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1 Einleitung

1.1 Die Glykokalyx

1.1.1 Eukaryontische und prokaryontische Glykokalices

Jede eukaryontische Zelle ist auf der extrazelluldren Seite der Plasmamembran von einer
Schicht komplexer Oligosaccharide umgeben, der sogenannten Glykokalyx.! Sie wird im
Wesentlichen aus den Oligosaccharidseitenketten der Glykolipide und Glykoproteine der
Zellmembran gebildet und kann, je nach Zelltyp, eine Dicke von etwa 100 um bis 1 nm er-
reichen (Abb. 1.1). Der Kohlenhydratanteil der Zellmembran liegt bei etwa 2-10 %. Auch

(a) Elektronenmikroskopische Aufnahme (b) Elektronenmikroskopische Aufnahme

einer Erythrozytenzelle. Die Glgrkokalyx der Glykokalyx auf den Mikrovilli von En-

hat eine Dicke von etwa 140 nm. [!] terozyten. Die Glykokalyx ist hier deut-
lich dicker (der weifle Balken entspricht
500 nm). [2]

Abb. 1.1. Glykokalices zweier verschiedener Zelltypen.
die Kapseln, von denen manche Bakterien (z.B. Klebsiella pneumoniae oder Enterococcus

faecalis) auf der Auflenseite ihrer Zellwdnde umgeben sind, werden als Glykokalices be-
zeichnet, teilweise auch die nicht kovalent an sie gebundenen sog. Exopolysaccharide. !

IDer Begriff leitet sich vom griechischen kaAvg (Hiilse, Kapsel) ab, nicht vom lateinischen calix (Kelch).
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Diese gelatinosen Polymere konnen je nach Bakterienart verschiedene Zusammenset-
zung haben (z. B. N-Acetylneuraminsdure- oder Hyaluronsdure-Polymere) und der Kap-
seldurchmesser kann ein Vielfaches des Bakteriendurchmessers erreichen. Thre Funktio-
nen sind u.a. Schutz vor Phagozytose und Austrocknung, Nahrstoffreserve und Adha-
renz an verschiedene Oberflachen, wie z. B. die des Zahnschmelzes oder von kiinstlichen
Implantaten oder Kathetern, durch Bildung eines Biofilms (Abb. 1.2). [+-¢]

Kapsel
P Chromosom

Zellwand

: R B NN~ —
(a) Bakterienzelle, auflen von einer dicken (b) SEM-Aufnahme eines E. faecalis-Bio-

Polysaccharidschicht umgeben. 4! films auf einem Cellulosekatheter (der
weifle Balken entspricht 500 nm). %!

Abb. 1.2. Bakterielle Glykokalyx und Biofilm.

1.1.2 Glykokonjugate

Die Oligosaccharide, die die eukaryontische Glykokalyx bilden, sind in Form von Glyko-
peptiden und Glykolipiden in der Zellmembran verankert. Diese kohlenhydrathaltigen

Strukturen fasst man unter dem Begriff , Glykokonjugate” zusammen. [’}
In Glykokonjugaten hdufig auftretende Monosaccharideinheiten sind L-Fucose, D-Ga-

laktose, D-N-Acetylgalaktosamin (GalNAc), D-N-Acetylglukosamin (GlcNAc), D-Manno-
se und N-Acetylneuraminsdure (NeuAc); (8] neben diesen findet man man aber noch di-
verse andere. Zieht man zusatzlich die vielen Verkniipfungsmoglichkeiten in Betracht,
die sich aus der Multifunktionalitdt der Kohlenhydrate und der Moglichkeit der - und
B-glykosidischen Bindung ergeben, so wird die unglaubliche strukturelle Vielfalt der Gly-

kokonjugate deutlich.
Trotz dieser Vielfalt findet man einige wichtige, immer wiederkehrende Strukturen.

So sind die Kohlenhydratreste von Glykoproteinen hauptsachlich auf drei verschiede-
ne Arten mit dem Protein verbunden: N-glykosidisch, O-glykosidisch oder tiber Etha-
nolaminphosphat (Abb. 1.3).°! In den N-Glykanen liegt eine N-glykosidische Bindung
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des sich am reduzierenden Ende des Oligosaccharids befindlichen N-Acetylglukosamins,
welches alle N-Glykane gemeinsam haben, an eine Asparaginseitenkette des Proteins vor.
In den O-Glykanen findet die Verkniipfung tiber eine O-glykosidische Bindung, meist zu
den Hydroxygruppen von Serin, Threonin oder Hydroxyprolin, statt. Die Art des an das
Protein gebundenen Zuckers ist hierbei nicht festgelegt. Die Verkniipfung tiber Ethanola-
min findet man in den sog. ,, GPI-Ankern” (Glykosylphosphatidylinositolen). Die Grund-
struktur kann durch Bindung einer Reihe von anderen Resten (Lipiden, Oligosacchari-
den, Phosphaten etc.) modifiziert sein. Der Protein- und Oligosaccharidrest ist durch die
Einlagerung des sich am Inositolrest befindlichen Lipids in der Zellmembran verankert
und ragt in den extrazelluldaren Raum.

OH

, Protein 0
o Q o N
HO NWJ\N/H NH
Niao T 1 H J/
¥ ? o
GIcNAc(B1-N)Asn 0=r—0
HO. 0
HQ
O HO - HO_ OH
O NH,O OH
p on oL je OH
~o Q o OHO o
MO © ] ©0
OH HO HO H/\Rg
SN HO o L
. N Diacylglycerin
Xyl(B1-O)Ser o .
y(p1-0) Ceramid

Abb. 1.3. Kohlenhydrat-Protein-Verkniipfungen in den N- und O-Glykoproteinen und Minimalstruktur der
Glykosylphosphatidylinositole (GPI-Anker) (nach Lit. ).

Eine besondere Klasse von Glykoproteinen sind die Proteoglykane '], die nur
einen Proteinanteil von etwa 5 % haben und zu 95 % aus Polysacchariden mit einer Mas-
se von bis zu 10° Da bestehen. Diese sog. Glykosaminoglykane sind aus sich wieder-
holenden Disaccharideinheiten aufgebaut, in denen jeweils ein Zucker ein Aminozu-
cker ist und mindestens einer eine unter physiologischen Bedingungen negativ geladene
Carboxyl- oder Sulfatgruppe enthilt (Abb. 1.4). Die Proteoglykane bilden die extrazellu-
lare Matrix des Bindegewebes; zu den Glykosaminoglykanen zahlt ferner das zur Hem-
mung der Blutgerinnung wichtige Heparin.

Glykolipide sind amphiphile Molekiile, die aus einem Lipid- und einem Saccharidteil
bestehen. [7/1213] In Pflanzen bilden hauptsichlich Diacylglycerine die Lipidkomponen-
te, in tierischen Zellen findet man als Lipidkomponente vor allem mit einer Fettsdure N-
acyliertes Sphingosin, das Ceramid (Abb. 1.5). In normalen Lipiden ist das Ceramid mit
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080y OH

/J\ /% HO Q

0803 Ho o O 0
‘00C NHAC  »

—O HO SOgHN ¢ &
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HO

Abb. 1.4, Strukturformeln der Disaccharideinheiten von Heparin und Hyaluronséure.

Phosphorylcholin verkniipft und bildet das sog. Sphingomyelin. In den Glykosphingoli-
piden ['*l nehmen die Kohlenhydrate den Platz des Phosphorylcholins als polare Kompo-
nente ein. Besteht der Kohlenhydratteil aus einem Monosaccharid (Galaktose oder Glu-
kose), so spricht man von Cerebrosiden, wihrend in den Gangliosiden Oligosacchari-
de, die negativ geladene Zucker wie Neuraminsduren enthalten, zu finden sind. Wie bei
den Transmembranglykoproteinen, so sind auch hier die Kohlenhydratreste durch die
lipophilen Molekiilteile in der Zellmembran verankert und ragen in den extrazelluldaren
Raum.

Unter den bakteriellen Glykolipiden sind besonders die Lipopolysaccharide erwéh-
nenswert, da sie eine einzigartige Struktur aufweisen. [1> 1% Sehr komplexe Heteropoly-
saccharide sind kovalent mit dem sog. Lipid A verbunden und mit dessen Hilfe in der
dufleren bakteriellen Membran verankert. Die ungewohnliche Struktur des Lipid A ist in
Abb. 1.6a gezeigt.

Eine spezielle Art von Glykolipiden sind die Sterylglykoside und die Saponine
(Abb. 1.6b). Als solche bezeichnet man Glykoside der Steroide und Triterpene, die in
Pflanzen vorkommen. 16171 Sterylglykoside besitzen bis zu fiinf linear verbundene Zu-
ckereinheiten, wahrend in den Saponinen auch verzweigte Saccharidstrukturen auftre-
ten. Da man Saponine hédufig in traditionellen Heilpflanzen findet, erhofft man sich von

Phosphorylcholin j\A/\/\/\/\/\/\/\
— HN

\@\/O X NN
_N C O// \O\/Y\/\/\/\/\/\/\/
©

Sphingomyelin

OH

N J

Ceramid

o J\/\/\/\/\/\/\/\/\
& HN Galaktosylceramid,

WNW ein Cerebrosid

Abb. 1.5. Vergleich der Strukturen von Sphingomyelin und einem Glykosphingolipid.
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Polysaccharid I

HO_ 0 o]
& o Q
0. O.
O NH
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[e] o O
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o o o oup
O P
HO & TOH
HO
OH
OH \
HO
0
HO
o)
(a) Struktur des Lipid A von (b) Struktur eines Saponins.
E. coli.

Abb. 1.6. Spezielle Glykolipide. 3]

ihnen neue Impulse fiir die Wirkstoffentwicklung und beginnt verstarkt mit ihrer chemi-

schen Synthese. [18]

1.1.3 Funktion der Glykokalyx

Neben den oben bereits erwdhnten, eher mechanischen Funktionen der prokaryontischen
Glykokalyx, hat sie noch eine Reihe weiterer wichtiger Aufgaben. Die Glykokonjugate
haben Auswirkungen auf die Membraneigenschaften einer Zelle. So existiert die Hy-
pothese, dass es zur Ausbildung von Glykosphingolipid-reichen Doménen (sog. , lipid
rafts”) u.a. durch Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Glykosylresten der Gly-
kosphingolipide kommt. Diese Doménen konnten Auswirkungen auf Vorgénge wie Si-
gnaltransduktion und Membrantransport haben. [1° Die Glykokalyx ist ferner spezifisch
fiir einen bestimmten Zelltyp und spielt damit in der Zell-Zell-Erkennung eine grofie
Rolle. Gleichartige Zellen kénnen sich an ihren Glykokalices erkennen und zu Verban-
den zusammenschliefsen, was besonders in der Entwicklungsphase eines Organismus
eine grofe Rolle spielt. 2% Die Glykokalyx hat Antigen-Eigenschaften, d.h. beim Ein-
dringen eines Fremdorganismus kommt es zur Ausbildung von Antikdrpern gegen des-
sen Kohlenhydrat-Strukturen. 2%l Die Kohlenhydrat-Epitope ermoglichen die Wechsel-
wirkung der Zelle mit Toxinen, Viren und Bakterien an der Zelloberfldche. [21,22] [ der
Glykokalyx werden auch so wichtige Strukturen wie die Blutgruppenantigene prasen-
tiert. Dartiber hinaus ist der Zustand der Glykokalyx nicht statisch: Er spiegelt den Zu-
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stand der Zelle wider. So kann beispielsweise die Leber gealterte Erythrozyten von neuen
unterscheiden und sie aus dem Blutkreislauf entfernen, weil die Erythrozyten im Laufe
der Zeit desialyliert werden, und die Leber diese Erythrozyten dann mit Hilfe des Asialo-
glykoproteinrezeptors binden kann. Auch die Glykokalices von Tumorzellen unterschei-
den sich deutlich von normalen Zellen: Viele zeigen deutlich diinnere Glykokalices. Fer-
ner tritt bei einigen Tumorarten eine Runterregulierung von Glykosyltransferasen auf,
was zu unvollstandiger Glykansynthese fiihrt. [?>24] Man findet daher auf solchen Zel-
len kiirzere Saccharidstrukturen wie das Ty-, Sialyl-Tn- oder das T-Antigen, die auch als
Tumor-assoziierte Antigene bezeichnet werden.

1.2 Modellmolekiile

Zur Aufkldarung der biologischen Funktion der Glykokalyx ist es von grofier Bedeu-
tung, Oligosaccharide und Glykokonjugate in reiner Form und in ausreichender Men-
ge zur Verfiigung zu haben, um damit Tests durchfiihren zu konnen. Dies ist jedoch
nicht fiir alle Arten von Substanzen gleich einfach zu erreichen. Glykanstrukturen sind
haufig nicht einheitlich — einerseits variieren sie in der Zusammensetzung ihrer Mono-
saccharide, andererseits sind sie hdufig auf verschiedene Arten und Weisen substituiert,
z. B. acetyliert, sulfatiert oder phosphoryliert. Diese als ,,Mikroheterogenitit” bezeichne-
te Eigenschaft 22527 der Glykane ist neben der Schwierigkeit, sie in groferen Mengen
aus natiirlichen Quellen zu isolieren, ein wichtiger Grund, aus dem der chemischen und
enzymatischen Synthese von Oligosacchariden und Glykokonjugaten [?8] entscheidende
Bedeutung zukommt.

Doch nicht nur die Synthese natiirlich vorkommender Substanzen ist interessant und

wichtig, sondern auch die Darstellung kiinstlicher, abgewandelter Glykostrukturen. Sol-
che synthetischen Produkte, die in Polaritdt und Form Zucker imitieren, bezeichnet man
auch als ,Glykomimetika”. [291 Gje 1assen sich unterteilen in Mono- und Oligosaccharid-
mimetika. Monosaccharidmimetika sind Monosaccharide, in denen strukturelle Veran-
derungen verschiedener Art vorgenommen wurden. Zu ihnen zdhlen beispielsweise der
Ersatz des Ringsauerstoffatoms durch Stickstoff (Azazucker), Kohlenstoff (Carbazucker)
oder Schwefel (Thiozucker) (Abb. 1.7a). 139 Solche Glykomimetika sind oft wirkungsvolle
Glykosyltransferase- und Glykosidaseinhibitoren und zeigen u. a. antivirale Wirkung.
Bei den Di- und Oligosaccharidmimetika gibt es die Moglichkeit, die Art der Ver-
kniipfung der Monosaccharideinheiten zu verdndern. Dies geschieht hdufig {iber Ersatz
der O-glykosidischen durch C- oder S-glykosidische Bindungen, aber auch durch Pep-
tidkupplung, Spacer- oder (Thio)-Harnstoffverbriickung. Ersatz der glykosidischen Bin-
dungen durch Peptidbindungen fiihrt zu Zucker-Peptid-Hybriden, die aus medizinischer
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Sicht interessant sind — so zeigt das Mimetikum eines (1—2)-verbriickten Tetrasaccharids
in Abb. 1.7b starke Wirkung auf CD4-Zellen bei HIV-Infektion [3!l. Dariiber hinaus wei-
sen sie durch die Besonderheiten der peptidischen Bindung interessante konformatio-
nelle Eigenschaften und die Tendenz zur Ausbildung bevorzugter Konformationen auf
(sog. , Foldamere”) 321 Tn dem Disaccharidmimetikum in Abb. 1.7c dient die Thioharn-
stoffverbriickung als Ersatz fiir die Bindung tiber ein Phosphat; solche Molekiile konnen

fiir Konformationsstudien dienen. 3%
OH OH
HO s COxNH*
HO NH \ 7 2 OH
HO AcHN<
OH ™on HO  HN HO Q O CHPh
NH, OH HO. N
HN NH N">cooMe
HO Q
o) OH HO
ij\ o NHBoc o)
S OH HOHo
Ho <N N/)\NHZ NH o]
HO Q
Q HO
OH OH NHBoc 6]

(a) Beispiele fiir Aza- (Nojirimycin, An-  (b) Zucker-Peptid-Hybrid auf Glukosaminbasis. [3!]
tibiotikum) ¥, Carba- (Carbovir, An-
titumor- und Anti-HIV-Wirkstoff) und
Thiozucker (gegen Influenza wirksames

Neuraminsiuremimetikum) [,
OH
OH
Q" [ oH
0
OH
T 1
OH

(c)  Thioharnstoffverbrii-
ckung zweier Glukoseein-
heiten. [33]

Abb. 1.7. Verschiedene Typen von Glykomimetika.

Mimetika der Glykokonjugate bezeichnet man auch als Neoglykokonjugate. [°! Mitt-
lerweile sind solche ,Neo-Formen” von praktisch allen bekannten Glykokonjugat-Typen
dargestellt worden. In Neoglykokonjugaten konnen die natiirlichen Verkniipfungen der
Kohlenhydratteile zum Rest der Molekiile durch unnatiirliche ersetzt sein. So kann ei-
ne grofie Zahl an Reaktionen fiir die Bindung von synthetischen oder natiirlichen Sac-
chariden an Proteine oder Peptide genutzt werden, z. B. reduktive Aminierung, (Thio)-
Harnstoffbildung, Amidate oder Thioether. 3l Auf diese Weise konnen durch Konju-
gation immunogener Kohlenhydratstrukturen an geeignete Proteine Vaccine gewonnen
werden. [37:38] Des Weiteren kann der Nicht-Kohlenhydrat-Anteil der Glykokonjugate
durch einfachere Strukturen ersetzt sein. Hierbei handelt es sich vor allem um den Ersatz
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der Peptidteile durch Polymere, da diese relativ einfach, giinstig und mit verschiedenen
Molekulargewichten darstellbar sind. Ferner kann eine Vielzahl verschiedener Monome-
re und Polymerisationsverfahren genutzt werden, was die strukturelle Vielfalt sehr grof3
macht.

Neben den Vorteilen, die die Darstellung solcher Mimetika in Bezug auf Reinheit und
Mengenverfiligbarkeit hat, gibt es noch eine Reihe anderer Griinde, sich mit ihnen zu be-
fassen. So konnen Kohlenhydrate kaum als Wirkstoffe dienen, da sie sehr schlechte phar-
makologische Eigenschaften haben und in vivo schnell enzymatisch abgebaut werden. Im
Wirkstoffdesign ist es daher zwingend erforderlich, diese Nachteile durch Abwandlung
der natiirlichen Strukturen zu beseitigen (z. B. durch Erhohung der Lipophilie). Ihre Bin-
dung an Proteinrezeptoren ist auflerdem héaufig nur sehr schwach, was man durch ver-
schiedene Ansitze zu verbessern sucht. Ein wichtiger Aspekt der Kohlenhydrat-Protein-
Wechselwirkung ist dabei die Multivalenz.

1.3 Multivalenz in Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen

Die Wechselwirkungen monovalenter Kohlenhydratliganden mit einzelnen Bindungs-
stellen auf Proteinen ist relativ schwach. Man findet hierfiir Dissoziationskonstanten im
millimolaren Bereich. 3] Durch das Phinomen der Multivalenz, d.h. der Wechselwir-
kung mehrerer Kohlenhydratepitope mit mehreren Rezeptoren, werden diese Wechsel-
wirkungen erheblich in ihrer Starke und Selektivitit beeinflusst. [0l So kann Multivalenz
zu einer liberproportionalen Erhohung der Bindungskonstante fiithren, eine Beobach-
tung, die zuerst von LEE et al. mit einfachen Glykoclustern gemacht wurde [*!1 und die die
Bezeichnung , Cluster-Effekt” erhielt. 21 Andere Studien konnten durch SPR-Messungen
zeigen, dass trotz teilweise nur geringer Erhohung der Bindungskonstanten die Kinetik
der Dissoziation durch multivalente Wechselwirkungen deutlich verlangsamt wird, was
nicht zuvorderst eine starke, sondern eine langlebige Wechselwirkung zur Folge hat 43,
durch Multivalenz kénnen also verschiedene biologische Wirkungen erzielt werden.

Eine einfache quantitative Beschreibung des Multivalenzeffektes kann mit Hilfe der
Parameter a und B erfolgen. 4] Fiir multivalente Bindungsereignisse gilt

AGhyy = aAG"

wobei AG,fgéy die durchschnittliche frei Bindungsenthalpie jeder einzelnen die multiva-
lente Bindung erzeugenden Bindungen ist und AG™°"’ die freie Bindungsenthalpie der
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Bindung mit einem monovalenten Liganden. «, die Kooperativitit, ist definiert als

lg Kifly

= (lg Kmono)N

Der Wert von a zeigt also an, ob die einzelnen Bindungsvorgéange synergetisch (« > 1),
additiv (¢ = 1) oder negativ kooperativ (¢ < 1) sind.

Die Grofse « ist jedoch fiir die Beschreibung polyvalenter Bindungsvorgéange aus zwei
Griinden nicht gut geeignet. Erstens ist die Zahl N der an einem multivalenten Bindungs-
vorgang beteiligten Bindungen meist nicht bekannt. Ferner kann die Bindungskonstante
eines multivalenten Liganden deutlich grofer sein als die des monovalenten, obwohl die
einzelnen Bindungsvorgidnge additiv oder gar negativ kooperativ sind. Daher wird der
empirische Parameter p eingefiihrt, der definiert ist als

poly
p= N
Kmono

sz\;) " ist dabei die gemessene Bindungskonstante der multivalenten Bindung, fiir die
auch der Begriff , Aviditat” gebrduchlich ist, wahrend K" die Bindungskonstante des
monovalenten Liganden ist. Der Quotient § —auch Verstarkungsfaktor genannt —ist auch
dann eine sinnvolle GrofSe, wenn N nicht bekannt und & < 1 ist und ist zur Quantifizie-
rung von Multivalenzeffekten geeignet.

Eine Reihe von Moglichkeiten ist denkbar, wie multivalente Wechselwirkungen auf
molekularer Ebene aussehen konnen. Sie sind in Abb. 1.8 dargestellt und erlautert. (4]
Intramolekulare Bindungen (,,Chelat-Effekt”) und Cross-linking unter Ausbildung von
Aggregaten [46:47] scheinen dabei besonders wichtige Motive zu sein, so dass man heute
in der Literatur bereits zwischen dem , klassischen” Cluster-Effekt, der hauptséachlich auf
dem Chelat-Effekt beruht, und einem ,Cross-linking Cluster-Effekt” unterscheidet 48]
Haulfig ist es jedoch schwierig, zwischen den einzelnen Effekten zu differenzieren. Der als
,,STARFISH*? bezeichnete Glykocluster von BUNDLE et al., der eine um den Faktor 10°
erhohte inhibitorische Potenz im Vergleich zu dem monovalenten Liganden gegeniiber
dem pentameren Shiga-like toxin (SLT) besitzt, wurde mafigeschneidert im Hinblick auf
eine Chelat-Bindung zu den fiinf Untereinheiten des SLT.[*° Rontgenographische Un-
tersuchungen des Toxin-Ligand-Komplexes zeigen jedoch eine Kombination aus Uber-
briickung mehrerer Untereinheiten des Toxins und Aggregation zweier Proteine. Die
Struktur solcher Protein-Ligand-Komplexe in Losung bleibt dariiber hinaus weiter un-
klar.

