennung teilnehmen oder durch eine
Konformationsdnderung des Glycopeptids zu einer Verstirkung oder Abschwichung der
Erkennung fiihren. Sicher kann auch gesagt werden dass S-Glycopeptide mit aromatischen
Spacern zu einer hoheren Affinitdt gefiihrt haben, aber der Spacer alleine von den Lectinen
nicht erkannt wurde. So ist es wichtig, in der Zukunft zu untersuchen, welchen Einfluss die
Spacer und die Riickgrataminosdure auf die gesamte Konformation des Glycopeptids haben
und wie sich die einzelnen Zucker um das Riickgrat anordnen. Bei einem weiteren Lectin-
Screening mit Phaseolus vulgaris E (PHA-E), das nur Oligosaccharide mit der kleinsten
Struktureinheit GaINAcf(1,2)Man erkennt, konnte ein tetrameres S-Glycopeptid mit hoher
Affinitdt identifiziert werden.

S
Oligosaccharid —> - f —> S-Glycopeptid (S,)

W Imitieren

PHA_E

Oligosaccharidmimikry

Somit konnte gezeigt werden, dass die S-Glycopeptide in der Lage sind Oligosaccharide zu
imitieren und eine neue Klasse an Oligosaccharidmimetika darstellen, die folgende
Eigenschaften aufweisen:

e FEinfache Synthese tiber Peptidriikgrat bei milden Fmoc-Bedingungen
e Sehr gute Variabilitdt der Zuckerreste im S-Glycopeptid durch die Bausteine
e Grofle Vielfalt an neuen S-Glycopeptiden {iber kombinatorische Parallelsynthese

e Gute Modellierung der S-Glycopeptide {iber Strukturdnderung der Bausteine
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e Reagenzien- und Zeitersparnis durch automatisierte SPOT-Synthese