2engl. fiir Seestern, aufgrund der Form des Molekiils
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1.4 Zielsetzung

Um neue Erkenntnisse {iber das Wesen der Multivalenz zu gewinnen, wurden und wer-

[42,50] Gje lassen sich

den eine Vielzahl von multivalenten Glykomimetika synthetisiert.
nach ihrer Architektur in verschiedene Klassen einteilen (u. a. Glykocluster, Glykodendri-
mere und Glykopolymere, Abb. 1.9), die sich in Struktur, Prasentation der Zuckerepitope
und Valenz deutlich unterscheiden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten in diesem Zusammenhang zwei Themengebiete be-
arbeitet werden. Einerseits sollte ein synthetisches Konzept zur Synthese eines dendri-
tischen Oligosaccharidmimetikums, welches bereits in der Diplomarbeit °! begonnen
worden war, weiterverfolgt und auf die Synthese von Glykolipidmimetika ausgedehnt
werden. Dies wird in Kapitel 2 beschrieben. In einem weiteren Projekt sollten rigide,
oberfldchenfixierbare Liganden fiir ein tetrameres Lectin entwickelt werden, um SPR-
Messungen mit ihnen durchfiihren zu kénnen. Hierauf wird in Kapitel 3 ndher eingegan-

gen.
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()

Abb. 1.8. Mechanismen multivalenter Rezeptor-Ligand-Bindung, die zu erhohter Bindungsaffinitat fithren
konnen. (a) Chelat-Effekt. Die multivalente Bindung zwischen Ligand und Rezeptor verringert die Off-
rate und erhoht die insgesamte Bindungsalffinitat; (b) dhnlich wie der Chelat-Effekt, aber mit Bindung
des Liganden zu anderen Bindungstaschen als der primdren; (c) statistische Effekte. Die hohe loka-
le Konzentration des multivalenten Liganden erhoht die Wahrscheinlichkeit, dass er erneut gebunden

wird. Nach Lit. [43].

e | @
LR S &

(a) (b)

ot o000
PRSI

(d) (e)

Abb. 1.9. Verschiedene Architekturen multivalenter Glykomimetika. (a) Glykocluster; (b) Glykodendrime-

re; (c) Glyko-Cyclodextrine oder Calixarene; (d) Neoglyk
schichten; (f) Glyko-Liposomen oder -Micellen. Nach Lit. [0

o]polymere (e) Selbstorganisierende Mono-






2 Mannosidische N-Glykan- und
Glykolipidmimetika

2.1 Dendrimere aus Kohlenhydratbausteinen durch
Glykosylierung

2.1.1 Einleitung

Fiir den Aufbau multivalenter Glykomimetika sind prinzipiell verschiedene Architektu-
ren denkbar (s. Kapitel 1). Dendrimere [52] scheinen dafiir besonders gut geeignet zu sein,
da sie durch ihre generationsweise Synthese monodispers und in definierter Grofle aufge-
baut werden konnen. Sie nehmen in Bezug auf Grofie und Valenz eine Zwischenstellung
zwischen den Glykoclustern und den Glykopolymeren ein.

Seit der Synthese des ersten Polylysin-Glykodendrimers durch ROY et al. [®® wur-
den Glykodendrimere mit Hilfe verschiedenster Methoden aufgebaut. [*8! Eine sinnvolle
Einteilung der verschiedenen Arten von Glykodendrimeren [** unterscheidet zwischen
Kohlenhydrat-ummantelten Dendrimeren mit einem Kern, der nicht aus Kohlenhydraten
besteht, der konvergenten Clusterung dendritischer Aste an verschiedenen Core-Mole-
kiilen, Kohlenhydrat-zentrierten Dendrimeren und Dendrimeren, die aus Kohlenhydrat-
bausteinen aufgebaut sind.

Die Synthese Kohlenhydrat-zentrierter Dendrimere auf Carbosilan-Basis wurde von
BOYSEN et al. %! durchgefiihrt. DUBBER et al. bauten PAMAM-Dendrimere um mono-
und disaccharidische Cores auf, [®! da solche Strukturen als Transfektionsreagenzien An-
wendung finden konnten 1571,

Durch Clusterung dendritischer Aste konnte von STODDART et al. ein 36 Mannosyl-
reste prasentierendes Dendrimer als Inhibitor fiir das Lectin Concanavalin A aufgebaut
werden. [ Solche Dendrons kénnen auch an funktionale Core-Molekiile gebunden wer-
den, so z.B. an Drug-Carrier-Molekiile wie Cyclodextrine [°°l und Calixarene (7], Jiingst
wurden Kohlenhydrat-Dendron-modifizierte Lanthanoid-Komplexe als spezifische Sub-
strate fiir bildgebende Verfahren in der Medizin dargestellt. [61]
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Die Kohlenhydrat-ummantelten Dendrimere stellen sicher die grofite Gruppe, da
sie synthetisch am einfachsten zuginglich sind. PAMAM-Dendrimere wurden von
LINDHORST et al. durch Thioharnstoffbildung mit GIlcNAc-Resten terminiert und auf
ihre Inhibitoreigenschaften gegeniiber Lectinen getestet. [#7:62] Auch eine Vielzahl ande-
rer Kupplungsmethoden wurde fiir die Synthese solcher Dendrimere genutzt. 54 Pep-
tidkupplung fiihrte bei der Ummantelung eines Polypropylen-Imin-Dendrimers mit 64
Aminogruppen zur Kupplung von durchschnittlich etwa 45 Zuckerresten. %3] Durch
Thioether-Ligation konnte die 8-fache Mannosylierung eines Oligopeptid-gebundenen
Oligo-Lysin-Dendrimers erreicht werden. [®*] Aromatische Dendrimere mit bis zu 64
Endgruppen konnten durch diese Strategie praktisch ohne Defektstrukturen dargestellt
werden; (%] diese Dendrimere aggregieren ab einer bestimmten Generation in Wasser
und zeigen nur dann eine Inhibitorwirkung durch Ausbildung polyvalenter Nanopar-
tikel.

Fiir die Gruppe von Dendrimeren, die Kohlenhydrate als Bausteine enthalten, gibt
es weniger Beispiele. LINDHORST et al. bauten Glykopeptid-Dendrimere aus AB-Bau-
steinen auf Kohlenhydratbasis auf. %] STODDART et al. synthetisierten ein verzweigtes
glukosidisches Heptasaccharid und clusterten dieses durch Peptidkupplung an einem
trivalenten Kern. [®”] Ebenso von STODDART stammt das Konzept der Glykodendrimer-
synthese durch reduktive Aminierung als Wachstumsschritt. Dabei wurde das reduzie-
rende Ende eines Trisaccharids zur Kupplung verwendet und auf diese Weise ein Dendri-
mer der 1.5-ten Generation erhalten. (%] Die Ausbeute im Kupplungsschritt ist bereits bei
der zweifachen reduktiven Aminierung mit 25 % recht niedrig, Vorteil der Methode ist
jedoch die Verwendung nur weniger Schutzgruppen. Einen Ansatz zur Darstellung nur
aus Kohlenhydraten bestehender Dendrimere zeigten STODDART et al. durch Synthese
dendritischer, 3,6-verzweigter Oligomannoside mit bis zu neun Mannoseeinheiten. [¢]
Hierbei wurde eine konvergente Blockstrategie angewandt, bei der ein verzweigter
Cyanoethyliden-Donor zur direkten, Tritylperchlorat-vermittelten Glykosylierung Trityl-
geschiitzter Akzeptoren eingesetzt wurde.

In der Diplomarbeit >, auf der das vorliegende Kapitel aufbaut, war ein neuer An-
satz dargelegt worden: eine divergente Dendrimersynthese, bei der als Verzweigungsein-
heit Glykosyldonoren Verwendung finden sollten, d. h. der Wachstumsschritt eine Glyko-
sylierung ist, und ein Teil der Zuckerreste zur Vereinfachung der Struktur durch Alkylres-
te ersetzt sein sollte. Ziel dieses Syntheseansatzes war es, ein nur aus Kohlenhydratein-
heiten und Alkylspacern bestehendes, dendritisches Oligosaccharidmimetikum herzu-
stellen, welches trotzdem der Struktur der natiirlichen N-Glykane (s. 0.) sehr nahe kdme.
Unter diesen finden sich vier grundsatzliche Strukturen: der komplexe Typ, der Hybrid-
typ, der Xylose-enthaltende Typ und der hochmannosidische Typ (Abb. 2.1). /] Allen ge-
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Neu5Ac(a2-6)Gal(B1-4)GICNAc(B1-4)
NeuSAc(a2-6)Gal(p1-4)GIcNAc(B1-6) Man(x1-6)

Komplexer NeusAc(e2-6)Gal(p1-4)GIcNAC(p1-2)

Ty p Man(31-4)GIcNAc(31-4)GIcNAc(B1-N)Asn
Neu5Ac(c2-6)Gal(31-4)GIcNAc(B1-4)

Man(c1-3)
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Man(a1-2)Man(o.1-6)
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Typ Man(a1-2)Man(c.1-3) Man(B1-4)GIcNAc(B1-4)GIcNAc(B1-N)Asn

Man(o1-2)Man(c.1-2)Man(ee1-3)

Abb. 2.1. Strukturen der verschiedenen Typen von N-Glykanen. Die gemeinsame Core-Region ist grau un-
terlegt. Nach Lit. 1.

meinsam ist die pentasaccharidische Core-Region. Dies ldsst sich aus der Biosynthese der
N-Glykane verstehen: Das Enzym Oligosaccharyltransferase tibertragt das Tetradecasac-
charid GlcsMangGlcNAc, von Dolicholpyrophosphat (Abb. 2.2) auf den Stickstoff einer
Asparaginseitenkette des Proteins, wenn in diesem die minimale Sequenz Asn-Xaa-Ser
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Abb. 2.2, Das Oligosaccharid, welches als Ausgangsmolekiil fiir die Core-Region der N-Glykane dient, ge-
bunden an das Carrier-Lipid Dolicholphosphat.

(oder Thr) vorliegt. "% Xaa kann jede natiirliche Aminosaure aufler Prolin sein. Diver-
se weitere enzymatische Manipulationen fithren dann zur gewiinschten Glykanstruktur,
wobei die Core-Region erhalten bleibt. Von dieser ausgehend verzweigen sich die Struk-
turen dann; der strukturellen Vielfalt scheinen dabei kaum Grenzen gesetzt.

Ziel der in der Diplomarbeit begonnenen Synthese war die Darstellung eines Den-
drimer-Analogons zu den N-Glykanen des hochmannosidischen Typs. Allein in dieser
Klasse der N-Glykane ist die Anzahl existierender Strukturen bemerkenswert hoch. Eine
Datenbankrecherche in der KEGG Glycan Ligand Database [/l ergibt fiir eine Suche nach
nicht-polymeren Strukturen, die neben dem Core-Pentasaccharid ausschliefilich Manno-
seeinheiten tragen und nicht weiter modifiziert sind (durch z. B. Phosphorylierung, Me-
thylierung etc.), 23 Treffer.

Fiir den Aufbau des synthetischen Dendrimers wurden diese Strukturen als Vorbilder
genommen und vereinfacht: Die Verzweigungen sollten durch an 3- und 6-Position mit
Allylresten substituierte Mannosylreste erfolgen. Die Allylgruppen kénnen im Aktivie-
rungsschritt durch Hydroborierung/Oxidation mit 9-BBN in Hydroxypropylreste iiber-
fiihrt werden. Diese sind dabei als Platzhalter fiir Monosaccharideinheiten gedacht, ein
Konzept, das zuerst von LEHMANN [72] eingefiihrt wurde (Abb. 2.3). Die Hydroxygrup-
pen konnen dann wieder glykosyliert werden, was zum Wachstum des Dendrimers fiihrt.
Ferner sollte das Dendrimer auch mit nicht weiter substituierten Mannoseresten glyko-
syliert werden, um bioaktive Molekiile zu erhalten. Sie sollten dann als multivalente Li-
ganden fiir Mannose-spezifische Lectine wie das FimH [73l dienen und ihre inhibitorische
Potenz in einem ELISA ermittelt werden.

In der Diplomarbeit °!l konnten zwei unterschiedlich geschiitzte Initiatorkerne 3 und
4 und zwei Verzweigungseinheiten in Form von Mannosyldonoren dargestellt werden,
das Thiomannosid 5 und das anomere Sulfoxid 6 (Abb. 2.4). Ihre Verkniipfung zur ersten
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Abb. 2.3. Schematische Darstellung des Aufbaus des angestrebten Glykodendrimers mit den Propylspacern
als Platzhalter und die strukturelle Parallele zu natiirlichen Strukturen.

Halbgeneration war jedoch noch nicht erfolgreich durchgefiihrt worden.

2.1.2 Durchgefuhrte Synthesen

An dieser Stelle wurde mit weiteren Arbeiten begonnen. Zundchst wurde der Initiator-
kern 4 mit perbenzoyliertem Trichloracetimidat 7 glykosyliert (Abb. 2.5), um auf diese
Weise den divalenten Liganden 8 fiir Bindungsstudien mit dem Lectin FimH zu erhalten.
Fritheren Untersuchungen folgend [/4l wurde bei allen multiplen Glykosylierungen ein
relativ groer Uberschuss (5 eq.) und eine hohe Konzentration (etwa 1 g/ml) an Glyko-
syldonor verwendet. Glykosylierungen wurden immer bei Raumtemperatur in Dichlor-
methan durchgefiihrt und als Katalysator TMSOTf verwendet, wobei kein Unterschied
beobachtet wurde, ob dieser pur (2-3 Tropfen) oder als 5%ige Losung in Dichlormethan
zugegeben wurde. Die Glykosylierung verlief in exzellenter Ausbeute. Die Reinigung des
Produkts erfolgte zundchst an Kieselgel, wobei bei allen derartigen Verbindungen Lauf-
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Abb. 2.4. In der Diplomarbeit dargestellte Initiatorkerne 3 und 4 und Verzweigungseinheiten 5 und 6.

mittelgemischen aus Toluol und Essigester der Vorzug vor solchen aus Cyclohexan und
Essigester gegeben wurde, die wesentlich schlechtere Trennungen ergaben. Anschliefiend
wurden alle Pseudo-Oligosaccharide nochmals durch Gelpermeationschromatographie
an Sephadex LH-20 in einem Gemisch von Dichlormethan und Methanol (1:1) gereinigt.
Dieses Reinigungsverfahren bietet sich aufgrund der bereits betrachtlichen Molekiilmas-
sen der geschiitzten Pseudo-Trisaccharide von fast 1700 Da an.

Die Entschiitzung von 8 erfolgte durch Zemplén-Reaktion 75! (Abb. 2.5). Anschlie-
lende Entfernung des Nebenprodukts Benzoesdure-methylester konnte durch erneute
Gelpermeationschromatographie erreicht werden. In allen Fillen wurde bei den ent-
schiitzten Substanzen als Laufmittel Methanol verwendet. Die entschiitzten Pseudo-
Trisaccharide befinden sich dabei zwar mit einer Masse von etwa 700 Da am unteren
Limit des trennbaren Bereiches, aufgrund der sehr kleinen Masse des Benzoesdure-me-
thylesters ist die Trennung per GPC aber trotzdem problemlos moglich. Das entschiitz-
te Spacer-verbriickte Trisaccharid 9 konnte in 86 % Ausbeute rein erhalten werden und
stand fiir biologische Tests zur Verfiigung.

Um die erste Halbgeneration 10 des Dendrimers zu synthetisieren, musste der Initia-
torkern mit einer Verzweigungseinheit glykosyliert werden. In der Diplomarbeit waren
bereits einige Vorversuche dazu gemacht worden, u. a. die Glykosylierung mit dem ano-
meren Sulfoxid 6, die aber nicht erfolgreich gewesen war. Auch erneute Versuche mit
dieser Methode [7®l brachten nicht das gewiinschte Ergebnis. Der Donor zersetzte sich
zwar wahrend der Reaktion, es entstand aber nicht das angestrebte Produkt.
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Abb. 2.5. Glykosylierung des Initiatorkerns 4 mit dem Trichloracetimidat 7 und anschlieflende Entschiit-
zung zu 9.

Da mit der Vorstufe des Sulfoxids, dem Thioglykosid 5, schon ein weit verbreiteter
Glykosyldonor synthetisiert worden war, wurden mit diesem weitere Glykosylierungs-
versuche unternommen. Fiir die Aktivierung dieser Donoren steht eine grofle Auswahl
an Reagenzien zur Verfiigung. ””] Man ist also in der Lage, beim Versagen eines Promo-
tors auf andere zuriickzugreifen. Nachdem die Reaktion mit DMTST bereits in der Di-
plomarbeit nicht erfolgreich gewesen war, wurden noch einige andere der meistbenutz-
ten Promotoren ausprobiert. In Tabelle 2.1 sind die Ergebnisse der Glykosylierungsversu-
che mit dem Donor 5 aufgefiihrt. Leider fiihrte keiner der Promotoren zum gewiinschten
Produkt.

Die Interpretation dieser Ergebnisse ist schwierig. Der Akzeptor sollte aufgrund
des grofien Abstandes der primédren Hydroxygruppen zum Zuckerring sehr reaktiv
sein (was ein Ausgangspunkt des Designs der Zielstruktur war). Sulfoxide sind h&u-
fig benutzte Donoren, denen sogar das Potential fiir eine ,Verallgemeinerung der

u [76]

Glykosylierungsbedingungen” “*!, gerade im Hinblick auf die Festphasenoligosaccha-
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Promotor Losungsmittel Ergebnis
MeSBr/AgOTt CH,Cl, Zersetzung des Donors
NBS 78] CH,Cl, keine Reaktion

TBPA [79,80] H;CCN keine Reaktion
NIS/TfOH CH,Cl, Zersetzung des Donors
MeOTTf CH,Cl, keine Reaktion
DMTST [81] CH,Cl, Zersetzung des Donors

Tab. 2.1. Getestete Promotoren und Ergebnisse der Glykosylierungsversuche von 4 mit dem Glykosyldo-
nor 5.

ridsynthese, zugesprochen wurde. Auch mit Thioglykosiden wurden und werden weit-
hin gute Erfahrungen gemacht. Eine Moglichkeit wire, dass sich die Kombination aus
dem vorliegenden Schutzgruppenmuster und der Verwendung der Thiophenylgruppe
als negativ erweist. Wieder einmal zeigt sich jedoch, dass sich Glykosidsynthese in jedem
Einzelfall als problematisch herausstellen kann.

Aufgrund der guten Erfahrungen mit Trichloracetimidaten (2] in der Glykocluster-
synthese %3] wurde nun versucht, das vorliegende Syntheseproblem durch Verwendung
eines solchen zu 16sen. Der Nachteil an Trichloracetimidaten ist, dass die Abgangsgrup-
pe, anders als im Falle der Thioglykoside, nicht gleich zu Beginn der Synthese einge-
fiihrt werden kann, da sie die Reaktionsbedingungen der nachfolgenden Schritte nicht
tibersteht. Daraus folgt, dass das anomere Zentrum zunédchst temporér geschiitzt wer-
den muss. Nach Abspaltung der Schutzgruppe kann dann im letzten Syntheseschritt das
Trichloracetimidat dargestellt werden. Hier wurde eine p-Methoxyphenylschutzgruppe
gewdhlt, die oxidativ gespalten werden kann und damit orthogonal zu Benzoyl- und Al-
lylgruppen ist.

Die Synthese des verzweigenden Trichloracetimidates 11 wurde analog zu der Synthe-
se von 3,6-O-Benzyl-2,4-O-benzoyl-o-D-mannopyranosyltrichloracetimidat nach OGAWA
et al. 3 durchgefiihrt (Abb. 2.6). p-Methoxyphenyl-a-D-mannopyranosid 15, welches in
drei Stufen aus Mannose 12 herstellbar ist, wurde selektiv an den Positionen 3 und 6 mit
Bis-(tributylzinn)-oxid allyliert, und man erhielt Verbindung 16 in 51 % Ausbeute. Die
Reinigung des Produktes wird etwas erleichtert durch Féallung der Nebenprodukte, die
aus dem Bis-(tributylzinn)-oxid entstehen, mithilfe von Kaliumfluorid. Man erhélt dabei
unlosliche, polymere Organozinnfluoride, die abfiltriert werden konnen. Trotzdem er-
weist sich die Reinigung der Produkte solcher Zinn-vermittelter Reaktionen gerade beim
Upscaling als aufwéndig und schwierig. Nach der Benzoylierung der verbleibenden Hy-
droxygruppen unter Standardbedingungen zu 17 wurde das anomere Zentrum durch
oxidative Abspaltung der p-Methoxyphenylgruppe freigesetzt. Eine Reindarstellung des
Produktes 18 war in diesem Fall leider nicht moglich, da die Verbindung mit einer grofien
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Abb. 2.6. Darstellung des diallylierten Trichloracetimidats 11 durch regioselektive Allylierung unter Benut-
zung der p-Methoxyphenylschutzgruppe fiir das anomere Zentrum.

Menge stark gefdarbter Nebenprodukte der Entschiitzungsreaktion von der Sdule eluiert
wurde. Andere Zuckerspezies konnten jedoch abgetrennt werden und die Identitdt des
Produktes wurde durch Massenspektrometrie belegt. Synthetisch ist dies jedoch nicht
von Nachteil, da das erhaltene Produkt direkt mit DBU und Trichloracetonitril in das
entsprechende Trichloracetimidat umgewandelt werden konnte, welches leicht sdulen-
chromatographisch zu reinigen war. Uber zwei Stufen wurde dabei eine Ausbeute von
53 % erreicht. Auf diese Weise wurden Multigrammmengen des verzweigenden Donors
11 zugénglich gemacht.

Mit diesem Donor konnte die Glykosylierung des Initiatorkerns 4 erfolgreich und in
sehr guter Ausbeute unter den oben beschriebenen Bedingungen durchgefiihrt und die
erste Halbgeneration des Dendrimers (Verbindung 10) erhalten werden (Abb. 2.7).

Die Hydroborierung der Doppelbindungen, die in vielen Féllen erfolgreich fiir die
Glykoclustersynthese eingesetzt wurde, erwies sich als problematisch. Ein Hauptpro-
blem ist die Verfolgung des Reaktionsfortschrittes bei der Hydroborierung, die nur
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schlecht diinnschichtchromatographisch oder massenspektrometrisch gelingt. Folglich
war es schwierig zu erkennen, ob bei einer multifunktionellen Verbindung alle reaktiven
Stellen zur Reaktion gebracht wurden. So ergaben die ersten Versuche trotz Einhalten von
absoluten Bedingungen keine befriedigenden Ergebnisse. SchliefSlich wurde das Tetraol
19 aber unter Verwendung von 2 eq. 9-BBN pro Allylgruppe nach Reinigung an Kieselgel
und Sephadex LH-20 in einer allerdings méafligen Ausbeute von 40 % erhalten (Abb. 2.8).

Mit dieser Verbindung lag die erste Generation des Dendrimers vor. Diese wurde
nun mit 7 glykosyliert, wobei die Frage war, mit welcher Ausbeute die Vierfachglyko-
sylierung durchzufiihren sein wiirde (Abb. 2.8). Wiederum wurde unter Standardbedin-
gungen glykosyliert und das spacerverbriickte Heptasaccharid 20 in einer Ausbeute von
54 % erhalten. Entschiitzung unter Zemplén-Bedingungen ergab die ungeschiitzte Ver-
bindung 21 in 88 % Ausbeute, die nun fiir die biologische Testung zur Verfiigung stand.

Schaut man sich die Ausbeuten der beiden Reaktionsschritte der Dendrimersynthese
an, so muss man erkennen, dass diese Reaktionssequenz zur Darstellung hoherer Ge-
nerationen eines solchen Dendrimers kaum sinnvoll ist. Die Ausbeuten diirften bei ho-
heren Generationen nochmals kleiner werden, wiahrend sich zusétzlich das Problem der
Abtrennung von strukturdefekten Verbindungen, welches hier noch keine Rolle spiel-
te, stellen konnte. Deshalb wurde auf eine weitere Vergrofierung der Struktur an dieser
Stelle verzichtet. Die prinzipielle Moglichkeit des repetitiven Aufbaus der Zielstrukturen
konnte allerdings gezeigt werden.
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Abb. 2.7. Darstellung der ersten Halbgeneration 10 eines glykosidisch verkniipften Glykodendrimers.
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2.1.3 Weitere Funktionalisierungsmaoglichkeiten mit verzweigenden
Mannosid-Dienen

Die hier verwendete Hydroborierung/Oxidations-Sequenz, die als Aktivierungsschritt
fir den dendritischen Aufbau von 21 erfolgreich verwendet wurde, birgt auch einige
Nachteile: Wie oben beschrieben, ist es schlecht moglich, den Reaktionsverlauf zu kon-
trollieren, und dabei entstehen grofiere Mengen des Nebenproduktes 1,5-Cyclohexandiol,
die abgetrennt werden miissen. Aufserdem verlduft die Reaktion teilweise im wéssrigen
basischen Milieu, was zur Abspaltung der Esterschutzgruppen fithren konnte und eine
vollstandige Extraktion der schon recht polaren Substanzen aus der wéssrigen Phase not-
wendig macht; dariiber hinaus konnte die erzielte Ausbeute nicht befriedigen. Die litera-
turbekannten guten Erfahrungen mit der Ozonolyse in der Glykodendrimersynthese [
gaben Anlass, diese Reaktion auf das vorliegende System anzuwenden (Abb. 2.9).

Ozonolyse

Zur Ozonolyse wurde die ungesittigte Verbindung 10 in einer 1: 1-Mischung aus Metha-
nol und Dichlormethan ozonisiert und anschliefSfend mit Natriumborhydrid reduziert.
Eine Untersuchung der Reaktionsmischung mittels MALDI-TOF-MS zeigte jedoch neben
der Masse der Zielverbindung 22 die Entstehung eines komplexen Substanzgemischs.
Dies riihrte vor allem daher, dass offensichtlich eine Teilentschiitzung des Produktes
durch die basischen Bedingungen des Reduktionsschrittes stattgefunden haben muss-
te. Obwohl die Ozonolyse mit anschlieffender Reduktion fiir ester- und allylgeschiitzte
Zucker in der Literatur beschrieben worden ist, [3¢] konnte hier kein zufrieden stellen-
des Ergebnis erzielt werden. Um das Problem zu umgehen, wurde versucht, die Ozono-
lyse ohne Zusatz von Methanol durchzufiihren, da entstehendes Methanolat hier wohl
fir die teilweise Entschiitzung verantwortlich war (Abb. 2.9). Die Ozonisierung ist auch
in reinem Dichlormethan durchfiihrbar; dann kann jedoch kein Natriumborhydrid zur
Reduktion verwendet werden, denn dieses ist nicht in unpolaren Losungsmitteln 16s-
lich. Zur Reduktion in solchen Medien geeignet ist der Borwasserstoff-Dimethylsulfid-
Komplex. 8788 Nach erneuter Ozonisierung von Verbindung 10 wurde der Ansatz mit
einer 2M Losung dieses Komplexes in THF versetzt. Trotz Verwendung eines Uberschus-
ses des Reduktionsmittels konnte kein einheitliches Produkt erhalten werden. Genaue-
re Schliisse tiber das Reaktionsergebnis lassen sich aus dem MALDI-TOF-MS-Spektrum
nicht ziehen, da die einzelnen Spezies sehr dhnliche Massen haben, die Verbindung an
vier Stellen reagieren kann und jede Spezies je ein Signal mit einem Natrium- und einem
Kaliumion liefert; die Spektren sind daher nicht auswertbar. Die Ozonolyse scheint nach
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Abb. 2.9. Versuchte Ozonolyse von 10.

diesen Ergebnissen also nicht geeignet zur Weiterfunktionalisierung der hier beschriebe-

nen Strukturen.

Addition von Mercaptoethanol

Eine andere in Frage kommende Reaktion, mit der man im urspriinglichen Sinne der Syn-
theseplanung aus den Doppelbindungen in 10 glykosylierbare Hydroxygruppen erzeu-
gen konnte, ist die radikalische Addition von Mercaptoethanol. Radikalreaktionen finden
gerade in der Kohlenhydratchemie hdufig Anwendung, da sie unter sehr milden Bedin-
gungen und im neutralen pH-Bereich verlaufen und eine hohe Kompatibilitdt zu vielen

8] Erfolgreiche Anwendung findet die Addition von

funktionellen Gruppen besitzen.
Cysteamin-Hydrochlorid mittels UV-Licht, die mit ungeschiitzten Zuckern in wassrigem
Medium durchgefiihrt werden kann. Die Addition verschiedener Thiole an Allylreste ge-
schiitzter Zucker in organischen Medien wurde von VLIEGENTHART et al. [ untersucht
und spiter von FRASER-REID et al. 8] wieder aufgegriffen. Optimale Bedingungen fiir
die Reaktion scheinen Dioxan als Losungsmittel, 75 °C und AIBN als Radikalstarter zu
sein. Diese Reaktion bote sich fiir eine Dendrimersynthese aus mehreren Griinden an:
Mercaptoethanol kann in grofem Uberschuss eingesetzt und anschlieend wieder ent-
fernt werden, da es fliichtig ist; die Reaktion sollte in hohen Ausbeuten verlaufen; es ist
keine Aufarbeitung nétig. Daher wurde sie fiir die Dendrimersynthese evaluiert.

Dazu wurde das in der Diplomarbeit hergestellte diallylische Mannosid 2 unter den
oben beschriebenen Bedingungen mit Mercaptoethanol umgesetzt (Abb. 2.10). Nach zwei
Stunden konnte die Reaktion abgebrochen und das Produkt 23 in 90%iger Ausbeute iso-

liert werden. Nach diesem ermutigenden Ergebnis wurde dieselbe Reaktion auch mit
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Abb. 2.10. Umsetzung der ungesittigten Verbindungen 2 und 10 mit Mercaptoethanol. (i) HSCH,CH,OH,
AIBN, Dioxan, 75°C.

dem vierfach ungesattigten Molekiil 10 durchgefiihrt. Auch hier wurde eine ausgezeich-
nete Ausbeute erzielt, wobei auf die Reinigung an Kieselgel verzichtet werden konnte
und nur eine GPC-Sidule notwendig wurde. Die Reaktion liefert also auch hier sehr gute
Ausbeuten bei einfacher Reaktionsfithrung und scheint daher sehr gut fiir den Aufbau
eines Zucker-Dendrimers geeignet.

Offensichtlich entfernt man sich durch die Verwendung dieses Aktivierungsverfah-
rens allerdings weiter von den natiirlichen Oligosaccharidstrukturen. Wéahrend die Pro-
pylspacer noch als Platzhalter fiir Monosaccharideinheiten angesehen werden konnen,
kann dies von den hier vorliegenden 4-Thiahexylspacern nicht mehr erwartet werden,
da sie erstens langer sind und zweitens dem Gesamtmolekiil deutlich lipophilere Eigen-
schaften verleihen. Hingegen muss beides nicht unerwiinscht sein — abhingig von der
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Abb. 2.11. Glykosylierung des Akzeptors 24 mit 7 und anschlielende Entschiitzung zu 26.

angestrebten Funktion des Dendrimers kénnten diese Verdnderungen auch Vorteile mit
sich bringen. Im vorliegenden Fall sollten die Dendrimere u. a. auf ihr Potential als mogli-
che Inhibitoren des bakteriellen Lectins FimH 73] getestet werden. Bei solchen Bindungs-
prozessen spielen auch noch andere Faktoren als nur die Bindung des Kohlenhydrates
in der Bindungstasche oder die Valenz des Inhibitors eine Rolle. So sind lipophile Wech-
selwirkungen aufierhalb der Bindungstasche ebenso an der Bindung beteiligt. Es wire
also durchaus interessant, die hier untersuchten Substanzen neben ihrer Valenz auch be-
ziiglich ihrer Lipophilie zu verdndern. Dementsprechend wurde das Tetraol 24 unter
den tiblichen Bedingungen mit 7 glykosyliert (Abb. 2.11). Das Pseudo-Heptasaccharid 25
konnte in 31%iger Ausbeute erhalten werden, was ein schlechteres Ergebnis als bei der
Glykosylierung von 19 darstellt. Dies deutet darauf hin, dass nicht sterische Hinderung
fiir die méafligen Ausbeuten verantwortlich ist, da dies durch die deutlich langeren Thia-
hexylspacer hier ausgeschlossen sein diirfte. Das vollentschiitzte Dendrimer 26 konnte
dann nach Zemplén-Reaktion in 86 % Ausbeute erhalten werden (Abb. 2.11). Hierbei war
der Zusatz von etwas TBME als Losungsvermittler notwendig, da sich die Substanz in
Methanol nicht gut genug 16st.

Um das dendritische Bauprinzip mittels der radikalischen Addition von Mercap-
toethanol nochmals von Beginn an zu demonstrieren, wurde die Dendrimersynthese
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auch ausgehend von Initiatorkern 23 durchgefiihrt. Glykosylierung dieses Diols mit 7
ergab zundchst die pseudo-trisaccharidische Verbindung 27 in einer etwas schlechteren
Ausbeute von 61 %, die quantitativ in das entschiitzte Trisaccharid 28 {iiberfiihrt wer-
den konnte (Abb. 2.12). Anschlieflende Glykosylierung von 23 mit der Verzweigungs-
einheit 11 ergab die erste Halbgeneration dieses Dendrimers 29 in 65 % Ausbeute. Die
folgende Reaktion mit Mercaptoethanol fiihrte in exzellenten 94 % Ausbeute zum Te-
traol 30 (Abb. 2.13). An dieser Stelle war neben der Filtration iiber Kieselgel noch ei-
ne GPC-Sdule zur Abtrennung des im NMR-Spektrum erkenntlichen und nichtfliich-
tigen 1,6-(3,4-Dithia)-hexandiols, welches durch Disulfidbildung aus Mercaptoethanol
entsteht, vonnoten. Glykosylierung dieses tetravalenten Akzeptors mit 7 erbrachte das
vollstindig Thiahexylspacer-verbriickte Heptasaccharid 31 in vergleichbarer, méafiiger
Ausbeute, welches durch Zemplén-Entschiitzung in die vollstindig entschiitzte Verbin-
dung 32 umgewandelt werden konnte (Abb. 2.14).

Eine interessante Funktionalisierungsmoglichkeit des Dendrimers 32 ist die Oxidation
der Sulfidgruppen. Diese lassen sich selektiv entweder zu Sulfoxiden oder zu Sulfonen
umwandeln. Man kann erwarten, dass eine solche Oxidation deutliche Auswirkungen
einerseits auf die dreidimensionale Struktur und andererseits auf die Lipophilie eines
solchen Dendrimers haben sollte. Um dies auszuprobieren, wurde 32 mit einem Uber-
schuss an MMPP zum Sulfon oxidiert, was in guter Ausbeute gelang (Abb. 2.15). Die voll-
standige Oxidation machte sich im NMR-Spektrum durch einen deutlichen Tieffeldshift
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der zum Schwefel benachbarten Protonen bemerkbar. Das entstandene Dendrimer 33
zeigte erwartungsgemafs eine deutlich bessere Wasserloslichkeit als 32. Aufgrund seiner
schlechten Loslichkeit in Methanol musste Wasser als Laufmittel bei der saulenchromato-
graphischen Reinigung dienen. Durch die Oxidation konnen also die Eigenschaften eines
solchen Dendrimers auf einfache Weise sehr stark verandert werden.

2.1.4 Biologische Tests

Viele Bakterien tragen auf der Zelloberfliche lange Proteinanhédngsel, die als , Fimbri-
en” oder ,Pili” bezeichnet werden. [°!l Mit diesen sind sie in der Lage, spezifisch an
bestimmte Gewebsoberflichen zu adhérieren. Sie lassen sich nach ihrer Kohlenhydrat-
spezifitit in verschiedene Gruppen einteilen. *?l Typ-1-Fimbrien werden von E. coli so-
wie den meisten Enterobakterien exprimiert. Die Typ-1-Fimbrien-vermittelte Adhédsion
an das Blasenepithel spielt eine entscheidende Rolle bei der Infektion mit uropathoge-
nen E. coli-Stimmen, denn erst nach Anlagerung der Bakterien sind die bakteriellen To-
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Abb. 2.15. Sechsfache Sulfid-Sulfon-Oxidation im Dendrimer 32.

xine in der Lage, das Epithel zu zerstéren und eine Entziindung hervorzurufen. [*3! Die
Typ-1-Fimbrien bestehen zu 98 % aus sich wiederholenden Untereinheiten des sog. FimA-
Proteins und konnen eine Lange von ca. 1 um erreichen. 73l Das eigentliche Adhasin ist
das Mannose-spezifische Lectin FimH, welches an den Enden und am Schaft der Fimbri-
en lokalisiert ist.

Verschiedene Studien konnten zeigen, dass die Inhibitorwirkung oligovalenter Man-
nosederivate gegentiber der FimH-vermittelten Adhéasion von E. coli-Bakterien an Man-
nan (einem aus Mannoseeinheiten aufgebauten Polysaccharid) deutlich hoher ist als von

der Vergleichssubstanz Methylmannosid. [*4-%]

Diese Beobachtungen sind insofern von
Interesse, da sie die Moglichkeit aufzeigen, solche Derivate im Falle einer Infektion in ei-

ner anti-adhésiven Therapie einzusetzen. Dadurch koénnte auf Antibiotikatherapien ver-
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zichtet werden, was besonders im Hinblick auf mogliche Resistenzen eine wichtige Al-
ternative ware. [%7]

Die hier synthetisierten Glykomimetika 9, 21, 26, 28, 32 und 33 wurden auf ihre inhi-
bitorische Potenz mittels eines ELISA getestet.! Bei diesem Test werden Bakterien eines
gentechnisch verdnderten E. coli-Stammes auf einer mit Mannan beschichteten Mikroti-
terplatte unter Zugabe des Inhibitors inkubiert. Da dieser mit dem Mannan um die Bin-
dung zu dem bakteriellen Lectin konkurriert, binden nach einer Waschsequenz umso
weniger Bakterien an die Oberfldche, je besser der Inhibitor ist. Die Menge der gebun-
denen Bakterien wird durch eine Enzym-katalysierte Farbreaktion und anschlieflendes
photometrisches Auslesen in einem ELISA-Reader bestimmt. Hierbei wird die prozen-
tuale Inhibition mit Inhibitor bezogen auf einen Blindwert (BW) berechnet. Dieser ergibt
sich als Mittelwert aus den Messwerten der ersten Reihe der Mikrotiterplatte, die ohne
Inhibitor bleibt. Die prozentuale Inhibition ermittelt man dann nach der Formel

BW — Messwert mit Inhibitor

Inhibition (%) = BW x 100

Anschlieflfend werden durch graphische Auftragung der prozentualen Inhibition tiber
der Konzentration des Inhibitors mittels einer Ausgleichskurve sog. ICsp-Werte be-
stimmt, welche die Konzentrationen der Inhibitoren angeben, die eine 50%ige Inhibition
der Adhésion der Bakterien an die mit Mannan beschichtete Oberfldche der ELISA-Platte
bewirken. Je niedriger der ICsp-Wert ist, desto besser ist also der Inhibitor. Da mit Hilfe
derartiger Tests auf Grund der vielfiltigen FEinfliisse auf das Testsystem keine vergleich-
baren Absolutwerte gewonnen werden konnen, werden die Werte auf die Inhibition der
Standardsubstanz Methylmannosid 34 bezogen.

Mit jedem Inhibitor wurden drei Messungen durchgefiihrt. Die graphische Darstel-
lung einer solchen Messung ist in Abb. 2.16 zu sehen. Tabelle 2.2 zeigt die ermittelten
IC50-Werte, die relativen ICs-Werte (RICsp), die sich auf Methylmannosid beziehen, und
die valenzbereinigten Werte der relativen inhibitorischen Potenz.

Die Ergebnisse zeigen, dass die hier getesteten Substanzen allesamt bessere Inhibito-
ren als Methylmannosid sind (Spalte 3 in Tab. 2.2). Auch die valenzbereinigten Werte sind
hoher als die des monovalenten Standards. Die divalente Substanz 9 inhibiert dabei nur
geringfiigig besser. Im Vergleich dazu ist die Inhibition des divalenten 28, bei dem die
Mannosylreste an Thiahexylspacer gebunden sind, noch einmal um den Faktor 6 erhoht.
Diese Tendenz zeigt sich auch bei den tetravalenten Inhibitoren. Beim Ubergang von 9
zum strukturell verwandten 21 erhoht sich die Inhibition nur geringfiigig, warend die
Substanzen 32 und der beste der hier getesteten Inhibitoren 26 jeweils Thiahexylspacer

ch danke Dr. O. Sperling fiir die Hilfe bei der Durchfiihrung und Auswertung der Tests.
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Abb. 2.16. Inhibitionskurven eines ELISA mit den synthetisierten Oligosaccharidmimetika 9, 21, 28, 26, 32
und 33. Die schwarze Kurve zeigt die Inhibition der Vergleichssubstanz Methylmannosid.

tragen. Oxidation der Sulfidgruppen in 33 senkt die Inhibition wiederum um den Fak-

tor 5.

Diese Beobachtungen bestitigen die bisher erzielten Ergebnisse [8], die besagen, dass

mit oligovalenten Inhibitoren eine moderate Erhthung der Inhibition erreicht werden

kann. Giinstig wirkt sich ferner die Einfithrung von Spacern aus, wobei eher ihre Lipo-

philie als ihre Lange eine Rolle spielt, was durch Vergleich der Verbindungen 26 und 33

gezeigt werden konnte.

Substanz IC5p RICs5p Inhibitorische Potenz

[mmol] (valenzbereinigt)
MeMan 5.9 1 1
9 0.58 0.10 5
28 0.089 0.015 33
21 0.14 0.024 11
26 0.031 0.0049 51
32 0.055 0.0090 28
33 0.23  0.040 6

Tab. 2.2. Ergebnisse des ELISA.
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2.1.5 Fazit und Ausblick

Die Synthese von Glykodendrimeren aus Kohlenhydratbausteinen durch Glykosylierung
fiihrte zu den Pseudo-Trisacchariden 9 und 28 und weiter zu den vier dendritischen
spacerverkniipften Oligosaccharidmimetika 21, 26, 32 und 33 der , pseudo-1.5ten” Gene-
ration, die jeweils sieben Mannoseeinheiten enthalten. Dabei konnten bei den Vierfach-
glykosylierungen, die zu 25 und 31 fiihrten, Ausbeuten von ca. 55 % erreicht werden. Als
geeignete Verzweigungseinheit erwies sich das Trichloracetimidat 11, mit dem in guten
Ausbeuten glykosyliert werden konnte. Von den zwei evaluierten Aktivierungsschritten
Hydroborierung/Oxidation und Mercaptoethanol-Addition erwies sich letzterer als sehr
praktikabel, da er unter milden Bedingungen und in exzellenter Ausbeute verlief. Als
interessante Modifizierungsmoglichkeit fiir solche schwefelhaltigen Dendrimere wurde
ihre Oxidation zu den Sulfonen aufgezeigt, mit der die Eigenschaften der Verbindungen
auf einfache Weise deutlich verdndert werden konnen. Die biologischen Tests der Gly-
komimetika zeigten im Einklang zu vorherigen Ergebnissen valenzkorrigiert eine leicht
erhohte inhibitorische Potenz gegeniiber Methylmannosid in der Inhibition der bakteri-
ellen Adhdsion von E. coli und lieflen Schliisse iiber Struktur-Wirkungsbeziehungen in
dem untersuchten System zu.

2.2 Mannose-basierte Glykolipidmimetika

2.2.1 Einleitung

Wie bei anderen Glykokonjugaten findet man auch bei den Glykolipiden eine grofie
strukturelle Diversitat. Obwohl sie weniger grofse Strukturen als die Glykoproteine dar-

(991, stellt ihre Komplexitat

stellen und daher leichter totalsynthetisiert werden kénnen
eine Motivation fiir die Mimetikasynthese dar. Dabei ist eine wichtige Vorgehenswei-
se — dhnlich wie bei der Neoglykoprotein-Synthese — die Kupplung eines natiirlichen
oder synthetischen Saccharidteils an einen Lipidteil, wobei auch dieser natiirlich oder
synthetisch sein kann. Wahrend sich die Totalsynthese dieser Strukturen typischerweise
auf verschiedene Methoden der Glykosylierung von Ceramid oder Vorldufern wie Azi-

t, [100] pedient sich die Mimetikasynthese, dhnlich wie bei den

dosphingosin konzentrier
Glykoproteinen, einer Reihe verschiedener Reaktionen und den Ersatz des Ceramidres-
tes durch vereinfachte Strukturen. [*’I Beispielsweise konnte Phosphatidylethanolamin
durch reduktive Aminierung mit aus natiirlichen Quellen gewonnenen Oligosacchariden
verkniipft werden. 101 Peptidkupplung wurde zur Synthese einer Glykolipidbibliothek

an fester Phase verwendet, 12l und mit der Quadratsaure-Kupplungsstrategie wurden
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Oligomannoside mit Cholesterol-Derivaten verkniipft, um Neoglykolipide fiir Anwen-
dungen in der Gentherapie zu entwickeln. [10%]

Neben biologischen Fragestellungen sind Glykolipide auch fiir andere Untersuchun-
gen interessant, so z.B. fiir die Erzeugung inverser Micellen oder Vesikel als Mem-
branmodelle, mit denen man in aktuellen Arbeiten den Einfluss von Glykolipiden
auf die katalytische Aktivitdt bei chemischen Reaktionen an biologischen Membranen
erforscht. [104]

Da die Allylgruppen in den in dieser Arbeit dargestellten Verbindungen gute Funk-
tionalisierungsmoglichkeiten bieten, sollte versucht werden, sie zur Synthese von Glyko-

lipidmimetika zu nutzen.

2.2.2 Durchgefiihrte Synthesen
Glykolipidmimetika durch Peptidkupplung

Zundchst wurden Versuche unternommen, an den Spacern der terminalen Manno-
seeinheiten des Trisaccharids 10 Aminogruppen einzufiihren, in der Vorstellung, an
diesen Peptidkupplungen mit langkettigen Fettsduren durchfiihren zu konnen. Eine
Moglichkeit dazu ist die oben bereits erwdhnte radikalische Addition von Cysteamin-
Hydrochlorid. Problematisch hierbei ist jedoch die unterschiedliche Polaritit des
Cysteamin-Salzes und der Verbindung 10. Cysteamin-Hydrochlorid ist gut 18slich in
Wasser und 16st sich gerade gut genug in Methanol, um die Reaktion in diesem Losungs-
mittel durchfithren zu kénnen, wihrend 10 in Methanol praktisch unloslich ist. So ist
die Gefahr einer Teilentschiitzung bei langerer Verweildauer in Methanol gegeben und
die aromatischen Benzoylschutzgruppen konnten zu Problemen bei der nur photoche-
misch durchfithrbaren Reaktion fithren. Deshalb wurde versucht, die Reaktion mit dem
N-Boc-geschiitzten Derivat des Cysteamins, welches in organischen Solventien 18slich
ist, durchzufiihren. Diese Reaktion ist bereits in der Literatur beschrieben. 19! Hierzu
wurde kommerziell erhéltliches N-Boc-Cysteamin mit 10 unter den auch fiir Mercapto-
ethanol benutzten Bedingungen umgesetzt (Abb. 2.17). Es zeigte sich jedoch, dass trotz
eines Uberschusses des Reagenzes und einer Reaktionszeit von iiber zehn Stunden kein
einheitliches Produkt erhalten werden konnte und schlieflich verstarkt Zersetzung ein-
trat. Grund fiir diese anscheinend deutlich verminderte Reaktivitdt des Thiols konnte
sterische Hinderung durch die sperrige Boc-Gruppe sein.

Statt der direkten Einfiihrung der (geschiitzten) Aminogruppen wurde nun versucht,
dasselbe in zwei Schritten zu erreichen. Hierzu kann die Substitution der zunichst durch
die Mercaptoethanol-Addition eingefiihrten Hydroxygruppen durch Phthalimid mit-
tels einer Mitsunobu-Reaktion dienen. Zunichst wurde dies an Verbindung 23 getestet.
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Abb. 2.17. Versuch der Addition von 2-Mercaptoethyl-carbaminsdure-tert-butylester an 10.

Die Mitsunobu-Reaktion unter Standardbedingungen ergab das zweifach Phthalimido-
substituierte Mannosederivat 36 in 60 % Ausbeute. Daraufhin wurde auch 24 unter den-
selben Bedingungen mit Phthalimid umgesetzt und Verbindung 37 in guten 74 % Aus-
beute erhalten (Abb. 2.18).

Auch die anschlieflende Freisetzung der Amine wurde zundchst an dem besser ver-
fiigbaren Monosaccharid getestet. Die Umsetzung von Verbindung 36 mit Hydrazin in
Methanol verlief jedoch mit enttdiuschendem Resultat: Neben dem gewiinschten Dia-
min 38 enthielt die Reaktionsmischung laut MALDI-TOF-MS-Untersuchung hauptsich-
lich eine Substanz, die um die Masse einer Benzoylgruppe schwerer war. Darauthin wur-
de die Losung mit Natriummethanolat versetzt, um die Entschiitzung zu vervollstandi-
gen, was jedoch auch nach einer Reaktionszeit von ca. zwei Wochen keinen Effekt hatte.
Dies lasst sich wahrscheinlich darauf zurtickfiihren, dass eine der Aminogruppen zum
Benzoylamid reagiert hatte, welches nicht mehr gespalten werden konnte (Substanzen 39
und 40 in Abb. 2.19). Dies war unter den basischen Bedingungen mit einem grolen Uber-
schuss an Hydrazin nicht unbedingt zu erwarten gewesen, die stark nukleophilen pri-
médren Aminogruppen reagierten aber wahrscheinlich mit dem wahrend der Reaktion
auch entstehenden Benzoesdure-methylester. Somit erwies sich auch diese Syntheseroute
als nicht praktikabel.

Als weiterer Syntheseweg wire schliefdlich die Entschiitzung von Verbindung 10 ge-
folgt von der Addition von Cysteamin-Hydrochlorid zu erwéhnen, auf die im Rahmen
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dieser Arbeit aber aus Mangel an verfiigbarer Substanzmenge und der méafsigen Ausbeu-
te von 76 % in einem Entschiitzungsversuch von 10 verzichtet wurde.