e Hohe Reinheit der S-Glycopeptide iiber Festphasensynthese

e Bestdndigkeit gegen enzymatischen Abbau fiir in vivo-Tests

e Abspaltung der S-Glycopeptide vom Tréger fiir weitere Anwendungen

e Direktes Lectin-Screening grof3er Bibliotheken in Array-Anordnung

Der hohe Glycosylierungsanteil durch unterschiedlichste Zucker und ihre leichte Zugénglich-
keit eroffnen damit fiir die neuen S-Glycopeptide vielseitige Anwendungen als Oligosaccha-
ridmimetika. Durch Kenntnis der Struktur-Eigenschafts-Beziehungen zwischen den Baustei-
nen und der Struktur des Glycopeptids konnten die neuen S-Glycopeptide ein sehr niitzliches
Werkzeug bei der Suche nach neuen Lectin-Rezeptoren sein.
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Kurzzusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden neue Oligosaccharidmimetika in Form von S-
Glycopeptiden iiber eine kombinatorische SPOT-Synthese mit S-Glycopeptid-Bausteinen
dargestellt. Dazu wurden 1-Thioglycopyranosen iiber eine Mitsunobureaktion mit Aminoal-
koholen (Spacer) und Asparaginsdure (Peptidriickgrataminosiure) zu den S-Glycopeptid-
Bausteinen verkniipft. Dadurch konnten die Zucker (Monosaccharide, Disaccharide) und der
Spacer (n-Pentyl-, Aminosdure-, Aromat-Spacer) iiber die Kniipfung von enzymatisch stabi-
len Thioethern gut variiert werden. Eine weitere Variante iiber eine 1,3-dipolare Cycloadditi-
on ermdglichte die Synthese von Bausteinen mit 1,2,3-Triazol-Spacern. Anschlie8end erfolg-
te die Synthese der S-Glycopeptide iiber quantitative Peptidkuplungsreaktionen iiber ein (-
Asparaginsdureriickgrat einzelner S-Glycopeptid-Bausteine. Dafiir wurde die Asparaginsiure
der S-Glycopeptid-Bausteine mit Pentafluorphenol unter Zugabe von Hydroxy-1,2,3-
benzotriazol-4-(3H)-on aktiviert und das S-Glycopeptid vom N- zum C-Terminus stufenweie
iiber eine Fmoc-Strategie aufgebaut. Durch Automatisierung mit einem SPOT-Roboter wur-
den aus 4 S-Glycopeptid-Bausteinen 256 neue S-Glycopeptide auf einer Zellulosemembran (9
cm x 13 cm) synthetisiert mit denen anschlieend ein Lectin-Screening durchgefiihrt wurde.
Dazu waren die Lectine mit Peroxidase (POD) markiert und konnten {iber eine Farbreaktion
mit 3-Amino-9-ethylcarbazol (AEC) auf der Membran sichtbar gemacht werden. Versuche
mit dem Lectin Galentus nivalis (GNA) zeigten, dass die Spacer in den S-Glycopeptiden ei-
nen Einfluf} auf die molekulare Erkennung haben. Bei einem weiteren Screening mit Phaseo-
lus vulgaris E (PHA-E), konnte ein tetrameres S-Glycopeptid mit hoher Affinitdt identifiziert
werden. Da PHA-E laut Literatur nur GaINAcB(1,2)Man als kleinste Zucker-Einheit erkennt,
wurde dadurch gezeigt, dass die neuen S-Glycopeptid in der Lage sind Oligosaccharide zu
imitieren. Der hohe Glycosylierungsanteil mit unterschiedlichen Zuckern, ihre leichte Zu-
ginglichkeit iiber die S-Glycopeptid-Bausteine und ihre enzymatische Bestindikeit machen
die neuen S-Glycopeptide zu einem idealen Werkzeug zur Untersuchung von Kohlenhydrat-
Protein-Wechselwirkungen.






Summary

The present work describes the combinatorial SPOT synthesis of glycopeptides designed as
mimics for oligosaccharides from S-glycosyl amino acid building blocks. To this extend, 1-
thioglycopyranoses were condensed with aminoalcohols (spacers) and asparaginic acid
(amino acid for the peptide backbone) via Mitsunobu-Reactions to afford S-glycopeptide
building blocks. Sugar (mono- and disaccharides) and spacer moiety (n-pentyl-, amino acid
and aromatic spacers) were varied and coupled to asparaginic acid in order to form a thio-
ether bond stable toward enzymatic cleavage. An additional variation of the spacer moiety
was established by a 1,3-dipolar cycloaddition reaction affording 1,2,3-triazole spacers. Next,
S-Glycopeptides were synthesized by peptide coupling procedures in quantitative yield. For
this purpose, the asparaginic moiety of the S-glycopeptide building blocks was activated by
means of pentafluorophenol and 1-hydroxy-1,2,3-benzotriazole-4-(3H)-on. S-Glycopeptides
were constructed stepwise starting at the N-terminus using a Fmoc strategy. Automated
SPOT synthesis on cellulose membranes afforded 256 novel S-Glycopeptides from 4 S-
glycopeptide building blocks followed by a screening with lectins. The lectins were labeled
with peroxidase (POD) in order to enable detection of their binding through a color reaction
with 3-amino-9-ethyl-carbazole (AEC) directly on the membrane. Binding studies with the
lectin Galentus nivalis (GNA) showed that the spacers of the S-glycopeptides play a role in
the molecular recognition of the peptides. Yet another binding screening with lectin Phaseo-
lus vulgaris E (PHA-E) which is known to only bind to GaINAcP(1,2)Man as the smallest
recognized epitope revealed that the novel S-glycopeptides can indeed mimic oligosaccha-
rides. Thus, the highly glycosylated S-glycopeptides described here are ideal tools for study-
ing carbohydrate-protein interactions due to their simple accessibility from suitable S-
glycopeptide building blocks.
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