Glykolipidmimetika durch Addition langkettiger Alkylthiole

Einen direkteren Zugang zur Synthese von Glykolipidmimetika aus den hier beschriebe-
nen Substanzen bote die radikalische Addition langkettiger Thiole an die Allylgruppen
von z. B. 10 oder anderen allylierten Zuckerderivaten. (7]

Zuerst wurde die Reaktion mit dem geschiitzten diallylsubstituierten Monosaccha-
rid 2 ausprobiert (Abb. 2.20). Als Thiol wurde das kommerziell erhéltliche Hexadecanthi-
ol gewihlt. Unter den tiblichen Reaktionsbedingungen konnte das Additionsprodukt 41
in 84 % Ausbeute erhalten werden. Die Reaktion wurde dabei mit Zusatz von nur sehr
wenig Dioxan durchgefiihrt, da das Hexadecanthiol gleichzeitig als Losungsmittel fun-
gierte. Zur Reinigung wurde der komplette Reaktionsansatz auf eine Kieselgelsdule ge-
geben, das unpolare Hexadecanthiol zundchst mit reinem Cyclohexan entfernt und an-
schlieSend das Produkt durch Zusatz von Essigester eluiert. Dieses Verfahren erwies sich
auch in allen weiteren durchgefiihrten Synthesen als sehr praktikabel.

Die Entschiitzung von 41 zu 42 wurde unter Zemplén-Bedingungen in Methanol /THF
(2:1) durchgefiihrt, da 41 in reinem Methanol unloslich ist. Die Reaktion verlief relativ
langsam, nach einer Woche konnte aber das Produkt 42 in 66 % Ausbeute isoliert werden
(Abb. 2.20). Dieselbe Reaktionssequenz wurde nun mit dem Trisaccharid 10 durchge-
fithrt. Vierfache Addition von Hexadecanthiol ergab 43 in hervorragender Ausbeute von
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Abb. 2.20. Synthese des Glykolipidmimetikums 42 auf zwei Wegen.

92 % als farbloses Ol (Abb. 2.21). Die Entschiitzung zu dem Neoglykolipid 44 erwies sich
jedoch als dufSerst problematisch. War dies bei Substanz 41 mit zwei Lipidketten noch
moglich gewesen, so war die Reaktion in diesem Fall selbst nach drei Wochen Reakti-
onszeit weder beendet, noch zeigte sich weiterer Reaktionsfortschritt. Auch mehrtagiges
Behandeln mit Ultraschall bei 45 °C ergab kein einheitliches Produkt, wahrend vermehrt
Zersetzung auftrat. Welche Effekte genau fiir dieses Verhalten verantwortlich sind, ist
nicht ndher bekannt, die Molekiile scheinen jedoch, bedingt durch die Anwesenheit der
langen Alkylketten, in dem polaren Losungsmittel eine Konformation einzunehmen, die
die Reaktionszentren weitestgehend abschirmt.

Da der Syntheseweg zu 44 iiber 43 nicht erfolgreich war, wurde ausprobiert, wie gut
die Addition der Thiole an die Allylgruppen der ungeschiitzten Mannoside verlduft. Da-
zu wurde das ungeschiitzte diallylsubstituierte Mannosid 45 unter denselben Reaktions-
bedingungen wie fiir 2 beschrieben umgesetzt (Abb. 2.20) und lieferte 42 in einer zu der
Reaktion mit 2 vergleichbaren Ausbeute von 72 %. Nun wurde an das entschiitzte Te-
traen 46 Hexadecanthiol addiert und man erhielt schliefSlich das angestrebte Neoglykoli-
pid 44 in 55 % Ausbeute als weifien Feststoff (Abb. 2.21).

Die Methode der Funktionalisierung allylsubstituierter Kohlenhydrate mittels lang-
kettiger Alkylthiole erwies sich also als dufierst praktikabel, da sie einfach durchzufiihren
ist und hohe Ausbeuten liefert. Um das Verfahren weiter zu evaluieren, wurde versucht,
eine Serie von Mannosiden zu synthetisieren, die sich in der Zahl der Mannoseeinheiten
und der Alkylketten unterschieden. Aus Methylmannnosid 34 ist neben dem zweifach
in Position 3 und 6 allylsubstituierten Derivat 45 auch die nur an Position 3 substituier-
te Substanz 47 leicht mittels regioselektiver Allylierung mit Dibutylzinnoxid zugénglich.
An diese wurde unter Standardbedingungen Hexadecanthiol addiert (Abb. 2.22). Hierbei
war eine deutlich erhohte Reaktionsdauer vonnoten (insgesamt 18 Stunden mit hdufiger
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Abb. 2.22, Regioselektive Allylierung von Methylmannosid mit Dibutylzinnoxid und anschlieSende Addi-
tion von Hexadecanthiol zu 48.

Nachdosierung von AIBN). Da sich die elektronischen Verhiltnisse der Allylgruppen in
45 und 47 kaum unterscheiden diirften, konnte dies mit der Polaritdt der Substanzen
zusammenhédngen: Substanzen mit mehreren freien OH-Gruppen kénnten in dem sehr
unpolaren Hexadecanthiol Aggregate bilden, die ihre Reaktivitidt herabsetzen.

Um zu einem pseudo-trisaccharidischen Glykolipidmimetikum zu gelangen, wurde
wiederum die Idee des Ersatzes eines Zuckers durch einen Spacer aufgegriffen und ei-
ne dhnliche Vorgehensweise wie in den obigen Dendrimersynthesen angewendet. Dazu
wurde 47 zundchst perbenzoyliert und die Allylgruppe der erhaltenen literaturbekann-
ten Substanz 49 hydroboriert, um den Akzeptor 50 zu erhalten. Dieser konnte in sehr
guter Ausbeute mit dem diallylsubstituierten Donor 11 zum Spacer-verbriickten Disac-
charid 51 glykosyliert werden, welches anschlieffend unter Zemplén-Bedingungen zu 52
entschiitzt wurde. An 52 konnte nun Tetradecanthiol addiert und das Glykolipidmimeti-
kum 53 in guter Ausbeute erhalten werden (Abb. 2.23).

An dieser Stelle sollte nun versucht werden, Verbindung 52 selektiv mit dem Donor 7
zu glykosylieren, da man auf diese Weise einfach zu einem pseudo-tetrasaccharidischen
Glykolipidmimetikum gelangen wiirde. Das Disaccharid-Mimetikum 52 besitzt fiinf freie
Hydroxygruppen, von denen die an Position 6 des Methylmannosids die einzig primare

r 101 findet man die regioselektive Mannosylie-

und damit reaktivste ist. In der Literatu
rung ungeschiitzter Mannosylreste an Position 6 mit peracetyliertem Trichloracetimidat.
Die Selektivitdt wird durch dquimolaren Einsatz von Donor und Akzeptor und Absen-
ken der Reaktionstemperatur auf < —40 °C erreicht. Dabei wurde DMF als Losungsmittel

verwendet, weil sich der verwendete Akzeptor nicht in Dichlormethan 16ste.

Bei der Mannosylierung des Akzeptors 52 (Abb. 2.24) in DMF unter den in der Lite-
ratur beschriebenen Bedingungen konnte jedoch keine Produktbildung festgestellt wer-
den. Der Versuch, 52 in Dichlormethan zu glykosylieren, scheiterte an seiner schlechten
Loslichkeit. Auch das Lipid 53 16ste sich nur bis zu einer Temperatur von 0 °C in Dichlor-
methan. Eine bei dieser Temperatur durchgefiihrte Glykosylierung mit 7 ergab allerdings
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Abb. 2.23. Synthese des Glykolipidmimetikums 53.

kein Gemisch regioisomerer Produkte, sondern es konnten nur Spuren von Produkten
mit der gesuchten Masse im MALDI-TOF-MS nachgewiesen werden. Vielleicht senken
auch hier die langen Alkylketten die Reaktivitdt des Eduktes soweit ab, dass es nicht
mehr ausreichend schnell reagieren kann. Abschlieffend kann man sagen, dass die Syn-
these der angestrebten trisaccharidischen Verbindungen 54 und 55 besser durch selektive
Freilegung der 6-Hydroxygruppe vor der Glykosylierung durch weitere Schutzgruppen-
operationen erfolgen sollte.

Abb. 2.25 zeigt die strukturelle Verwandtschaft der hier synthetisierten Ceramid-
Mimetika ['%] mit Ceramid selbst, was durch Vergleich des 3,6-Di-O-(4-thiahexyl)-
mannopyranosylrestes 56 mit Ceramid und den der Literatur entnommenen Ceramid-
Analoga 57-59 deutlich wird. Substanz 57 trdgt einen Photoaffinitatslabel zur Identi-
fikation Ceramid-bindender Proteine. 1% Die beiden anderen stellen konformationell
eingeschrankte Ceramid-Mimetika dar, die Aktivitit als Glykosyltransferase-Inhibitoren
zeigen. Das Kohlenhydrat-Derivat 58 wurde im Zuge einer Studie tiber Analoga des
N-Butyl-1-desoxy-nojirimycins (s. Kap. 1) synthetisiert, eines oral verfiigbaren GlcCer-
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1091 Dieser

Synthase-Inhibitors, der sich in fortgeschrittenen klinischen Studien befindet. !
Vergleich zeigt, dass 56 ein neuartiges, leicht zugangliches Ceramid-Mimetikum darstellt,

welches sich als wertvoller Baustein fiir die Neoglykolipidsynthese erweisen konnte.

2.2.3 Fazit und Ausblick

Durch Anwendung der radikalischen Addition langkettiger Mercaptane an allylsubstitu-
ierte Glykoside konnten die Mannose-basierten Neoglykolipide 42, 44, 48 und 53 zuver-
lassig und in guten Ausbeuten dargestellt werden. Dabei wurde die Anzahl der Manno-
seeinheiten und Lipidketten variiert. Sie sollen in weiteren Untersuchungen auf ihr Ver-
halten beim Einbau in Membranen getestet werden. Der Glykosyldonor 11 kann durch
Entschiitzung und Mercaptan-Addition in ein neuartiges Ceramidmimetikum verwan-
delt werden, was in zukiinftig durchzufiihrenden Glykolipidmimetika-Synthesen evalu-
iert werden sollte.
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Rest mimikrieren soll (R = Mono- oder Oligosaccharid) und anderen Ceramid-Mimetika aus der
Literatur [107-109],



3 Glykopeptide als bivalente Liganden
fur das Maclura pomifera Agglutinin

3.1 Einleitung

3.1.1 Multivalenz in biologischen Erkennungsprozessen

Wie bereits ausgefiihrt, spielt Multivalenz in biologischen Erkennungsprozessen eine
funktionelle Rolle. Eine grofie Zahl multivalenter Kohlenhydratstrukturen sind synthe-
tisiert worden, einerseits um grundlegende Prinzipien der Wechselwirkungen zu verste-
hen, andererseits fiir konkrete therapeutische Anwendungen [°l. Umfangreiche Studi-
en geben Einblick in die Bindungseigenschaften verschiedener Substanzklassen 4?1, und
Strukturoptimierungen auf rationaler Basis wurden teilweise erfolgreich angewandt [110],

Wenig ist jedoch tiber die physikochemischen Grundlagen der Multivalenz bekannt.
Ein Grund dafiir ist, dass an Messungen der Multivalenz grundséatzlich molekula-

re Ensembles beteiligt sind, d.h. dass die molekularen Details der Wechselwirkungen
immer gemittelt werden und daher die einzelnen Schritte der Bindung nicht unabhén-
gig voneinander betrachtet werden konnen. Hierzu wurde jiingst eine sehr elegante
Studie "' durchgefiihrt, in der ein mit einem Spacer versehener Kohlenhydratligand an
den Cysteinrest eines modifizierten bakteriellen Polypeptid-Toxins, des a-Hdmolysins,
gebunden wurde. Dieses Toxin bildet heptamere Poren in Membranen; somit konnten
ein-, zwei- und siebenfach Zucker-modifizierte Poren erzeugt werden. Mit Hilfe von Mes-
sungen des Stroms zwischen Lectin-enthaltenden Losungen auf beiden Seiten der Mem-
bran bei konstanter Spannung konnten einzelne Bindungsereignisse unterschiedlicher
Dauer durch Abfall des Stroms, verursacht durch unterschiedlich lange Verweildauer
des Lectins in der Membranpore, gemessen und den mono- und bivalenten Bindungsge-

schehen zugeordnet werden.
Ein weiterer Grund fiir die Schwierigkeiten bei der Untersuchung multivalenter

Wechselwirkungen ist darin zu sehen, dass man bei der Messung der multivalenten Bin-
dung wenig tiber die dreidimensionalen Strukturen der beteiligten Lectine sowie der
multivalenten Liganden und deren Dynamik aussagen kann, ebensowenig iiber die ge-
naue Art der Bindung, d.h. dariiber, wieviele Zuckerepitope an der Bindung beteiligt
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sind und ob der multivalente Ligand nur mit einem Lectinmolekiil wechselwirkt oder
z.B. mehrere Lectine vernetzt. Eine wichtige Methode fiir die Messung von Multivalenz
ist die Mikrokalorimetrie, mit der umfangreiche Untersuchungen beziiglich der Thermo-
dynamik z. B. mit dem Mannose-spezifischen Concanavalin A durchgefiihrt wurden. [112]
Bedeutend in diesem Zusammenhang ist auch die Oberflachenplasmonenresonanz (Sur-
face Plasmon Resonance), eine optische Methode, die die Messung von Bindungskon-
stanten und Kinetiken von immobilisierten Liganden und in Losung befindlichen Rezep-

toren (und umgekehrt) erlaubt.

3.1.2 Aufgabenstellung

Ziel dieses Teils der Arbeit sollte es sein, einen rigiden, leicht immobilisierbaren Liganden
fiir ein gut aufgeklartes Lectin zu entwickeln, um damit Bindungsstudien iiber multiva-
lente Wechselwirkungen in einem bekannten System mittels SPR durchfiihren zu kénnen.
Der Ligand sollte eine moglichst definierte und definierbare Struktur aufweisen, um die
Zuckerepitope so in einem bestimmten Abstand prasentieren zu konnen.
Literaturbekannt ist die Konstruktion eines solchen Liganden fiir Bindungsstudien in
Losung durch Selbstorganisation von Galaktose-konjugierten Oligo-DNA-Strangen mit
sog. ,half-sliding complementary DNA” (Abb. 3.1). Dabei sind die Halften der nicht-
Galaktose-konjugierten Strange jeweils komplementdr zu den Haélften der konjugier-
ten und Mischungen von beiden fiigen sich daher zu einem makromolekularen Gebil-
de, welches die Galaktoseeinheiten in definierten Abstinden (hier ca. 34 oder 68 A)
zu einer Seite des Stranges prdsentieren sollte. Bindungsstudien mit einem Galaktose-
spezifischen Lectin ergaben eine hohe Bindungskonstante und zeigten Kooperativitat bei

113]
\A/ Selbstorganisation é g 5‘ E
————

Oligo-DNA- | - Glycocluster entlang
Gal-Konjugat half-sliding” cDNA des DNA-Stranges

der Bindung. [

Abb.3.1. Prinzip eines DNA-Doppelstrang-basierten Glykoclusters durch Selbstorganisation (nach
Lit. (1131,

Hier sollte ein Ansatz verfolgt werden, bei dem Lectinliganden mit der Moglichkeit
zur Immobilisierung auf Oberflachen auf einem Scaffold in definiertem Abstand ange-
ordnet werden. Die Immobilisierung sollte gleichzeitig die Moglichkeit zur Erzeugung
einer Art Glykokalyx-Mimetikum auf einem SPR-Sensorchip zur Untersuchung der Bin-
dungseigenschaften mit SPR bieten und fiir eine Stabilisierung der dreidimensionalen
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Struktur bzw. des Epitopabstandes sorgen. Mit einem so konstruierten System sollte sich
der Einfluss des Abstandes zweier Kohlenhydratliganden voneinander auf die Bindungs-
konstante und die Bindungskinetik in der Wechselwirkung mit einem multi-CRD-Lectin

untersuchen lassen.

3.1.3 Das Lectin Maclura pomifera Agglutinin (MPA)

Als Lectin wurde das MPA ausgewdhlt, da es ein relativ gut verfiigbares Lectin ist, dessen
Bindungsspezifitit gut untersucht 14 und dessen Rontgenstruktur 1% bekannt ist. MPA
ist ein homotetrameres Lectin aus den Samen des Osagedorns, welches aus zwei Ketten
mit 133 bzw. 20-21 Aminosduren besteht (Abb. 3.2). Es ist zu 85 % homolog zu Jacalin, ei-
nem Vertreter derselben Lectinfamilie aus Moraceae (Maulbeergewé&chsen) mit dhnlicher
Ligandspezifitdt. Beide Lectine binden Kohlenhydratliganden in einer Weise, in der das
reduzierende Ende eine grofSe Rolle spielt. 1%l Im Unterschied dazu erkennen die meis-
ten anderen Lectine, die hauptsdchlich aus Leguminosen (Hiilsenfriichtlern) stammen,
terminale Zuckereinheiten, also Zucker am nicht-reduzierenden Ende eines Oligosaccha-

rids.
Das MPA weist eine hohe Spezifitit zu dem Disaccharid Gal(B1-3)GalNAca auf. Die-

ses ist auch als Thomson-Friedenreich- oder T-Antigen bekannt. Da es in grofien Mengen
auf einigen Tumorzellarten vorkommt (s. Kap. 1), stellt es einen der am besten bekannten
Tumormarker dar. Daher besitzen auch die T-Antigen-erkennenden Lectine das Potential,
in der Tumordiagnostik Verwendung zu finden.

Abb. 3.2. Rontgenstruktur von MPA in der ,Ribbon”-
Darstellung mit den Kohlenhydratliganden in den
vier Ecken. ' Deutlich werden die zwei adres-
sierbaren Abstinde zwischen jeweils zwei der
Bindungstaschen.

Auf jeder der vier monomeren Einheiten des MPA sitzt eine Bindungstasche fiir Koh-
lenhydrate, eine CRD, sodass das Lectin sich prinzipiell fiir die Untersuchung von Mul-
tivalenz eignet. Jeweils zwei Bindungstaschen haben denselben Abstand voneinander,
daher konnten mit einem bivalenten Liganden mit definiertem Ligandabstand zwei der
MPA-CRDs adressiert werden.
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3.2 Konzept

Die Idee zur Synthese eines rigiden, oberflachenfixierbaren bivalenten Liganden beruht
auf der Konstruktion eines Oligocystein-Stranges, da Cystein die fiir die Immobilisierung
auf Goldoberflachen notige Thiolgruppe in der Seitenkette tragt. Um die Zuckerepitope
an dieser Kette zu verankern und die Einstellbarkeit der Epitopabstinde des Systems
zu gewdhrleisten, sollte ein quartdres Cysteinderivat synthetisiert werden, welches an
C* einen Spacer tragen und tiber diesen mit dem biologisch relevanten Zuckerepitop
verbunden sein sollte. Die Ausrichtung der Kohlenhydrateinheiten liefSe sich durch al-
ternierende Konfigurationen im Peptidstrang erreichen. Diese molekulare Architektur ist
angelehnt an die Darstellung linearer Alanyl-Peptidnucleinsiure-(PNA)-Strange [117], bei
der die Verwendung eines alternierend chiralen Peptidstranges zu einer Orientierung
der Nucleobasen auf eine Seite des Oligomers und damit zur Ausbildung linearer Dop-
pelstrange fiihrt (Abb. 3.3).

Abb. 3.3. Modell eines linea-
ren Alanyl-PNA-Doppel-
stranges. Die alternierend
chiralen Aminosduren des
Peptidriickgrates  lassen
sich die Nucleobasen
alle in eine Richtung
orientieren. [118]

Die Exposition aller Thiolgruppen eines Oligocysteins in eine Richtung und ihre Fixie-
rung auf einer Oberfldche hitte dann zur Folge, dass der Nicht-Stickstoffsubstituent am
C* der Aminosduren immer von dieser Oberfliche weg zeigen wiirde. Ersetzt man nun
in zwei Cysteinbausteinen das H* durch einen Kohlenhydrat-tragenden Spacer, so sollte
dieser von der Oberfliche weg ausgerichtet sein, wobei der Abstand der Kohlenhydrate-
pitope voneinander durch die Zahl der zwischen ihnen in den Strang eingebauten Ami-
nosduren variiert werden kann (Abb. 3.4a). Aus der Rontgenstruktur des MPA-Tetramers
(Abb. 3.2) konnte der Abstand zwischen den beiden nidher aneinander liegenden Bin-
dungstaschen auf ca. 50 A geschitzt werden, was der Linge eines gestreckt vorliegen-
den Peptidstranges von etwa 14 Aminoséduren entspricht (Abb. 3.4b). Somit miissten also
zwischen zwei Zucker-konjugierten Aminosduren 14 Aminosduren liegen, damit die ex-
ponierten Zuckerepitope zwei MPA-CRDs tiberbriicken konnen. Angestrebt wurde, die-
se Zahl der Aminosdurebausteine zwischen zwei Zuckerepitopen zu variieren und eine
Messreihe mit mehreren Strangen unterschiedlicher Lange durchzufiihren, um die Ab-
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héangigkeit der Bindungseigenschaften dieser Konjugate in der Wechselwirkung mit MPA
vom Abstand der Zuckerliganden zu untersuchen.

3.3 Zielmolekiile

Zunichst stellte sich die Frage nach der Natur des zu synthetisierenden Kohlenhydrat-
liganden. Wie oben beschrieben bindet MPA selektiv das T-Antigen. Eine Moglichkeit
wadre also, ein zur Verkniipfung mit der zu synthetisierenden quartiren Aminosaure ge-
eignetes Derivat des T-Antigens darzustellen. Die Synthese von Derivaten des T-Antigens
ist jedoch relativ aufwéndig. Ein Vorldufer, das Methyl-O-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-ga-
laktopyranosyl)-(1—3)-4,6-di-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-a-D-galaktopyranosid, kann in
12 Stufen ausgehend von Galaktose dargestellt werden 1], muss dann noch am ano-
meren Zentrum entschiitzt und in einen Glykosyldonor verwandelt werden ['2°1. Nach
der Glykosylierung wird dann das Azid reduziert und acetyliert (Abb. 3.5). Geeignete
Aglycone fiir den Einbau in eine Peptidkette konnen beispielsweise Serin, Threonin, aber
auch Hydroxyessigsaure sein. 1201211 Die Léange einer solchen Synthese beliefe sich also
auf ca. 15 Stufen mit Ausbeuten von teilweise um 50-60 % pro Stufe.

Daher wurde der Versuch unternommen, das T-Antigen zu mimikrieren. MPA bin-
det neben dem T-Antigen auch andere Zuckerderivate mit verschieden hoher Affinitat.
Tab. 3.1 zeigt eine Ubersicht iiber einige Inhibitoren der T-Antigen-MPA-Wechselwir-
kung. [114]

Ein Ligand, der sich als Ausgangsmaterial fiir die Synthese eines potenten T-Antigen-
Mimetikums eignen wiirde, ist Methyl-a-D-galaktopyranosid 60 (Eintrag 4 in Tab. 3.1).
Er bindet an MPA mit einer um den Faktor 5 kleineren Affinitdt als das entsprechende
GalNAc-Derivat (Eintrag 2) und das T-Antigen (Eintrag 3), ist aber immer immer noch

| Emstellbarer

@) -
Abstand R H\N\TN\H oJH
N
o SO
o j N\H Identitatsperiode:
' ca.7A

(a) Schematische Darstellung des auf einer (b) Darstellung eines Peptidstranges in ge-
Goldoberfliche immobilisierten Peptidstranges streckter Form mit Wiederholungseinheit.

mit einstellbarem Abstand zwischen zwei Zu-

ckerepitopen.

Abb. 3.4. Zur Konzeption des Oligocysteinliganden.
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Abb. 3.5. Vereinfachtes Syntheseschema fiir die Darstellung eines T-Antigen-Donors und seiner Glykosi-
dierung (R!: Br, Cl, OC(=NH)CCl3; R?: Fmoc-Thr-OBn, CH,COOH etc.).

ein guter Ligand fiir MPA. Warum dies so ist, wird aus Abb. 3.6 deutlich. Sie zeigt einen
Ausschnitt aus der Rontgenstruktur des MPA, kristallisiert mit dem T-Antigen. ['22l Man
erkennt deutlich, dass

e die nicht-reduzierende Galaktoseeinheit praktisch vollig aus der Bindungstasche
herausragt,

o die N-Acetylgruppe des reduzierenden Zuckers aus der Bindungstasche ragt und
praktisch nicht an der Bindung beteiligt ist.

Somit sind diese Teile der T-Antigen-Struktur nicht essentiell fiir eine hochaffine Bin-
dung. In der Rontgenstruktur des MPA mit dem T-Antigen-Disaccharid wurden zwar
keine direkten, aber Wasser-vermittelte Wasserstoffbriickenbindungen zu der terminalen
Galaktose gefunden; diese scheinen jedoch nach NMR-Untersuchungen von WEIMAR et
al. nur im Kristall vorzuliegen und bei der Bindung des Liganden an MPA in Losung kei-

[123]

ne Rolle zu spielen. Es erscheint daher sinnvoll, das T-Antigen durch einen Methyl-a-

D-galaktopyranosylrest zu mimikrieren, der iiber den Sauerstoff an Position 3 mit einem

Eintrag Inhibitor Relative Inhibition
1 p-Nitrophenyl-a-D-GalNAc 136
2 Methyl-a-D-GalNAc 24
3 Gal(B1-3)GalNAc 24
4 Methyl-a-D-Gal 4.8
5 D-GalNAc 1
6 Methyl-B-D-Gal <0.2

Tab. 3.1. Relative inhibitorische Potenz verschiedener Zucker gegeniiber der Wechselwirkung von MPA
mit Blutgruppensubstanzen. 14 Die Werte beziehen sich auf die benétigte Substanzmenge, die fiir eine
50%ige Inhibition der Wechselwirkung durch GalNAc (rel. IC5p = 1) notig ist.
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Abb.3.6. Ausschnitt aus einer Rontgenstruktur
des MPA. ['22] Gezeigt ist eine Bindungstasche
mit dem gebundenen Liganden, dem Thom-
son-Friedenreich-Antigen.

Spacer verbunden ist. Da die regioselektive Substitution von Galaktosiden in Position 3
durch Offnung eines intermediéren Stannylidenacetals mit einem Elektrophil, z. B. Allyl-
bromid, in einer Eintopf-Reaktion moglich ist 124, bote sich diese synthetische Route zu
einem T-Antigen-Mimetikum 61 an (Abb. 3.7).

Die weiteren retrosynthetischen Uberlegungen zu der Zucker- und der Aminosiure-
komponente (62 und 63) sind in Abb. 3.8 gezeigt. Um den MPA-Liganden an eine Ami-
nosdure zu kniipfen und diese Glyko-Aminosdure danach in einen Oligopeptidstrang
einbauen zu konnen, wurde die Synthese eines quartdren Aminosdurederivates notig,
das am C* eine Verkniipfungsmoglichkeit zum Galaktosederivat tragen sollte. Fiir die
Synthese quartdrer Aminosduren sind eine Reihe von synthetischen Verfahren genutzt

[125]

worden, darunter die Schollkopf-Bislactimethersynthese und die diastereoselektive

Alkylierung von Oxazolidinonen [1?], die asymmetrische Mannich-Reaktion 1?71 und die
Alkylierung von B-Ketoestern mit einem chiralen Auxiliar [128]

Hier wurde der Ansatz tiber eine selektive Mono-Verseifung alkylierter Aminomalon-
ester gewdhlt. Diese Syntheseroute ist relativ einfach und kann zunédchst zu Testzwecken
racemisch und spéter enantiodivergent 1?°1 durchgefiihrt werden. Das heifit, man erhalt
in einer enantioselektiven Reaktion Zugang zu beiden enantiomeren Produkten, da die
beiden unterscheidbaren Carboxylgruppen des Malonsdure-monoesters (Ester und Sau-
re) selektiv umgesetzt werden konnen. Enantioselektivitit wird durch enzymatische Ver-
seifung des Malonesters mit Schweineleberesterase erreicht. [13]

Als Spacer fiir die Verkniipfung mit dem Zucker wurde eine Allylgruppe ge-

Ho PH Ho OH
0 Q

—_—

HO —_— 0
OH O\/\/ OH
OMe OMe
61

60

Abb. 3.7. Schematische Darstellung eines T-Antigen-Mimetikums 61 mit einem Spacer an Position 3, der
die Moglichkeit zur weiteren Funktionalisierung besitzt.
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Abb. 3.8. Retrosynthese des Kohlenhydrat- und Aminoséureteils des angestrebten quartiaren Zucker-Cys-
teinderivates zur Konjugation durch Suzuki-Kupplung (s. Text).

wahlt. Dies geschah im Hinblick auf zwei Verkniipfungsarten: die Alkenmetathe-
se und die Suzuki-Kupplung. Die Metathese (genauer: Cross-Metathese) wurde von
DANISHEFSKY et al. erfolgreich zur Verkniipfung einfacher wie komplexer Allylglyko-
side mit Allylglycin verwendet, '3l und NOLEN et al. synthetisierten auf diese Weise
C-Glykosylasparagin-Analoga [132]. Daher scheint die Methode auch fiir die hier bear-
beitete Fragestellung Erfolg versprechend. Da bei der Cross-Metathese allerdings haufig
eine Komponente im Uberschuss eingesetzt werden muss, um die Selektivitdt der Reak-
tion zu gewdhrleisten, bietet sich alternativ die Suzuki-Kupplung von Alkylboranen mit

Alkenylhalogeniden [133]

an und sollte zuerst ausprobiert werden. Hierzu miisste ein Ga-
laktosederivat mit einem Alkenylhalogenid-Substituenten in Position 3 dargestellt wer-
den. Dies kann ebenfalls durch die bereits erwdhnte regioselektive Allylierung tiber ein

Stannylidenacetal [1?4] erfolgen.

3.4 Synthese

Fiir die Synthese des Galaktosederivates 64 (Abb. 3.9) wurde zundchst das 3-Brom-1-iod-
prop-1-en 65 nach Literaturvorschriften dargestellt. Dies wurde in der regioselektiven
Substitution von Methylgalaktosid 60 eingesetzt, was in guter Ausbeute zu 70 fiihrte.
Das Produkt konnte auf dieser Stufe allerdings nicht vollig aufgereinigt werden, was
aber nach Acetylierung der freien Hydroxygruppen auf der Stufe von 64 moglich war.
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HI (aqg., 57%ig), Cul (kat.),

30 min, A _A
= oooH |/_/ R=COOH 67 EtOH, BFg - Et;O,
66 85 % 16 h, A, 82 %
R =COOEt 68 ——
DIBAL, DCM,
-78 °Cnach 0 °C, 3 h
R=CH,OH 69 =——
PPhg, Brp, DCM, -25 °C nach Raumtemp.,
2 h, 67 % (Uber 2 Stufen)
R=CH,Br 65 =——
Ho P 1. Bu,SnO, Toluol, 4 h, A rRo PR
Q 2.65, TBAI, 18 h, 60 °C 0
"o OH 66 % ©
60 OMe ° '\/\/ C)Rowle
R=H 70 Ac,0, Pyridin,

82 %

R=Ac 64—

Abb. 3.9. Synthese des 3-Brom-1-iod-prop-1-ens 65 durch Addition von Iodwasserstoffsdure an Propiolsdu-
re 66 unter Cu(I)-Katalyse [134], Veresterung [1%°], Reduktion 13! und Appel-Reaktion ['%] und anschlie-
fende regioselektive Alkylierung von Methyl-a-D-galaktopyranosid 60 zu 64.

Fir die Synthese des quartdren Cysteinderivats wurde von kommerziell erhaltli-
chem Aminomalonsdure-diethylester 71 ausgegangen. Dieser wurde zunédchst N-Boc-ge-
schiitzt, anschlieBend zum Dimethylester umgeestert ['3 und mit Allylbromid zu 73 al-
lyliert (Abb. 3.10). Fiir den racemischen Reaktionsweg wurde eine Estergruppe der pro-
chiralen Verbindung 73 nun mit verdiinnter Natronlauge verseift, was in sehr guten Aus-
beuten moglich ist. [13°] Eine Verwendung von 1M Natronlauge wie in der Literatur brach-
te keinen Erfolg, da die Verbindung 73 zu lipophil, im benutzten System Dioxan/Wasser
zu wenig 16slich ist und darin nicht reagiert. Durch Verwendung konzentrierterer Lauge
kann der Wasseranteil niedriger gehalten und der Ester zur Reaktion gebracht werden.

Der erhaltene Monoester rac-74 konnte — wenn er enantiomerenrein dargestellt wor-
den wire — nun enantiodivergent weiterverarbeitet werden. 14! Die Estergruppe besitzt
eine groflere Carbonylaktivitat als die Sauregruppe und kann daher mit dem selektiven
Reduktionsmittel Lithiumborhydrid zum Alkohol reduziert werden, ohne dass der Es-
ter tangiert wird. Um das andere Enantiomer zu erhalten, kann die Sduregruppe als ge-
mischtes Anhydrid oder Aktivester aktiviert und anschlieffend mit Natriumborhydrid,
dessen Reaktivitdt nicht ausreicht, um den Methylester zu reduzieren, umgesetzt wer-
den. Zundchst wurde die Reduktion der Saure getestet, da sie einfacher durchfiihrbar ist.
Vorteilhaft ist hier die Aktivierung mit BOP 141, die als Eintopfreaktion erfolgen kann
und der hier der Vorzug vor der Verwendung gemischter Anhydride gegeben wurde. Sie
ergab das racemische a-Allylserin rac-75 in guter Ausbeute.

Die Hydroxygruppe der Verbindung rac-75 wurde nun tosyliert. Die Tosylierung un-
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Abb. 3.10. Darstellung des a-Allyl-cysteinderivates rac-77 aus Aminomalonsdure-diethylester 71.

ter Standardbedingungen in Pyridin gelang nicht und fiihrte zur Zersetzung des Edukts.
Erst die Anwendung des Protokolls von HUNIG et al. [1*2l unter Verwendung von DAB-
CO als Base lieferte das Tosylat rac-76 in guter Ausbeute.

Versuche, das Tosylat rac-76 mit einem Schwefelnukleophil zu substituieren, schlugen
jedoch fehl. Der Grund dafiir ist sicherlich in der Neopentylstellung des Tosylrestes zu se-
hen, der eine Substitution selbst mit so guten Nucleophilen wie Thiolaten in diesem Fall
unmoglich macht. Da nach der Reaktion trotz Arbeiten unter Schutzgas das eingesetzte
Thiol haufig als Disulfid vorlag, wurde vermutet, dass die Thiolate bereits relativ schnell
zu Disulfiden abreagieren und deshalb durch eine Verldngerung der Reaktionszeit keine
Verbesserung erzielt werden kann. Als Alternative wurde daher noch eine Substitution
nach HATA et al. [1*3] ausprobiert. Hier geht man von der Hydroxyverbindung aus und
setzt statt der Thiolate die Disulfide in Kombination mit Tributylphosphin als Aktivie-
rungsreagenz ein, so dass die Disulfidbildung keine unerwiinschte Nebenreaktion bei
langsamen Substitutionen darstellt. Mit dieser Reaktion konnte das gewiinschte Cystein-
derivat rac-77 in einer Ausbeute von 6 % isoliert werden.

Die aus synthetischer Sicht inakzeptable Ausbeute der Substitution lieff diesen Weg
zur Synthese des erwiinschten Cysteinderivates nicht sinnvoll erscheinen. Trotzdem
wurde die Kupplung des Alkenyliodids 64 an rac-75 getestet, was zu einem quartédren
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Abb. 3.11. Versuch der Suzuki-Kupplung zwischen der Aminosaure rac-75 und dem Kohlenhydrat 64.

Glykosyl-Serin 78 fiihren wiirde (Abb. 3.11). Versuche, mit der Suzuki-Reaktion [133] die
Kupplung zwischen 64 und dem 9-BBN-Addukt von rac-75 zu erreichen, scheiterten je-
doch; es konnte kein Produkt detektiert werden. Als weitere Moglichkeit stiinde noch die
Cross-Metathese von 75 mit dem leicht zuganglichen Methyl-2,4,6-tri-O-acetyl-3-O-allyl-
o-D-galaktopyranosid aus, welche aber im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchge-
fiithrt wurde.

3.5 Quartare Zucker-Aminosaure-Konjugate durch
Peptidkupplung

Da sich die Synthese a,a-disubstituierter Cysteinderivate auf diesem Wege als problema-
tisch erwiesen hatte, wurde ein anderer Weg gewihlt, mit dem zumindest Homocystein-
derivate zugdnglich wiren. Es sollte moglich sein, einen alkylierten Aminomalonsdure-
monomethylester durch Peptidkupplung mit einem Aminopropyl-substituierten Koh-
lenhydrat zu konjugieren (Abb. 3.12). An dem Alkylsubstituenten des Malonesters konn-
te dann ein geeignetes Thiol eingefiihrt werden, um ein vollstindig geschiitztes Kon-
jugat der quartdren Aminosdure und des Kohlenhydrates zu erhalten. Die Linge der
Thiol-tragenden Seitenkette kann durch Wahl des eingesetzten Dibromids flexibel ge-
wahlt werden. Als Schutzgruppen fiir den Zucker wurden Benzylether vorgesehen, da
diese unter einer Reihe von Reaktionsbedingungen stabil sind, gleichzeitig aber — wéhlt
man als Schutzgruppe fiir das Thiol auch Benzyl — zusammen mit dieser unter Bedin-
gungen der Birch-Reduktion entfernt werden konnen. Es stellte sich also zunédchst die
Aufgabe, ein 3-Aminopropyl-substituiertes Methylgalaktosid zu synthetisieren.

3.5.1 Synthese des Methyl-3-O-(3-aminopropyl)-2,4,6-tri-O-benzyl-o-D-
galaktopyranosids

Fiir die Einfithrung der 3-Aminopropylgruppe in Methylgalaktosid 60 sind verschiede-
ne Wege denkbar. Eine Moglichkeit wire die von LINDHORST et al. [°®] zur Synthese von
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Abb. 3.12. Retrosynthese eines Zucker-konjugierten, quartdren, homologen Cystein-Bausteins.

Kohlenhydrat-zentrierten Glykoclustern genutzte Route, Allylgruppen zundchst durch
Hydroborierung/Oxidation in 3-Hydroxypropylgruppen zu verwandeln, die Hydroxy-
gruppe in einer Appel-Reaktion durch Bromid zu ersetzen und anschliefflend eine Sub-
stitution mit Natriumazid oder Phthalimidkalium durchzufiihren. Reduktion bzw. Hy-
drazinolyse fithren dann zum gewtinschten Produkt. Im vorliegenden Fall wére damit
eine sechsstufige Synthese notwendig. Um dies zu vereinfachen, wurde versucht, den
ungeschiitzten Zucker direkt regioselektiv mit kommerziell erhéltlichem 3-Brompropyl-
phthalimid zu substituieren (Abb. 3.13), was auch in einer sehr guten Ausbeute von
77 % gelang. Es konnten Bedingungen gefunden werden, unter denen das Produkt 79
ohne Sdulenchromatographie isoliert werden kann. Dies ist duferst vorteilhaft, da die
Dibutylzinnoxid-vermittelte regioselektive Alkylierung gerade beim Upscaling und der
Aufreinigung der Produkte sehr aufwéndig und schwierig ist. Mit diesem Verfahren
konnten von dem Schliisselbaustein 79 in einem Ansatz ca. 10 g hergestellt werden.

Die anschlieffende Benzylierung der Hydroxygruppen in 79 mit Benzylbromid er-
wies sich als duflerst schwierig. Bei Benzylierung in THF mit Natriumhydrid unter Riick-
fluss trat vollstindige Zersetzung ein, ebenso unter milderen Bedingungen (NaH, DMF,

Ho ©H 1. Bu,SnO, MeOH, A Ho ©H
o 2. 3-Brompropyl-phthalimid, o
o TBAI, Toluol, 75 °C, 3 d O o
OH OH
OMe 77 % g OMe
60
o) 79

Abb. 3.13. Regioselektive Phthalimidopropyl-Substitution an Methylgalaktosid 60.
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0°C — Raumtemp.). Dies verwundert besonders, weil die Phthalimidoschutzgruppe in
der einschldgigen Literatur ['#4] als unter diesen Bedingungen stabil beschrieben wird
und in der Kohlenhydratchemie Benzylschiitzungen an 2-Phthalimido-2-desoxyzuckern
bekannt sind ['45]. Die Reaktivitit des hier vorliegenden Phthalimid-Derivats scheint aber
weitaus hoher zu sein als beispielsweise in den 2-Phthalimido-2-desoxyzuckern, da der
Stickstoff dort an ein sekundéres Kohlenstoffatom gebunden ist. Dies ist wohl auch der
Grund, warum die Entschiitzung der Phthalimidogruppe hier — im Gegensatz zu den

[146] _ nje Probleme bereitete (s. u.).

Aminozuckern
Daher wurden einige weitere Moglichkeiten der Benzylschiitzung ausprobiert. Wah-
rend sich bei Verwendung anderer starker Basen (Kaliumhydroxid [1*”], Kalium-tert-

[147 zu keiner

butylat) ebenso Zersetzung zeigte, fithrte die Verwendung von Silberoxid
Reaktion.

Veretherungen lassen sich nicht nur unter basischen, sondern auch unter sau-
ren Bedingungen durchfithren, wenn man als Abgangsgruppe Trichloracetimidate
verwendet. [148] Dies stellt eine praparativ wertvolle Alternative bei basenlabilen Substra-
ten dar. Auf diese Weise konnte z. B. eine Reihe von Methyl-6-desoxy-6-iod-glykosiden
perbenzyliert werden, was mit Natriumhydrid /Benzylbromid nicht moglich ist. [14°] Die
Reaktion mit Benzyl-trichloracetimidat unter Aktivierung mit Trifluormethansulfonsaure
fiihrte jedoch ebenso zu Zersetzung des Edukts.

Schlieslich wurde das gewiinschte Produkt 80 doch noch durch Veretherung unter
Standardbedingungen in sehr guter Ausbeute erhalten (Abb. 3.14), wobei jedoch sehr ge-
nau auf die zugegebenen Mengen an Natriumhydrid geachtet und der Reaktionsverlauf
genau tiberwacht werden muss. Trotzdem ist die Ausbeute nur bedingt reproduzierbar.

Die Freisetzung des Amins durch Hydrazinolyse hingegen verlief praktisch quantita-
tiv, und das Produkt 81 kann anschliefiend ohne weitere Reinigung umgesetzt werden.

Ho ©H Bno OBn

% BnBr, NaH, %
_ DMF
AR

HaNNH,, EtOH, 40 °C, 16 h
88 %

Abb. 3.14. Benzylierung von 79 und anschlieffende Hydrazinolyse.
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Exkurs: Darstellung anderer 3-Phthalimidopropyl-substituierter Zucker [150]

Der grofie Nutzen des beschriebenen Verfahrens zur Phthalimidopropylierung von Me-
thylgalaktosid gab Anlass, es auch auf andere Kohlenhydrate anzuwenden. Prinzipiell
lassen sich galakto- und manno-konfigurierte Saccharide auf diese Weise substituieren.
Daher wurde die Reaktion mit Methyl-B-L-arabinopyranosid 82, Methyl-2-acetylamino-
2-desoxy-a-D-galaktopyranosid 83, Methyl-a-L-fucopyranosid 84, D-Galaktal 85, Methyl-
o-L-rhamnopyranosid 86 und Methyl-o-D-mannopyranosid 34 durchgefiihrt (Tab. 3.2).

Startmaterial Produkt Ausbeute (%)
HO
HO o m
Q ol
Ho OH w\‘\/\/ OHOMe
g2 o o 87 31
Ho PH
Ho PH o o
Q o}
AcHN
HO AcHN w\‘\/\/ ¢ OMe
83 " o 88 50

OMe
&
2 OH
OH 0o
Ho 84 36

Ho OH

o) Q
Q o _
HO _ Ve
5 o) 90

8 83
OMe
ﬁ#
HO
(o]
OH
f o
OMe @)
HO.
OH (6]
86 34
OH
OH
OH 0  HO -Q
HO -
@&A w\/\/ OMe
34 Owme (0] 92 39

Tab. 3.2. Ausgangsmaterialien, Produkte und Ausbeuten der regioselektiven Phthalimidopropylie-
[150]
rung.
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In allen Fillen konnten die Produkte in guten Ausbeuten erhalten und viele durch
Kristallisation gereinigt werden. Die Reaktion mit Methylmannosid 34 brachte zunéchst
kein zufrieden stellendes Ergebnis, da die Ausbeute sehr niedrig war und das Produkt
nicht in reiner Form erhalten werden konnte. Das nach Sdulenchromatographie stark ver-
unreinigte Produkt wurde daher direkt einer Hydrazinolyse unterzogen, anschliefiend
das resultierende Amin Boc-geschiitzt (s. u.) und die Hydroxygruppen benzoyliert. Nun
konnte das komplett orthogonal geschiitzte Derivat 93 sdulenchromatographisch gerei-

nigt und in immerhin 12 % Ausbeute isoliert werden.
Ein besseres Ergebnis wurde durch Abwandlung der Reaktionsbedingungen erreicht.

Die Reaktion wurde statt in Toluol in DMF durchgefiihrt und statt dem in Toluol essenti-
ellen TBAI wurde Césiumfluorid als Hilfsreagenz eingesetzt. Auf diese Weise konnte das

gewlinschte Mannosid 92 in 39%iger Ausbeute synthetisiert werden.
Die erhaltenen Substanzen stellen wertvolle Ausgangsmaterialien fiir die Synthese

von Glykomimetika dar, da sie sowohl an den Hydroxygruppen und an dem Amino-
terminierten Spacer weiter modifiziert, als auch durch Aktivierung des anomeren Zen-

trums in interessante Glykosyldonoren verwandelt werden konnen.

3.5.2 Synthese des Konjugates

Nachdem das gewiinschte Galaktosederivat 81 zur Verfiigung stand, wurde mit der Syn-
these des Aminosadureteils fortgefahren. Eine zuséatzliche Schwierigkeit bei dieser Synthe-
se besteht nattirlich darin, dass die quartdre Aminosdure ein Chiralitidtszentrum besitzt
und somit enantiomerenrein dargestellt werden muss. Da die Trennung von Enantiome-
ren haufig nach Uberfiihrung in Diastereomere durch Reaktion mit einem enantiome-
renreinen Hilfsreagenz erfolgen kann, wurde hier zunédchst versucht, ob dies mit dem
racemischen Aminomalonsdurederivat 94 nach Einfithrung des Zuckerrests geldnge, der
dann gleichzeitig als enantiomerenreines Hilfsreagenz dienen wiirde. Dann kénnte man
auf die enantioselektive Synthese verzichten und im Laufe des Syntheseweges einfach
beide Diastereomere erhalten. Dies wire im vorliegenden Fall auch mit dem Vorteil ver-
bunden, beide stereoisomeren Bausteine fiir die Synthese eines Peptidstranges aus Ami-

nosduren alternierender Konfiguration zur Verfiigung zu haben.
Die Alkylierung des Boc-geschiitzten Aminomalonsdureesters 72 zur ebenfalls litera-

turbekannten Verbindung 95 gelang unter Verwendung eines doppelten Uberschusses
an Dibromid - hier wurde 1,4-Dibrombutan gewéhlt — leicht in akzeptabler Ausbeute
(Abb. 3.15). Das Bromid 95 kann dann durch Substitution mit Benzylmercaptan in das
geschiitzte Thiol 96 in sehr guter Ausbeute iiberfiihrt werden. Entschiitzung des prochi-
ralen Diesters 96 zum racemischen Monoester rac-94 und anschliefSende Peptidkupplung
mit 81 fiihrte in 63 % Ausbeute (iiber 2 Stufen) zu 97 (Abb. 3.15).
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Abb. 3.15. Darstellung des Aminosédurebausteins 97 als Diastereomerengemisch.

Leider zeigte sich bei dem Diastereomerengemisch 97 kein nutzbarer Unterschied in
den R¢-Werten der beiden Diastereomeren, sodass keine Trennung — zumindest durch
normale Sdulenchromatographie — moglich war. In Abb. 3.16 sind zwei Ausschnitte aus
dem NMR-Spektrum von 97 dargestellt. Abb. 3.16a zeigt die Signale der Benzylschutz-
gruppen des Zuckers. Hier ist deutlich zu sehen, dass man fiir zwei der Protonen je-
weils zwei Dubletts statt einem fiir den Fall einer diastereomerenreinen Verbindung er-
hélt. Auch fiir die anomere Methylgruppe des Zuckers sind eindeutig zwei Signale zu
erkennen (Abb. 3.16b), was ebenfalls das Diastereomerenverhéltnis belegt.

Somit muss fiir die geplante Synthese bereits der Aminomalonsdure-monoester enan-
tiomerenrein vorliegen. Dies kann durch enzymatische Verseifung der prochiralen Ma-
lonsidurediester mit dem Enzym Schweineleberesterase erreicht werden. 1301 Leider ist
dies im Falle der alkylierten Aminomalonsdureester besonders problematisch. Es leuch-
tet unmittelbar ein, dass der ee-Wert der Verseifung dann besonders hoch sein wird, wenn
die Reste R! und R? stark unterschiedlich sind. Somit sollte der Alkylsubstituent im Falle
der Aminomalonester klein sein, da die Aminoschutzgruppe zwangsldufig eine gewisse
Grofle besitzt; ungeschiitzte Aminogruppen ergeben nur kleine ee-Werte. In der Tat be-
wahrt sich die Reaktion besonders bei der Darstellung a-Methyl-substituierter quartérer
Aminosauren, wo sie breite Anwendung findet. 1511 Bei groSeren Resten wie z. B. Allyl
nimmt der ee-Wert bereits ab, wiahrend er bei noch grofleren Substituenten praparativ
nicht mehr brauchbar ist oder die Reaktion sogar zum Erliegen kommt. Ein Brom- oder
gar Alkylthiosubstituent wie in 95 oder 96 kommt fiir eine solche Reaktion also nicht in
Frage.
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sylrestes von Verbindung 97. pen der Galaktosylreste im Diastereomerenge-
misch 97.

Abb. 3.16. Ausschnitte aus dem NMR-Spektrum von 97.

Beschrieben ist die Reaktion jedoch fiir Z-geschiitzten 2-Allyl-aminomalonsdure-die-

[1297 An die Allylgruppe konnte spéter durch radikalische Addition eines Thiols

thylester.
der Schwefelrest eingefiihrt werden. Fiir den Substituenten Allyl wird allerdings mit
Schweineleberesterase nur von einem ee-Wert von 60 % berichtet. [1?l Durch Verwen-
dung von Kaninchenleberesterase kann dieser jedoch auf 90 % bei einer Reaktionszeit
von zehn Tagen erhoht werden.

Da die reduktiven Bedingungen fiir die Abspaltung einer Z-Schutzgruppe sich
schlecht mit Schwefel im Molekiil vertragen, wurde die Reaktion hier mit dem Boc-ge-
schiitzten Derivat 73 ausprobiert. Statt des Diethylesters wurde der Dimethylester ver-
wendet, da mit Dimethylestern deutlich bessere ee-Werte erzielt werden [13], Die Reak-
tion wird in einem Phosphatpuffer durchgefiihrt, wobei noch ein organisches Kosolvens
zugegeben werden muss, da die Ausgangsmaterialien sonst unldslich wiren. Hier wurde
dafiir Aceton verwendet. Da bei der Reaktion OH -Ionen verbraucht werden, wird der
pH-Wert durch Titration von Natronlauge in einem Bereich um 7.5 konstant gehalten.
Das Ende der Reaktion ist erreicht, wenn sich der pH-Wert nicht mehr dndert, was hier
nach fiinf Tagen der Fall war. Die Verseifung verlief quantitativ, wobei das Endprodukt
einen spezifischen Drehwert [a]p von 416.7 aufwies. Nach zweimaliger Kristallisation
aus Ethylacetat/Pentan wurde ein Produkt mit einem Drehwert von +25.4 in 20%iger
Ausbeute erhalten (Abb. 3.17). Die absolute Konfiguration von 74 kann als R angenom-
men werden. Dafiir spricht die Selektivitit des Enzyms bei dhnlichen Substraten [l und
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der Drehwert 1511 des Produkts. Hier sind jedoch noch weitere Untersuchungen nétig,
um die Konfiguration sicher zu bestimmen.

PLE, Phosphatpuffer/ Aceton
O—_ . O—_
o \r (10:1), pH 6.90-7.75, o \r
\/;H Raumtemp., 5d N ﬁH 74
MeOOC~ ‘COOMe MeOOC~ ‘COOH

73 Ausb.: 10.4 g (quant.)
[a]p?® = +16.7

Kristallisation

Ausb.:6.9¢g Ausb.:3.1g
[0]p?® = +12.8 [a]p?® = +20.6

Kristallisation

Ausb.: 2.1 g (20 %)
[a]p?® = +25.4

Abb. 3.17. Darstellung des chiralen Aminomalonsédureesters 74 durch enzymatische Verseifung und Kris-
tallisation.

Peptidkupplung von Substanz 74 mit 81 ergab das Konjugat 98 in guter Ausbeute
(Abb. 3.18). Abb. 3.19 zeigt anhand zweier Ausschnitte aus dem NMR-Spektrum von
98, dass offensichtlich nur ein Diastereomer vorliegt, denn im Vergleich zum Spektrum
von 97 sieht man nur einen Signalsatz, deutlich erkennbar an den Signalen fiir die
benzylischen Protonen (Abb. 3.19a), den Methylester und die anomere Methylgruppe

(Abb. 3.19b).
Durch anschlieffende radikalische Addition von Benzylmercaptan konnte die Syn-

these der vollstindig geschiitzten quartdren Aminosdure 99 abgeschlossen werden, die
nach basischer Entschiitzung der Carboxylgruppe fiir die Peptidsynthese einsetzbar ist

(Abb. 3.18).
Das Zucker-Aminosdure-Konjugat 99 stellt einen wertvollen Synthesebaustein fiir die

Glykomimetikasynthese dar, mit dem Einfluss auf die raumliche Struktur peptidischer
Liganden genommen werden kann. SEEBACH et al. bauten Aminomalonesterderivate in
Peptide ein und konnten diese anschlieffend mit hoher Diastereoselektivitit alkylieren.
Die resultierenden Peptide zeigen trotz geringer Kettenldnge definierte Sekundarstruktu-
ren in Losung, da quartire Aminosauren Helix-induzierend sind. 1521 Der Einbau quar-
tarer Aminosduren in Peptide fiihrt auflerdem zu einer konformativen Stabilisierung der

Kette, was ihre Bioaktivitit beeinflussen kann. [153]

Die Prasentation der Zuckerepitope
auf der Peptidkette miisste ferner deutlich anders sein, wenn sie an eine quartiare Ami-

nosdure gebunden sind, was sich auf die Zucker-Ligand-Bindung auswirken konnte. Die
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Abb. 3.18. Peptidkupplung und anschliefende Addition von Benzylmercaptan an 98 zu 99.

Mercaptopropyl-Seitenkette bietet weiterhin die Moglichkeit, relativ einfach Funktiona-
lisierungen vorzunehmen, z. B. mit Markermolekiilen wie Fluoreszenzlabeln o. .
In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch aus zwei Griinden von einer weiteren Ver-

wendung dieses Bausteins abgesehen. Zum einen liegen in dieser Verbindung drei Koh-
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(a) Benzylische Protonen und H-1 des Galakto- (b) Der Methylester (3.73 ppm) und die anome-
sylrestes der Verbindung 98. re Methylgruppe (3.34 ppm) zeigen jeweils nur
ein Signal.

Abb. 3.19. Ausschnitte aus dem NMR-Spektrum von 98.
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lenstoffatome zwischen C* und der Schwefelfunktion. Um hier einen einheitlichen Ab-
stand in allen Bausteinen des Peptidstranges zu erreichen, konnte man fiir die Synthese
des Peptides nicht auf nattirliche und kommerziell erhdltliche Aminosdurebausteine zu-
riickgreifen, was einen extremen synthetischen Mehraufwand bedeuten wiirde. Zum an-
deren stellt die Peptidkupplung solcher o, 0-disubstituierter Aminosduren an fester Phase
trotz Weiterentwicklung der Kupplungstechniken eine Herausforderung dar, welche den
Aufwand in weitere Hohen treiben wiirde. [14]

Daher wurde zundchst die Entwicklung eines Konjugates eines T-Antigen-Mimeti-
kums und einer proteinogenen Aminosdure (hier: Asparaginsdure) angestrebt. Dieses
Konjugat konnte dann genauso in einen Oligocystein-Strang alternierender Stereochemie

eingebaut werden, indem es den Platz eines L-Cysteins einnimmt.

3.6 Synthese anderer Zucker-Bausteine flir die
Glykopeptidsynthese

Eine der natiirlichen Verkniipfungen von Zuckerstrukturen mit Proteinen ist die N-gly-
kosidische Bindung an Asparaginsdure in den N-Glykanen (s. Kap. 1). Zur Synthe-
se von N-Glykopeptiden gibt es prinzipiell zwei Moglichkeiten: Entweder, man baut
ein Kohlenhydrat-tragendes Asparaginderivat in den Peptidstrang ein, oder man fiihrt
den Saccharidteil erst nach der Peptidsynthese durch Kupplung in die Seitenkette ei-
nes Asparaginsdure-Bausteins ein. Fiir den ersteren Fall benotigt man geeignete Zucker-
modifizierte Aminosdurebausteine, von denen eine Vielzahl synthetisiert wurde. Hier
wurde versucht, eine Abwandlung dieser natiirlichen Art der Konjugation durch Ver-
kntipfung eines geeigneten Asparaginsdurederivates mit dem T-Antigen-Mimetikum 81
zu benutzen, was zu einem Spacer-verbundenen Zucker-Asparagin-Konjugat fiihren
wiirde.

Fiir die Nutzung der natiirlichen Zucker-Asparagin-Verkniipfung als Vorbild fiir die
Glykopeptidmimetikasynthese gibt es einige Beispiele in der Literatur. PAULSEN, THIEM
et al. entwickelten ein Glukoasparagin-Analogon, in dem das Glukosamin zum cycli-
schen Ether reduziert ist und die Bindung zum Asparagin iiber die 2-Aminofunktion
erfolgt, um die Stabilitdt der labilen N-glykosidischen Bindung gegeniiber Enzymen zu
erhohen. [1%] KIESSLING et al. nutzten die Verkniipfung zu Asparaginséure {iber einen
amino-terminierten Spacer, um ein sulfatiertes Disaccharid als L-Selectin-Ligand in kurze

156]

Peptidstriange einzufiihren [1; eine dhnliche Vorgehensweise wurde fiir die Festphasen-

synthese einer Neoglykolipid-Bibliothek genutzt [102].
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Abb. 3.20. Darstellung des acetylgeschiitzten Galaktosebausteins 104.

Als geeignetes Asparaginsdure-Derivat wurde hier auf kommerziell erhiltliches
Fmoc-Asp(OH)-O'Bu 100 zuriickgegriffen. An die freie Carboxylgruppe der Seitenket-
te kann der Zucker durch Peptidbindung angekniipft werden, anschlieffend wird der
tert-Butylester sauer gespalten und das erhaltene Produkt steht fiir eine Peptidsynthese
nach der Fmoc-Strategie zur Verfiigung. Im Hinblick auf die weitere Verwendung eines
solchen Derivates stellte sich jedoch die Frage nach der Wahl der Zucker-Schutzgruppen
neu. Fiir diese Syntheseroute sind ndmlich die Benzylschutzgruppen am Zucker nicht
notwendig. Da sich Acetylgruppen in der Festphasenglykopeptidsynthese bewéahrt ha-
ben und leicht am Harz abgespalten werden kénnen, wurde versucht, den Zuckerbau-
stein mit Acetylschutzgruppen zu synthetisieren (Abb. 3.20).

Hierzu musste, da die schone Synthese von 79 weiterhin benutzt werden sollte, ein
Schutzgruppenwechsel vollzogen werden, da Phthalimid- und Acetylschutzgruppen of-
fensichtlich nicht orthogonal sind. Das Amin 101 wurde durch Entschiitzung der Phthal-
imidogruppe mittels Hydrazinolyse erhalten. Es kann durch Essigester-Extraktion seiner
mit Eisessig angesduerten wiéssrigen Losung gereinigt werden, wodurch das Nebenpro-
dukt Phthalhydrazid vollstandig entfernt wird, aber auch als Rohprodukt eingesetzt wer-
den.

Es wurde Boc-geschiitzt und man erhielt 102, welches aus Essigester hervorragend
kristallisiert und so rein gewonnen werden konnte. Anschliefende Acetylierung fiihrte
in quantitativer Ausbeute zum vollstindig geschiitzten Derivat 103, welches unter Stan-
dardbedingungen zu 104 entschiitzt werden konnte.

Man sieht, dass die Synthesesequenz unter Verwendung der ausgearbeiteten Methode
zur regioselektiven Einfithrung der Phthalimidogruppe trotz des notwendigen Schutz-
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Abb. 3.21. Kupplung des Galaktosebausteins 104 mit dem Asparaginsdurederivat 100 und anschliefSende
Entschiitzung zu 106.

gruppenwechsels noch effizient ist: 104 ist mit nur einer Sdulenchromatographie im Mul-
tigrammmafistab darstellbar, und alle Reaktionen verlaufen praktisch quantitativ.

Das Amin 104 konnte nun wiederum in sehr guter Ausbeute mit dem k&uflichen
Asparaginsdurederivat 100 gekuppelt werden. AnschliefSende Freisetzung der Carboxyl-
gruppe ergab den zur Glykopeptidsynthese geeigneten Baustein 106 (Abb. 3.21).

3.6.1 Betrachtungen zur Kristallstruktur des tetrameren MPA

Als an diesem Punkt die Moglichkeit bestand, aus der Brookhaven Peptide Database auch
die Struktur des Tetramers herunterzuladen ['*”] und sich genauer anzuschauen, wurde
klar, dass es nach der Konzeption des Projektes notig war, einen gewissen Abstand zwi-
schen Peptidriickgrat und Kohlenhydratepitopen zu erzeugen. Wie man in Abb. 3.22a
sieht!, liegen die Bindungstaschen des Proteins jeweils nicht direkt auf der Oberfliche
einer Seite, sondern seitlich. Daher erreicht man sie wahrscheinlich nicht beide gleich-
zeitig von einem starren, linearen Geriist aus, wenn man nicht lingere Spacer einbaut.
Abb. 3.22b zeigt schematisch, wie ein solcher Ligand beide Bindungstaschen erreichen
wiirde. In Abb. 3.22c erkennt man die gemessenen Lingen, die natiirlich nur als Anhalts-
punkt fiir die Planung der Spacer dienen konnen. Als Abstand der Bindungstaschen b
voneinander ergibt sich ein Wert von ca. 47 A, was sehr gut zu der vorher gemachten Ab-
schitzung passt. Als notwendigem Abstand a zwischen Peptidriickgrat und Zuckerepi-
top erhilt man einen Wert von ca. 18 A. Dieser Erkenntnis sollte durch Einfiihrung eines
Spacers Rechnung getragen werden, welcher nach folgenden Gesichtspunkten mafige-
schneidert wurde.

ch danke Dr. A. Fuchs fiir die Hilfe beim Erstellen und Interpretieren der Bilder.
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e Der optimale Spacer sollte in gestrecktem Zustand etwa die oben bestimmte Distanz
tiberspannen konnen, aber nicht zu lang sein, da sonst das Konzept des definierten
Abstandes der Zuckerepitope nicht mehr greifen konnte.

e Der Spacer sollte hydrophil sein, damit er in Wasser eine moglichst gestreckte Kon-

formation einnimmt.

(a) Darstellung der schmaleren Seite des Prote- (b) Prinzip der Bestimmung des notwendigen

ins mit beiden Bindungstaschen und den Koh- Abstandes der beiden Zuckerliganden im syn-

lenhydratliganden. thetischen Liganden. Uber die Proteinoberfla-
che wurde eine gerade Linie mit einem gewis-
sen Abstand zum Protein gelegt und von den
Enden jeweils das Lot bis in den aus der Bin-
dungstasche ragenden Zuckerring des T-Anti-
gens gefallt.

(c) Die Abstinde wurden ausgemessen. a ist der not-
wendige Abstand des Peptidriickgrates vom Zucker-
epitop, b der Abstand zwischen den beiden Zucker-
epitopen.

Abb. 3.22. Bestimmung der notwendigen Geometrien im Proteinliganden. (158!
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e Die Termini des Spacers sollten eine Amino- bzw. eine Carboxylgruppe tragen, da-
mit das Molekiil funktional zu den bereits vorhandenen Spacern passt und dort als
Verldangerung eingebaut werden kann.

e Relativ leichte Zugédnglichkeit und Variierbarkeit sollte gewéhrleistet sein.

Diese Kriterien erfiillt Verbindung 107 (Abb. 3.23). Eine Schwierigkeit bei der Synthese
derartiger Verbindungen besteht in der Desymmetrisierung der Kette. Dazu wurde die
literaturbekannte einfache Boc-Schiitzung des kommerziell erhéltlichen Diamins 108 ge-
nutzt, die das unsymmetrische Amin 109 in praktisch quantitativer Ausbeute ohne Reini-

(1591 AnschlieBende Kettenverldngerung mit Bernsteinsiureanhydrid ergab

gung liefert.
die Sdure 107 wiederum in sehr guter Ausbeute und ohne weitere Reinigung.

Diese wurde jetzt in einer Peptidkupplung unter Standardbedingungen mit dem Ga-
laktosid 104 umgesetzt und das Galaktosederivat 110 mit dem verldngerten Spacer in

hervorragender Ausbeute erhalten (Abb. 3.23).

Exkurs: Darstellung eines Spacer-verbundenen Zucker-Aminosaurekonjugates aus
Tyrosin durch Sonogashira-Kupplung

Neben der Suzuki-Kupplung kdme als Methode zur Verkniipfung des Galaktosederiva-
tes 64 mit einem Aminosdurederivat auch die Sonogashira-Kupplung in Frage. Sie wurde
z.B. in Verbindung mit der Einfiihrung eines Ethylenglykol-Spacers zur Ankniipfung ei-
nes Biotin-Labels an den komplexen Naturstoff Phorboxazol A benutzt (Abb. 3.24). [160]

Boc,O, Dioxan = Q

HN" O SN AN t /(O)LN/\/O\/\O/\/NHZ
quant. H

108 109

Bersteinsaureanhydrid,
NEts, DMAP, A, 85 %

., O 0
H
/(O)J\H/\/O\/\O/\/N\H/\)J\OH
107 °

HBTU, HOBT, DIPEA, 104,
DCM, Raumtemp.

98 %
AcO OAc
P H i H 0 (0}
;]/OTN\/\O/\/O\/\H)I\/\”/ ~N
5 o) AcO doe
110

Abb. 3.23. Synthese des Galaktosederivates 110 mit verlangertem Spacer.
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Dies zeigt, dass sie sich hervorragend fiir derartige Konjugationen multifunktioneller
Molekiile eignet. Daher sollte sie an dieser Stelle auch fiir die Verkniipfung von 64 mit
einer Aminosdure iiber einen Spacer evaluiert werden.

Die Synthese des Spacers 111 wurde in der Literatur durch Monosilylierung von Trie-
thylenglykol mit anschlieflender Propinylierung und Desilylierung durchgefiihrt. Hier
wurde ein anderer Weg gewdhlt: Triethylenglykol 112 ldsst sich praktisch quantitativ
und ohne Reinigung tritylieren 1°!l (im Gegensatz zu der Silylierung, fiir die man ei-

[160]) Auch die anschlieBende Propinylierung unter

ne Literaturausbeute von 50 % findet
Standardbedingungen verlief praktisch quantitativ, was wiederum eine Reinigung des
Produkts tiberfliissig machte. Die Entfernung des Tritylrestes konnte schliefSlich mit her-
vorragender Ausbeute von 93 % durchgefiihrt werden. Damit ist der Alkohol 111 in einer
Gesamtausbeute von 89 % gegeniiber 28 % Literaturausbeute 1°°1 zuganglich (Abb. 3.25).

Eine Aminosdure, die sich zur Ankniipfung eines solchen Spacers eignet, ist das Ty-
rosin, da es eine phenolische Hydroxygruppe besitzt, die leicht durch Mitsunobu-Reak-
tion mit einem Alkohol gekuppelt werden kann, wofiir es auch Beispiele in der Litera-
tur gibt 1921, Die Hydroxygruppe des Tyrosins ist dariiber hinaus auch in natiirlichen
O-Glykoproteinen eine Ankniipfungsstelle fiir Oligosaccharide. So findet man die Struk-
tur Gle(a1-O)Tyr im an der Glykogensynthese beteiligten Enzym Glycogenin [193], und
Gal(B1-O)Tyr kommt in bakteriellen Glykoproteinen vor [164 1651,

Das literaturbekannte Boc-Tyr-OBn 115, welches in zwei Stufen aus Tyrosin zugéng-
lich ist [1], wurde mit Alkohol 111 umgesetzt, um das Spacer-modifizierte Tyrosinderi-
vat 116 zu erhalten (Abb. 3.26). Die folgende Sonogashira-Kupplung mit dem Alkenyl-
iodid 64 ergab nach Sdulenchromatographie Verbindung 117 jedoch nicht in reiner Form;

O

PdCly(PPhs)s, EtsN,
Cul, THF, 38 %

Abb.3.24. Darstellung eines Biotin-gelabelten  po !
Derivates des marinen Naturstoffes Phor-
boxazol A durch Sonogashira-Kupplung
(nach Lit. [160],
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TrCl, Pyridin,
Raumtemp.

HO\/\O /\/O\/\OH O\/\O /\/O\/\OH
quant.
112 Q 113

NaH, Propargylbromid,

THF/ Toluol
96 % / Toluo

p-TosOH, MeOH, O

HO. 0. Raumtemp. 0 o)
\/\O/\/ ~ TN O/\ \/\o/\/ \/\O/\\

AN
111 93 % Q 114

Abb. 3.25. Synthese des mono-propargylierten Triethylenglykols 111.

ferner trat sehr schnell Zersetzung ein, was auf das konjugierte n-System zuriickzufiih-
ren sein diirfte. Daher wurde 117 direkt hydriert, was gleichzeitig zu einer Sattigung
der Doppel- und Dreifachbindung und zur Entschiitzung des Benzylethers fiihrte. Die
Sdure 118 wurde in einer moderaten Gesamtausbeute von 26 % tiber zwei Stufen erhal-
ten. Hier ist noch Optimierung bei der Sonogashira-Kupplung nétig, um die Ausbeute
zu verbessern. Die Verwendung von Tetrakis-(triphenylphosphin)-palladium(0) oder von
Bis-(triphenylphosphin)-palladium(II)-dichlorid zeigte keinen Ausbeuteunterschied.
Zusammenfassend kann man sagen, dass durch diese Synthesesequenz eine neue, in-
teressante Moglichkeit aufgezeigt wurde, Spacer-verkniipfte Zucker-Aminosadure-Konju-
gate wie 118 fiir die Synthese artifizieller Glykopeptide darzustellen. Die Synthese eines

116
PPh,, DEAD, Il
THF, 111
73 % O\
O P
AcO DA Pd(PPhg),, Cul,
THF, 64
o (0]
J/\/V Ha, Pd/C [ ]
AcO ~—— 117
o OMe 26 %
H 118 (Ober 2 Stufen)

O\/\O/\/O

Abb. 3.26. Darstellung des Zucker-Aminosdure-Konjugates 118 durch Sonogashira-Kupplung.
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solchen Konjugates, welches durch seine ungewohnliche Verkniipfung des Zuckerteils
auffallt (iiber Position 3, nicht iiber das anomere Zentrum), konnte in akzeptabler Aus-
beute erreicht werden.

3.7 Glykopeptidsynthese

3.7.1 Syntheseplanung

Da nun der Spacer-gebundene Galaktosebaustein 110 zur Verfiigung stand, konnte mit
der Synthese der Neoglykopeptide begonnen werden. Der Baustein wurde nicht vor der
Peptidsynthese an Asparagin gekuppelt — bei einem so grofsen und relativ komplexen
Kohlenhydratbaustein bietet es sich eher an, ihn nachtrdglich an eine Seitenkette des
harzgebundenen Peptids zu kuppeln.

Weil ein solch grofies Cystein-Oligomer evtl. schwierig zu handhaben ist, und seine
Eigenschaften kaum vorhersehbar sind, wurde zundchst die Synthese anderer Zielpep-
tide in Angriff genommen. Begonnen wurde mit der Synthese eines Stranges, der ab-
wechselnd L-Lysin und L-Alanin enthilt. Die Aminofunktionalitdt in der Seitenkette des
Lysins bietet die Moglichkeit, dort nachtrdglich noch Thiolgruppen in geschiitzter Form
durch Reaktion mit geeigneten Reagenzien in das Peptid einzubringen, was synthetisch
erheblich aussichtsreicher erscheint als die Darstellung des Oligocysteinstranges. Ferner
konnte ein derartiger Strang tiber Amidbildung auf einer aktivierten, Carboxylgruppen-
tragenden Chip-Oberflache gebunden werden, was weitere Moglichkeiten der Immobili-
sierung eroffnet. Diese beiden Optionen sind in Abb. 3.27 dargestellt. Der abwechselnde
Einbau der Lysinbausteine bietet aufierdem die Moglichkeit, einen gestreckten Strang bei
Orientierung aller Lysin-Seitenketten zu einer Seite zu realisieren. Alanin wurde als ein-
facher Kobaustein gewihlt. Da die angestrebten Strukturen mit 14-22 Aminoséduren be-
reits recht grofle Peptide darstellen, kommt eine Synthese in fliissiger Phase nicht mehr
in Frage, die Zielpeptide miissen an fester Phase synthetisiert werden.

3.7.2 Festphasensynthese von Peptiden und Glykopeptiden

Mit Hilfe der von MERRIFIELD erstmals beschriebenen Festphasenpeptidsynthese [1¢7]
ist es moglich, Peptide und Glykopeptide an der festen Phase schrittweise aufzubauen.
Durch die Verankerung des Peptidstranges an einer festen Phase entfallen zeitaufwéndi-
ge Reinigungsschritte. Eingesetzte Uberschiisse der Reagenzien kinnen durch einfaches
Waschen entfernt werden. Dadurch besteht die Moglichkeit, die einzelnen Schritte durch
Verwendung eines Syntheseroboters zu automatisieren.



74 3 Glykopeptide als bivalente Liganden fiir das Maclura pomifera Agglutinin

Als feste Phase dienen Polymerkiigelchen, die meist aus mit Divinylbenzol vernetz-
tem Polystyrol bestehen. Dieses Material quillt in bestimmten Losungsmitteln (z. B. DMF,
Chloroform) stark auf, wodurch die Reaktanden auch ins Innere des Harzes gelangen
konnen. Die wachsende Peptidkette ist iiber einen Linker mit der Festphase verbunden.
Dieser dient einerseits als Abstandshalter, andererseits als chemoselektiv spaltbare Soll-
bruchstelle zur Freisetzung des fertigen Produkts. Fiir die Auswahl des Linkers ist nicht
nur die gewihlte Synthesestrategie ausschlaggebend, sondern auch das gewiinschte Pro-
dukt. So konnen die Peptide als freie Sduren, aber auch als Amide oder Hydrazide ge-
wonnen werden. Auflerdem gibt es Linker, die orthogonal zu den Peptidschutzgruppen
gespalten werden konnen, wodurch vollgeschiitzte Peptidfragmente zuganglich werden.

Der Aufbau der Peptidkette erfolgt durch die wiederholte Durchfiihrung der Pep-
tidkupplung und der Entschiitzung der Aminoschutzgruppen an N*. Beide Reaktionen
miissen in sehr hohen Ausbeuten verlaufen, um eine gute Gesamtausbeute und mog-
lichst grofse Homogenitét des Produktes zu gewéhrleisten.

Als Schutzgruppen fiir die Aminofunktion wird entweder die Boc- oder die Fmoc-
Schutzgruppe gewihlt, die sich beide praktisch quantitativ spalten lassen. Da die Boc-
Schutzgruppe sdurelabil ist, muss bei einer Peptidsynthese nach der Boc-Strategie der

O
\H/S\)J\OH SATA ;

o} | |

— L

555
| 11

— 0
—

AhAAAAAAARAR:

(a) Modifikation der Lysin-Seitenketten (b) Schematische Darstellung eines der angestrebten Neogly-
durch Amidbildung mit dem Pentafluor- kopeptide, auf einer Monoschicht immobilisiert durch Pep-
phenylester von SATA (S-Acetylthioessig- tidkupplung.

sdure).

Abb. 3.27. Moglichkeiten der Modifikation und Immobilisation der Neoglykopeptide auf Lysin-Alanin-
Basis.
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Linker sdurestabil sein. Bei der Fmoc-Strategie sind die Verhdltnisse umgekehrt: Die
Schutzgruppe ist basenlabil, und das fertige Produkt wird unter sauren Bedingungen
vom Harz gespalten. Die Seitenketten der Aminosduren werden dabei vorteilhafterweise
auch durch sdurelabile Gruppen geschiitzt, so dass die Abspaltung vom Harz und die
Seitenkettenentschiitzung gleichzeitig erfolgt. Haufige Verwendung finden folglich z. B.
tert-Butyl- oder Tritylether fiir die Hydroxygruppe von Serin oder die Boc-Schutzgruppe
fiir die Aminogruppe von Lysin.

Problematischer ist das Kniipfen der Peptidbindung. Hierzu konnen direkt die Ak-
tivester der Aminosduren eingesetzt werden. Die Aktivierung der Carbonsdurefunktion
kann auch durch Bildung gemischter Anhydride mittels Chlorameisensdureestern oder
von O-Acylisoharnstoffen durch Verwendung von Carbodiimidreagenzien wie DIC er-
folgen, was den Einsatz der freien Sdauren erlaubt. Meist werden heute moderne Kupp-
lungsreagenzien vom Phosphonium- (BOP) [168] oder Uronium-Typ? (HBTU, TBTU) [170]
benutzt. Diese erzeugen direkt den Aktivester, der dann mit der Aminokomponente
zum Amid reagiert. Fiir schwierigere Kupplungen, z.B. von Peptidfragmenten, o,o-
disubstituierten Aminosduren oder Aminosduren mit sekunddarer Aminogruppe, stehen

spezielle Kupplungsreagenzien wie HATU 1711 oder PyBroP [154]

zur Verfliigung.

Ein besonderes Problem bei der Peptidkupplung stellt die Gefahr der Epimerisierung
der Aminosduren im Kupplungsschritt dar, deren Mechanismus in Abb. 3.28 dargestellt
ist. Sie wird durch Zusatz von HOBT, welches das Acyluronium-Zwischenprodukt 122
zum Aktivester 123 abfangt, bevor dieses zum leicht racemisierenden Oxazolon 124 ab-
reagieren kann, unterdriickt. Die Neigung zur Racemisierung ist bei den einzelnen Ami-
nosduren unterschiedlich und kann auch durch die Seitenkettenschutzgruppe beeinflusst
sein. Das urspriinglich hier als Aminosdurebaustein in Betracht gezogene Cystein bei-
spielsweise ist besonders anféllig fiir die Racemisierung, so dass bei seiner Verwendung
besonders auf die Kupplungsbedingungen geachtet werden muss. [172]

Um eine moglichst vollstindige Umsetzung im Kupplungsschritt zu erreichen, arbei-
tet man normalerweise mit groen Uberschiissen an Aminosaure (ca. vierfach) und fiihrt
haufig Doppelkupplungen durch. Dies ist besonders bei Verwendung wertvoller Bau-
steine wie glykosylierten Aminosduren problematisch, weshalb diese Kupplungen auch
bei automatisierten Synthesen oft manuell durchgefiihrt werden. Trotz dieser Mafinah-
men sind gerade bei grofieren Peptiden Deletionssequenzen nicht zu vermeiden, und die

Methode bleibt auf ca. 50 Aminosiuren limitiert.

2Diese Reagenzien besitzen, wie erst nach ihrer Einfiihrung erkannt wurde [169], eigentlich keine Uro-
nium-, sondern eine Guanidinium-Struktur, die Namen wurden jedoch beibehalten.
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Abb.3.28. Mechanismus der Aminosdureaktivierung durch ein Uronium-Aktivierungsreagenz 120 wie
HBTU. Die unerwiinschte Oxazolonbildung, die zur Epimerisierung fithren kann, wird durch einen
Angriff des Carbonylsauerstoffs der Urethanschutzgruppe im aktivierten Sdurederivat 122 eingeleitet.

3.7.3 Durchgefiihrte Synthesen

Die Synthese der Neoglykopeptide (Abb. 3.29) erfolgte mittels Festphasensynthese nach
der Fmoc-Strategie, d. h. es wurde ein Harz mit einem sdurelabilen Linker gewdhlt (Rink
Amid MBHA-Harz [173], s. Abb. 3.29) welches gleichzeitig — zur permanenten Blockie-
rung — das C-terminale Amid lieferte. Als erste Aminosdure wurde -Alanin ans Harz
gekuppelt, da dieser Kupplungsschritt relativ schwierig und racemisierungsgefahrdet ist.
B-Alanin ist nicht chiral, sterisch kaum gehindert und sollte als zusitzlicher Abstandshal-
ter zum Harz die Kupplung der ndchsten Aminoséduren erleichtern.

Nun folgte der Aufbau der Peptidkette mit alternierender Abfolge von L-Lysin und
L-Alanin. Als Lysinderivat wurde Fmoc-Lys(Boc)-OH eingesetzt, da damit die Seitenket-
te bei der Abspaltung simultan entschiitzt wird. An zwei Stellen wurde — in verschiede-
nen Abstdnden — statt Alanin eine an der Seitenkette Allylester-geschiitzte Glutaminsau-
re zum Ankniipfen der Kohlenhydratbausteine eingebaut. Glutaminsdure wurde statt
Asparaginsdure verwendet, da bei Seitenkettenaktivierung letzterer als unerwiinschte
Nebenreaktion die Bildung eines Succinimids eintreten kann (Abb. 3.30), welches nicht
kupplungsaktiv ist; dies sollte daher von vornherein vermieden werden. Die Synthese
wurde mit einer permanenten Blockierung des N-Terminus durch Acetylierung abge-
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Abb. 3.29. Schematische Darstellung der durchgefiihrten Festphasen-Peptidsynthese mit anschlieffender
Seitenkettenentschiitzung der Glutaminsduren, Kupplung des Galaktosederivats 128 und Abspaltung

vom Harz.
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Abb. 3.30. Succinimidbildung als unerwiinschte Nebenreaktion bei der Seitenkettenaktivierung einer As-
paraginsédure in einem harzgebundenen Peptid.

schlossen.

Die Allylester der beiden Glutaminsduren konnen anschlieflend orthogonal zur Boc-
Schutzgruppe und zum Rink-Linker nach einem sehr schonenden Protokoll abgespalten
werden. 1741751 Hierzu wird ein Pd(0)-Katalysator eingesetzt, der mit dem Allylrest einen
n-Komplex bildet und auf diese Weise die Sdure freisetzt. Gearbeitet wird dabei unter
neutralen Bedingungen, was die Methode besonders fiir die Synthese labiler Verbindun-
gen wertvoll macht. [17¢] Nach einer Reaktionszeit von ca. 16 h konnte bei allen Synthesen
ein vollstindiges Verschwinden des Eduktes festgestellt werden; auch einfach entschiitz-
tes Peptid wurde nicht detektiert. Die Reaktionskontrolle wurde bei diesem und dem
folgenden Schritt mittels einer Probeabspaltung vom Harz und anschlieffender MALDI-
TOF-MS-Spektrometrie durchgefiihrt. Dabei zeigten sich teilweise deutliche Peaks, die
96 Da bzw. Vielfache davon hoher lagen, als die erwartete Produktmasse. Vermutlich ent-
stehen sie durch Trifluoracetylierung der Lysin-Aminogruppen. Nach der Probeabspal-
tung wurde ndmlich der Riickstand in einer Mischung aus Dichlormethan und Ethanol
aufgenommen und anschlieffend auf die MALDI-Platte aufgebracht. Dabei konnte ver-
bliebene TFA aus der Abspaltlosung unter den stark sauren Bedingungen mit Ethanol
verestern, und dieser Ester scheint reaktiv genug zu sein, um die Aminogruppen der Ly-
sinbausteine zu acylieren. Dies ist insofern plausibel, da derartige Peaks in den Spektren
der Endprodukte nicht mehr auftraten.

Fiir die Kupplung der Kohlenhydratbausteine muss zunachst eine Aktivierung der
harzgebundenen Glutaminsédurereste des Peptids erfolgen. Hierzu wurde BOP einge-
setzt, da bei diesem Kupplungsreagenz auf Phosphonium-Basis nicht die Gefahr der
Guanidin-Bildung mit dem freien Amin des Zuckerbausteins besteht. Diese Nebenreakti-
on erfolgt durch einen nukleophilen Angriff des Amins auf den positivierten Kohlenstoff
des Uronium-Reagenzes und kann eintreten, wenn die Carbonsdure-Aktivierung lang-
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sam erfolgt, beispielsweise bei sterisch gehinderten Aminosduren, Segmentkupplungen
oder Peptid-Cyclisierungen. Sie tritt bei dem besonders reaktiven HATU am schnellsten
auf, wihrend Phosphonium-basierte Reagenzien diese Reaktion nicht eingehen und so-
mit auch im Uberschuss eingesetzt werden kénnen. 1771

Zundchst musste die Boc-Gruppe des Zuckerbausteins 110 entfernt werden
(Abb. 3.31). Dies gelang unter Standardbedingungen zwar problemlos, das erhaltene,
olige Produkt konnte jedoch auch durch mehrfaches Kodestillieren mit Toluol und aus-
giebiges Trocknen im Vakuum nicht von grofieren Mengen TFA befreit werden. Lyophi-
lisation aus verdiinnter wassriger Salzsdure zur Entfernung von TFA fiihrte schliefilich
zu einer teilweisen Abspaltung der Acetylgruppen. Daher wurde beschlossen, die Ace-
tylgruppen bereits vor der Entfernung der Boc-Gruppe abzuspalten. Dies sollte bei der
spateren Ankniipfung an das Peptid keine Probleme bereiten. [!78] Die Entschiitzung von
110 unter Zemplén-Bedingungen ergab 127. Um an dieser Stelle auf die Verwendung der
TFA verzichten zu konnen, wurde eine andere interessante Boc-Entschiitzungsmethode
ausprobiert. In der Literatur ist die Entschiitzung mit stark saurem Ionentauscher

beschrieben. [17°]

Nach der Entschiitzung haftet das entstandene Amin durch ionische
Wechselwirkungen an diesem Harz, welches daher durch Waschen von Nebenproduk-
ten befreit werden kann. Das Produkt wird dann mit Ammoniak in Methanol freigesetzt.
Leider konnte mit 127 keine Reaktion mit dem Ionentauscher Amberlyst 15 festgestellt
werden, weswegen wiederum auf TFA zuriickgegriffen wurde. Man erhielt bei der Ent-
schiitzung wieder ein stark TFA-haltiges Ol, welches aber nun — ohne eine Acetylierung

des Amins befiirchten zu miissen — mit basischem Ionenaustauscher von TFA befreit wer-

R'O OR!
(0]
H o 0
H o R'O
OMe
R R2

110 Ac Boc —
o,
126 Ac H (ii)
127 H Boc -
j(!), (iii)
(iv) 3
128 H H -

Abb. 3.31. Entschiitzung des Galaktosebausteins 110. (i) TFA/CH,Cly, 1:1, 20 min, Raumtemp.;
(if) NaOMe/MeOH, Raumtemp., quant.; (iii) Amberlyst 15, CH,Cly; (iv) basischer Ionenaustauscher
(OH -Form), quant.
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Abb. 3.32. Die synthetisierten Neoglykopeptide 129-133.

den konnte und 128 in Form des freien Amins als farblosen Feststoff lieferte.

Voraktivierung der Glutaminsdure-Seitenketten des Peptids und anschlieflende Zuga-
be von 128 ergab die fertigen, harzgebundenen Glykopeptide. Diese konnten dann nach
vollstaindigem Waschen, Schrumpfen (in Methanol) und Trocknen des Harzes mit Ab-
spaltlosung vom Harz gespalten werden. Nach Entfernen von TFA durch Lyophilisation
aus verd. Salzsdure wurden sie mit einer Sephadex LH-20-Sdule mit Wasser als Lauf-
mittel gereinigt, wobei die Produktfraktionen massenspektrometrisch detektiert wurden.
Die Peptide 129-133 konnten ausgezeichnet durch MALDI-TOF-MS mit CCA als Matrix
nachgewiesen und charakterisiert werden (Abb. 3.32).

NMR-spektroskopisch liefsen sich die Glykopeptide ebenfalls sehr gut charakteri-
sieren. Alle NMR-Signale konnten zugeordnet werden. Sowohl die 'H- als auch die
13C-Spektren der einzelnen Verbindungen weisen praktisch identische chemische Ver-
schiebungen auf, so dass die Unterscheidung zwischen den einzelnen Verbindungen nur
durch die Integration erfolgen kann. Die Signale der zwei Galaktoseeinheiten sind voll-
standig gleich: Es ldsst sich nur ein Signalsatz fiir beide Zucker erkennen. Dies verwun-
dert nicht, da sie sich durch die langen Spacer weit entfernt vom Peptidriickgrat befinden.

Leider war das NMR-Spektrum des Peptids 131 mit 18 Aminosduren unklar, obwohl
die berechnete Masse der einzige erkennbare Peak im Massenspektrum war. Grofde Teile
des NMR-Spektrums sind auch praktisch identisch zu denen der anderen Glykopeptide.
Auffillig war jedoch die spezifische Drehung von Peptid 131. Die anderen Peptide 129,
130, 132 und 133 zeigen einen praktisch idealen linearen Verlauf der spezifischen Dre-
hung, wenn man sie iiber der Kettenldnge auftragt (Abb. 3.33). Wie man erkennt, weicht
der Wert fiir das Peptid 131 jedoch deutlich von dieser Geraden ab. Da die Masse kor-
rekt ist, kann die Verbindung noch verunreinigt sein oder ein Fehler in der Abfolge der
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Abb.3.33. Die Werte der spezifischen

Drehung der Glykopeptide, aufge- 0
tragen tiber ihrer Kettenldnge. Man 14 16 18 20 22 24
erkennt den nahezu ideal linearen ; . - .
Verlauf und die Abweichung bei Zahl der Aminoséauren in der Peptidkette
Substanz 131.

Aminosdurebausteine vorliegen, was noch durch HPLC-Untersuchungen oder Sequenz-
analyse des Peptids zu kldren sein wird, im Rahmen dieser Arbeit aber nicht mehr durch-
gefiihrt wurde.

Die Reinigung der Glykopeptide an Sephadex LH-20 erwies sich also als dufSerst leis-
tungsfdahig, und somit konnten die Verbindungen 129, 130, 132 und 133 in hoher Reinheit
und in hervorragenden Ausbeuten von 18-22 % im 100 mg-Maf3stab isoliert werden.

3.8 Fazit und Ausblick

Das in diesem Teil der Arbeit dargestellte Vorhaben, oberfldchenfixierbare, rigide Ligan-
den fiir das MPA darzustellen, konnte zu einem erheblichen Teil verwirklicht werden.
Uberlegungen zu der Kristallstruktur des tetrameren Lectins fithrten zu einer Bestim-
mung der geeigneten Ligandgeometrie. Daraufhin wurde das T-Antigen-Mimetikum 128
mit einem Spacer fiir die Kupplung an Peptide synthetisiert. Mit Hilfe der Festphasen-
peptidsynthese konnten mehrere Peptide der Kettenlingen 14, 16, 20 und 24 dargestellt
und anschlieffend durch Kupplung mit 128 in die Neoglykopeptide 129, 130, 132 und 133
verwandelt werden. Die Charakterisierung von 131 gelang noch nicht, die Synthese soll-
te aber mit den nun etablierten Protokollen moglich sein. Mit diesen Substanzen miissen
nun geeignete Bedingungen fiir die Oberflachenfixierung und SPR-Messungen mit MPA
gefunden werden.

Die Uberlegungen, die auf dem Weg zu diesen Produkten gemacht wurden, fithrten
dariiber hinaus zu einer Reihe weiterer interessanter Verbindungen. So konnte die re-
gioselektive Phthalimidopropyl-Substitution mit einer Reihe von biologisch relevanten
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Kohlenhydraten durchgefiihrt werden, die wertvolle Ausgangsmaterialien fiir die Mi-
metikasynthese darstellen. Mit den Kohlenhydrat-Aminosdure-Konjugaten 106 und 118
und dem Konjugat 99 eines Kohlenhydrates mit einer quartdren Aminosédure liegen Ver-
bindungen mit sehr ungewdohnlichen Verkniipfungsmustern vor, deren Auswirkungen
auf Struktur von Neoglykopeptiden und deren Bindungseigenschaften zukiinftig evalu-
iert werden sollten.



4 Zusammenfassung — Summary

4.1 Zusammenfassung

Die Glykokalyx, eine hauptsédchlich aus Kohlenhydraten bestehende Schicht, von der jede
eukaryontische Zelle umgeben ist, ist an vielen wichtigen biologischen Prozessen betei-
ligt. Sie enthélt eine Vielzahl komplexer Kohlenhydratstrukturen, die hauptsachlich in
Form von — zusammenfassend als Glykokonjugate bezeichneten — Glykopeptiden und
Glykolipiden mit der Zellmembran verbunden bzw. auf ihr assoziiert sind. Die Unter-
suchung der biologischen Funktion dieser Glykokonjugate hat zur Entwicklung eines
eigenen Forschungszweiges, der Glykobiologie, gefiihrt.

Die organische Synthesechemie kann als wichtiges Hilfsmittel wesentlich zur Beant-
wortung glykobiologischer Fragestellungen durch die Bereitstellung sog. Glykomimetika
beitragen. Dies sind synthetische Substanzen, die die nattirlich vorkommenden Struktu-
ren imitieren. Ihre Untersuchung in geeigneten Testsystemen dient einerseits der Aufkla-
rung von Mechanismen biologischer Prozesse, andererseits konnen sie zur Manipulation
natiirlicher Abldufe, z. B. als Enzyminhibitoren, fiir eine medikamentdse Therapie ver-
wendet werden.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Synthese von Glykomimetika, die der
Untersuchung und Manipulation multivalenter Wechselwirkungen dienen sollen. Mul-
tivalenz spielt eine grofse Rolle in der Glykobiologie, da sie u.a. fiir eine Verstarkung
der ansonsten schwachen Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen sorgt. Die Prinzipi-
en der Multivalenz sowie ihre weiteren biologischen Funktionen sind jedoch noch nicht
abschliefiend verstanden.

Glykodendrimere kdnnen als multivalente Glykomimetika dienen. Verschiedene Syn-
thesewege zu Glykodendrimeren sind bekannt. Im ersten Teil der Arbeit wurde ein neu-
artiges Konzept zur Synthese solcher Glykodendrimere beschrieben, bei dem diallyl-
substituierte Kohlenhydratbausteine als Verzweigungseinheiten verwendet werden und
Glykosylierung als Wachstumsschritt dient. Der Initiatorkern 8 war bereits in der Di-
plomarbeit durch Verwendung der Bis-(tributylzinn)-oxid-Methode dargestellt worden.
Als effektives Donormolekiil fiir solche Synthesen konnte nun unter Verwendung dersel-
ben Methode das Trichloracetimidat 11 synthetisiert werden. Zur Aktivierung der Allyl-
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gruppen wurden die Hydroborierungs/Oxidationssequenz und die radikalische Additi-
on von Mercaptoethanol getestet. Dies fiihrte nach erfolgreicher Entschiitzung zunéchst
zu den Spacer-verbriickten Trisacchariden 9 und 28. In einer repetitiven Reaktionsse-
quenz konnten anschlieflend die drei Pseudo-Heptasaccharide 21, 26 und 32 mit verschie-
denen Spacern synthetisiert und entschiitzt werden. Die Oxidation der Sulfidgruppen in
32 zu Sulfonen fiihrte zu 33 und zeigte eine interessante Moglichkeit auf, Dendrimere
nachtrédglich chemisch zu modifizieren, um ihnen andere Eigenschaften zu geben. Die
Mercaptoethanol-Addition stellte sich aufgrund exzellenter Ausbeuten als attraktive Re-
aktion fiir Glykodendrimersynthesen heraus.

Die dendritischen Glykomimetika 9, 28, 21, 26, 32 und 33 wurden auf ihre Inhibitor-
eigenschaften beziiglich der Mannose-vermittelten bakteriellen Adhésion von E. coli in
einem ELISA getestet und zeigten eine moderate valenzkorrigierte Erthohung der Inhibi-
tion um den Faktor 5-50 im Vergleich zu Methylmannosid. Hierbei konnte eine positive
Tendenz bei den Verbindungen mit den ldngeren, lipophileren 4-Thiahexylspacern fest-
gestellt werden. Die Oxidation zu 33 senkte die Inhibition hingegen wieder ab, was die
Wichtigkeit auch lipophiler Wechselwirkungen bei der Bindung der Kohlenhydrate an
das beteiligte Lectin FimH nahelegt.

Des Weiteren wurden durch radikalische Addition langkettiger Thiole Mannose-ba-
sierte Glykolipidmimetika dargestellt, die sich in der Zahl ihrer Kohlenhydrateinheiten
und Lipidketten unterscheiden. Diese Synthesestrategie zeichnete sich durch ihre Ein-
fachheit und durch gute Ausbeuten aus. Die erhaltenen Substanzen 44, 48, 42 und 53 sol-
len noch auf ihre Eigenschaften beim Einbau in Membranen bzw. als Ceramidmimetika
getestet werden.

Ziel des zweiten Teils der Arbeit war die Entwicklung eines rigiden, oberflachenfixier-
baren, bivalenten Lectinliganden, um damit mittels SPR-Messungen Untersuchungen zur
Multivalenz von Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen durchfiihren zu kénnen. Der
Ligand wurde unter Einbeziehung der Rontgenstruktur des Lectins MPA entworfen und
soll dazu dienen, den Einfluss der Ligandgeometrie auf multivalente Bindungsereignisse
besser zu verstehen. Es konnte eine Serie von Peptiden aus 14-24 Aminosduren an der
Festphase synthetisiert werden. Als Kohlenhydratligand wurde das Spacer-gebundene
T-Antigen-Mimetikum 128 synthetisiert. Die Struktur von 128 basiert auf Uberlegun-
gen zur Ligandspezifitit von MPA und der Betrachtung der Rontgenstruktur des MPA
im Komplex mit dem T-Antigen. Schliisselschritt der Synthese war die regioselektive
Phthalimidopropyl-Substitution von Methylgalaktosid mittels Dibutylzinnoxid, die an-
schlieflend auch erfolgreich auf andere galakto- und manno-konfigurierte Saccharide an-
gewandt wurde. Das T-Antigen-Mimetikum 128 wurde an der Festphase an die Seiten-
ketten von Glutaminsdure gekuppelt. So konnten die vier Neoglykopeptide 129, 130, 132
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und 133 dargestellt und charakterisiert werden. Sie tragen freie Aminogruppen, die zur
Oberflachenfixierung dienen konnen. Nun miissen Moglichkeiten fiir eine solche Fixie-
rung auf einem SPR-Sensorchip gefunden werden, um Bindungsstudien mit dem Lectin
MPA durchfiihren zu kénnen.

Im Zuge dieser Arbeiten konnten dariiber hinaus eine Reihe interessanter
Kohlenhydrat-Aminosdure-Konjugate mit ungewdohnlichen Verkniipfungsmustern fiir
die Glykopeptidsynthese generiert werden: So wurde mit 116 ein Tyrosinderivat mit ei-
nem Oligoethylenglykolspacer dargestellt, welches mittels Sonogashira-Kupplung mit
dem neuartigen Kohlenhydrat-Propenyliodid 64 verbunden werden konnte. Mit 106 liegt
ein Propylspacer-verkniipftes Asparagin-Konjugat des T-Antigen-Mimetikums vor, und
mit Verbindung 99 konnte das Kohlenhydrat-Konjugat eines quartdren, homologisierten
Cysteins synthetisiert werden. Diese Verbindungen sind interessante Bausteine fiir die
Peptidsynthese, mit denen z. B. Untersuchungen {iber ihre Einfliisse auf die Peptidstruk-
tur und auf die Bindungseigenschaften solcher Neoglykopeptide durchgefiihrt werden

konnen.

4.2 Summary

The glycocalyx, the layer surrounding every eukaryotic cell, consisting predominantly of
carbohydrates, is involved in many important biological events. It contains a multitude
of complex carbohydrate structures, which are anchored to the cell membrane mainly in
form of glycopeptides and glycolipids, which are subsumed under the term glycocon-
jugates. The investigation of the biological function of these glycoconjugates led to the
development of a new branch of research called glycobiology.

Synthetic organic chemistry can offer valuable tools to assist in the research concer-
ning glycobiological questions by providing the so-called glycomimetics. These are syn-
thetic substances imitating natural occurring structures. On the one hand, evaluated in
suitable biological tests, they can help to resolve the molecular mechanisms of the biologi-
cal systems under investigation, on the other hand they can be used for the manipulation
of natural processes, e. g. as enzyme inhibitors for medicinal treatment.

This thesis deals with the synthesis of glycomimetics for the investigation and ma-
nipulation of multivalent interactions. Multivalency is an important principle in glyco-
biology, leading, amongst other things, to an enhancement of the otherwise weak carbo-
hydrate—protein interactions. The underlying principles of multivalency and its further
biological functions are, however, far from being understood.

Glycodendrimers can serve as multivalent glycomimetics. Different synthetic path-
ways leading to glycodendrimers are described. In the first part of the thesis, a new con-
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cept for the synthesis of glycodendrimers is described, using di-allyl-substituted carbo-
hydrate building blocks as branching units and glycosylation as the ligation step. The
initiator core 8 had already been synthesised earlier on, making use of the regioselective
allylation with bis(tributyltin)oxide. As an effective donor molecule for such syntheses,
the trichloroacetimidate 11 could be synthesised applying the same method. For the ac-
tivation of the allyl groups, two methods were tested: the hydroboration/oxidation se-
quence and radical addition of mercaptoethanol. This led, after succesful deprotection, to
the spacer-linked trisaccharides 9 and 28. Afterwards, the three pseudo-heptasaccharides
21, 26 and 32 bearing different spacers could be synthesised in a repetitive reaction se-
quence and deprotected. Oxidation of the sulfides in 32 to the sulfones yielded 33 and
showed the interesting possibility for the later chemical modification of dendrimers to
change their properties. Because of the excellent yields achieved, the addition of mercap-
toethanol turned out to be a highly attractive method for the construction of glycoden-
drimers.

The dendritic glycomimetics 9, 28, 21, 26, 32 and 33 were tested for their properties
as inhibitors for the mannose-specific bacterial adhesion of E. coli in an ELISA and sho-
wed moderate valence-corrected enhancement in the inhibition (factor 5-50) compared
to methyl mannoside. A positive tendency was observed examining the substances with
the longer 4-thiahexyl spacers. However, oxidation to 33 lowered inhibition, suggesting
the significance of lipophilic interactions during binding of carbohydrates to the involved
lectin FimH.

Furthermore, again applying the radical thiol addition procedure with long-chain
mercaptanes, mannose-based glycolipidomimetics varying in the number of carbohy-
drate units and lipid chains could be synthesised. This synthetic strategy is appealing
because of its simplicity and high yields. The obtained substances 44, 48, 42 and 53 shall
be tested for their properties in lipid membranes and as ceramide mimics, respectively.

The aim of the second part of the thesis was the development of a lectin ligand of
defined rigidity to allow the investigation of carbohydrate-protein interactions after im-
mobilisation of this ligand and SPR measurements. The ligand was designed taking into
account the X-ray structure of the well-known lectin MPA and should serve as a tool for
the investigation of ligand geometry on multivalent binding events. A series of peptides
consisting of 14-24 amino acids could be synthesised on solid support. As carbohydrate
ligand, the spacer-modified T-antigen mimetic 128 was synthesised. Knowledge of the
ligand specificity of MPA based on the analysis of the X-ray structure of MPA complexed
with the T-antigen was taken into account for its design. Key step of its synthesis was
the regioselective phthalimidopropyl substitution of methyl galactoside using dibutyl-
tin oxide, a process which was eventually applied to other carbohydrates of galacto and
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manno configuration. The spacered T-antigen mimic 128 was coupled to the side chains of
glutamic acid on the solid phase. Thus, the neoglycopeptides 129, 130, 132 and 133 were
made available and characterised. They carry free amino groups, which can be used for
immobilisation to allow attachment on a sensorchip for SPR measurements which will
have to be carried out to study binding of the prepared neoglycopeptides to the lectin
MPA.

During this work, further interesting carbohydrate-amino acid conjugates with unu-
sual linking patterns could be generated for peptide synthesis. With compound 116, a ty-
rosine derivative bearing an oligoethylene glycol spacer could be synthesised and linked
via Sonogashira coupling to the new carbohydrate-propenyl iodide 64. The carbohydrate-
amino acid conjugate 106 was synthesised as a propyl spacer-linked asparagine conjugate
of the T-antigen mimic, and with compound 99, a carbohydrate conjugate of a quaterna-
ry homologised cystein could be generated. These compounds are interesting building
blocks for peptide synthesis, which can be useful for investigating the influence of struc-
ture on lectin binding properties of such neoglycopeptides.






5 Experimenteller Telil

5.1 Allgemeine Methoden

Alle Reaktionen wurden, soweit nicht anders angegeben, unter normaler Laboratmo-
sphare durchgefiihrt. Fiir die Sdulenchromatographie verwendete Losungsmittel wurden
vor der Benutzung destilliert. Die bei der Durchfithrung von Reaktionen eingesetzten tro-
ckenen Losungsmittel wurden entweder getrocknet vom Hersteller bezogen oder durch
mehrstiindiges Erhitzen unter Riickfluss und anschlieflende Destillation iiber einem ge-
eigneten Trockenmittel erhalten:

Dichlormethan tiber Calciumhydrid

Methanol tiber Magnesiumspéanen
Essigsdure-ethylester tiber Kaliumcarbonat

Toluol tiber Natrium /Benzophenon

DMF getrocknet vom Hersteller (Fluka)

Pyridin getrocknet vom Hersteller (Riedel-de Haén)
Dioxan filtriert tiber basisches Aluminiumoxid

Die fiir Glykosylierungen und Hydroborierungen verwendeten, absoluten Losungsmittel
wurden durch Erhitzen tiber Natrium-Kalium-Legierung (THF) oder Phosphorpentaoxid
(DCM) und anschliefiende Destillation unter Argonatmosphire getrocknet. Triethylamin
wurde unter Argonatmosphére von Calciumhydrid destilliert und iiber Kaliumhydroxid
aufbewahrt.

Alle Losungsmittelverhdltnisse sind in v/v angeben. Stofftrennungen wurden mittels
Flashchromatographie durchgefiihrt, wobei leichter Uberdruck (0.3-0.5 bar) auf die Sau-
len gegeben wurde. Als Sdaulenmaterial diente Kieselgel der Firma Merck (Silica gel 60,
0.040-0.063 mm). Die GPC wurde mit Sephadex LH-20 der Firma Pharmacia-Biotech
als Saulenmaterial unter Verwendung einer peristaltischen Pumpe durchgefiihrt. Eluiert
wurde mit einer Fliefigeschwindigkeit von etwa 12 ml/h bei einer Fraktionsgrofie von
ca. 3 ml.
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Diinnschichtchromatogramme wurden auf Kieselgelplatten der Firma Merck (Kiesel-
gel 60 Fps4 auf Aluminiumfolie) angefertigt. Fiir die Sdulenchromatographie wurde ein
R¢-Wert von ca. 0.3 eingestellt. Die Detektion erfolgte ggf. durch UV-Licht. Die Chroma-
togramme wurden durch Eintauchen in Entwicklungslosung und anschlieffende Warme-
behandlung entwickelt. Je nach Substanzklasse wurden folgende Entwickler verwendet:

Kohlenhydrate Ethanol /Wasser/Schwefelsdure (konz.) (14:10:1) oder
10 g a-Naphthol in 100 ml 10%iger Schwefelsdure (aq.)

und 500 ml Ethanol
Amine 1.5 g Ninhydrin in 500 ml Ethanol und 15 ml Eisessig
Sonstige 10%ige Molybdatophosphorsdure-Losung (aq.) oder

5 g Cer(IV)-sulfat und 12.5 g Molybdatophosphorsdure in
40 ml Schwefelsaure (konz.) und 500 ml Wasser

NMR-Spektren wurden an den Bruker-Gerdten ARX 300, DRX 500 und 600 auf-
genommen. Die Zuordnung der Signale wurde durch zweidimensionale Methoden
(*H-'H-COSY, HMQC/HSQC und HMBC) vorgenommen. Signale, die vertauscht sein
konnen, sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Bei den dendritischen Oligosacchari-
den wurden, wenn die Zuordnung moglich war, die Protonen und Kohlenstoffatome des
Core-Molekiils mit einem ¢, die der dufseren Kohlenhydrateinheiten mit einem s indiziert
(z.B. H-1¢, H-4s). Bei den Disacchariden wurden die Protonen und Kohlenstoffatome des
Methylmannosid-Teils mit a, die des anderen Zuckers mit b gekennzeichnet. Die Spek-
tren wurden mit Hilfe folgender Signale kalibriert:

CDCl; H 0.000 ppm (s) (internes TMS)
BC  77.000 ppm (t)
MeOH-D4 H 3.310 ppm (quint)
13C 49.050 ppm (sept)
DMSO-Dy  'H  2.500 ppm (quint)
13C  39.430 ppm (sept)
Aceton-Dg H 2.050 ppm (quint)
13C  30.830 ppm (sept)
D,0O 'H  4.650 ppm (s)
BC  externes DSS

MALDI-TOF-Massenspektren wurden an einem Biflex III-Gerdt der Firma Bruker mit
19 kV Beschleunigungsspannung aufgenommen. Als Matrix wurde CCA verwendet.
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Ionisierung erfolgte mit einem Stickstofflaser bei 337 nm. EI/CI-Massenspektren wur-
den mit dem Gerdt MAT 8230 der Firma Finnegan aufgenommen. Als Losungsmit-
tel diente Dichlormethan, als Reaktandgas bei der CI wurde Isobutan verwendet. ESI-
MS-Massenspektren wurden mit einem Mariner (Part-No. V800600)-Gerdt gemessen.
Die Messung der IR-Spektren erfolgte mit einem Perkin Elmer Paragon 1000 FT-IR-
Spektrometer. Drehwerte wurden mit einem Perkin-Elmer Polarimeter Modell 341 be-
stimmt. Schmelzpunkte wurden mit einem Schmelzpunktmessgerét 510 der Firma Biichi
gemessen und sind unkorrigiert. Elementaranalysen wurden im Institut fiir Anorgani-
sche Chemie der Universitit Kiel und im Institut fiir Organische Chemie der Universitat
Hamburg gemessen.

5.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV 1: Glykosylierung nach der Imidat-Methode

Der Akzeptor wird mit 3.7-5 eq. Imidat unter Argonatmosphére in wenig trockenem Di-
chlormethan gelost (ca. 1 ml CH,Cl, /g Imidat). Nach Zugabe von 0.2 ml TMSOTf (5%ige
Losung in Dichlormethan) oder 2-3 Tropfen TMSOTT riihrt der Ansatz {iber Nacht bei
Raumtemp. Zur Aufarbeitung wird mit Dichlormethan verdiinnt, festes Natriumhydro-
gencarbonat zugegeben (ca. 1 g/ml Dichlormethan), filtriert und das Losungsmittel an-
schliefsend in vacuo entfernt. Reinigung erfolgt durch Chromatographie an Kieselgel bzw.
Sephadex LH-20.

AAV 2: Deacetylierung und Debenzoylierung unter
Zemplén-Bedingungen

Die Substanz wird in trockenem Methanol gelost bzw. suspendiert, mit festem Natrium-
methanolat versetzt bis ein pH-Wert von ungefahr 10 erreicht ist und riihrt anschliefSend
1 bis 24 d bei Raumtemp. Bei den dendritischen Heptasacchariden wird wenig TBME
zugeben, um Loslichkeit der Verbindungen zu erreichen. Dieser wird nach einigen Ta-
gen ohne Erwédrmen in vacuo entfernt. Zur Aufarbeitung wird mit saurem Ionentauscher
(Amberlite IR-120, H*-Form) neutralisiert, filtriert und das Losungsmittel in vacuo ent-
fernt. Reinigung erfolgt ggf. durch Chromatographie an Sephadex LH-20.
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AAV 3: Radikalische Addition von Thiolen an Doppelbindungen

Die ungesittigte Verbindung wird unter Argonatmosphére in trockenem Dioxan gelost
(1 ml/ml Thiol), das Thiol (15 eq./Doppelbindung) und AIBN (20 mg) werden zugegeben
und der Reaktionsansatz im auf 75 °C vorgeheizten Olbad fiir 2 h erhitzt. Nach erneuter
Zugabe von 20 mg AIBN wird weitere 2 h erhitzt, Losungsmittel und ggf. Thiol in vacuo
entfernt und anschlieflend sdulenchromatographisch gereinigt.

AAV 4: O-Acetylierung und O-Benzoylierung von Kohlenhydraten

Zu einer Losung der Substanz in trockenem Pyridin (ca. 10 ml Pyridin/g Substanz) wird
tropfenweise unter Eiskiihlung Acetanhydrid bzw. Benzoylchlorid (2 eq. pro zu acylie-
render OH-Gruppe) gegeben. Anschlieffend ldsst man auf Raumtemp. erwdrmen und
rithrt iiber Nacht. Der Ansatz wird auf dasselbe Volumen Wasser gegeben und die Pha-
sen getrennt. Die wéssrige Phase wird noch dreimal mit Dichlormethan bzw. Essigester
extrahiert, die vereinigten org. Phasen werden nacheinander mit ges. Natriumhydrogen-
carbonatlsg., 1M Salzdure und ges. Natriumchloridlsg. gewaschen, iiber Magnesiumsul-
fat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel in vacuo entfernt. Reinigung erfolgt sdulen-
chromatographisch an Kieselgel.

AAV 5: Synthese 3-0-(3-Phthalimidopropyl)-modifizierter Zucker

Der OH-freie Zucker wird in trockenem Methanol suspendiert (40 ml/g), 1.05 eq. Dibu-
tylzinnoxid werden zugegeben und die Mischung wird 2 h unter Riickfluss erhitzt, wobei
eine klare Losung entsteht. Anschlieffend wird das Losungsmittel in vacuo entfernt und
der feste Riickstand mehrere Stunden im Hochvakuum getrocknet. Nach Zugabe von
trockenem Toluol (40 ml/g), TBAI (1 eq.) und 3-Brompropyl-phthalimid (3.7 eq.) wird
die Mischung 3 d bei 85 °C geriihrt. Im Falle von Methylmannosid wird DMF statt Toluol
als Losungsmittel verwendet, TBAI durch Césiumfluorid ersetzt und die Reaktion bei
Raumtemp. durchgefiihrt. Zur Aufarbeitung wird das Losungsmittel in vacuo entfernt
und das Produkt durch Chromatographie und/oder Kristallisation gereinigt.
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AAV 6: Entschiitzung von tert-Butoxycarbonylamino- und
tert-Butylester-Gruppen

Die geschiitzte Verbindung wird in Dichlormethan gelost (ca. 5 ml CH,Cl,/g Substanz)
und bei Raumtemp. unter Rithren mit derselben Menge TFA versetzt. Nach 10 min wer-
den die fliichtigen Bestandteile ohne Erwdrmen in vacuo entfernt, der Riickstand noch
dreimal mit etwas Toluol koevaporiert und anschlieffend wie in den Einzelvorschriften
beschrieben weiterbehandelt.

5.3 Einzelvorschriften

5.3.1 Vorschriften aus Kapitel 2

Methyl-2,4-di-O-benzoyl-3,6-di-O0-(3-{2,3,4,6-tetra- O-benzoyl-a-D-mannopyranosyloxy}-
propyl)-a-D-mannopyranosid (8)

0]

Nach AAV 1 wurden 316 mg (0.609 mmol) 4 mit 4.51 g (6.09 mmol) Bng/;}\

7 umgesetzt. Zur Reinigung wurde zuerst an Kieselgel (Laufmit- B2 i
tel: Toluol/Essigester, 9:1) und anschlieffend an Sephadex LH-20 5
(Laufmittel: Aceton) chromatographiert. Man erhielt einen weifsen B20 %
Schaum. O\/\/o L.
Ausbeute: 940 mg (92 %); S

OBz
[0]Z —54.1 (c 1.04, CHyCLy); B20" “oe:

IR (KBr): 3063, 2924, 1728, 1602, 1584, 1492, 1451, 1315, 1266, 1177, 1110, 1069, 1027, 974,
709 cm~1;

'H-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): 8 = 8.11-8.02 (m, 12H, 12 0-Aryl-H), 7.95-7.91, 7.83-7.80
(je m, je 4H, 8 o-Aryl-H), 7.61-7.45 (m, 7H, 7 p-Aryl-H), 7.45-7.30 (m, 19H, 3 p-Aryl-H, 16
m-Aryl-H), 7.25 (m¢, 4H, 4 m-Aryl-H), 6.10, 6.02 (je dd=t, je 1H, 3] = 10.1 Hz, 2 H-4), 5.89,
5.79 (je dd, je 1H, 3] = 10.1Hz, 3] = 3.3Hz, 2 H-3), 5.69 (dd, 1H, 3] = 3.3Hz, 3] = 1.8 Hz,
H-2), 5.65 (dd=~t, 1H, 3] = 9.9 Hz, H-4c), 5.62 (dd, 1H, 3] = 3.2Hz, 3] = 2.0Hz, H-2¢), 5.61
(dd, 1H, 3] =3.3Hz, 3] = 1.8 Hz, H-2),5.08 (d, 1H, 3] = 1.7Hz, H-1),4.92 (d, 1H, 3] = 1.7Hz,
H-1c), 4.74 (d, 1H, 3] = 1.7Hz, H-1), 4.67 (dd, 1H, ?] = 12.1Hz, 3] = 2.5 Hz, H-6"), 4.50 (dd,
1H, 2] = 12.2Hz, 3] = 2.6 Hz, H-6"), 4.46 (dd, 1H, ?] = 12.2Hz, 3] = 42 Hz, H-6), 4.41-4.35
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(m, 2H, H-5, H-6), 4.18 (m,, 1H, H-5), 4.08 (m., 1H, H-5¢), 4.06 (dd, 1H, 3] =9.7Hz, 3] =
3.2Hz, H-3¢c), 3.92, 3.82 (je m¢, je 1H, 2 OCHH), 3.73-3.54 (m, 6H, H-6¢, H-6¢”, 4 OCHH),
3.50-3.44 (m., 1H, OCHH), 3.48 (s, 3H, OCHj3), 3.40 (m, 1H, OCHH), 1.97, 1.75 (je m,, je
2H, 2 OCH,CH,CH,0) ppm;

BC-NMR (125.76 MHz, CDCl;): & = 166.09, 166.04, 165.61, 165.46, 165.43, 165.40, 165.38,
165.27, 165.13 (10 C=0), 133.35, 133.34, 133.31, 133.29, 133.16, 133.07, 133.02, 132.96 (10 p-
Aryl-C), 129.91, 129.88, 129.80, 129.74, 129.68, 129.66 (20 0-Aryl-C), 129.58, 129.47, 129.36,
129.15, 129.10, 129.03, 128.98 (10 Aryl-C,), 128.51, 128.44, 128.40, 128.39, 128.35, 128.23,
128.21 (20 m-Aryl-C), 98.87 (C-1c), 97.58, 97.46 (2 C-1), 76.12 (C-3c), 70.45, 70.37 (2 C-2),
70.18 (C-6c), 70.08, 69.98 (2 C-3, C-5¢), 68.91, 68.82, 68.71, 68.55 (C-2c, C-4c, 2 C-5), 68.08
(CH,), 66.91, 66.90 (2 C-4), 66.60, 65.29, 65.27 (3 CHy), 62.84, 62.74 (2 C-6), 55.30 (OCHs),
29.78,29.59 (2 OCH,CH,CH,0) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir CosHgsNaO»g: 1697.5198; gef.: 1697.5121.

Methyl-3,6-di-O-(3-{0-D-mannopyranosyloxy}-propyl)-a-D-mannopyranosid (9)

nigung wurde an Sephadex LH-20 (Laufmittel: Methanol) chroma-

Nach AAV 2 wurden 298 mg (0.178 mmol) 8 entschiitzt. Zur Rei- Hi%>0>\o
tographiert, anschlieffend in Wasser gelost und lyophilisiert. Man .

OH

HO -Q

erhielt einen farblosen Schaum. ﬁ%

O
Ausbeute: 97.3 mg (86 %); and OMe
[0]% +70.3 (c 0.640, CH,Cl,); Ho

OH
HO OH

IR (KBr): 3440 (br), 2926, 1637, 1135, 1103, 1055, 974, 812 cm~1;

H-NMR (500 MHz, MeOH-D,): § = 479 (d, 1H, 3] = 1.6Hz, H-1), 478 (d, 1H, 3] =
1.5Hz, H-1), 4.67 (d, 1H, 3] = 1.7Hz, H-1c), 3.97 (dd, 1H, 3] = 3.2Hz, 3] = 1.8Hz, H-
2¢), 3.93-3.53 (m, 24H, H-4c, H-5¢, H-6¢, H-6¢", 2 H-2, 2 H-3, 2 H-4, 2 H-5, 2 H-6, 2 H-6", 2
OCH,CH,CH,0), 3.45 (dd, 1H, 3] =9.2 Hz, 3] = 3.3 Hz, H-3¢), 3.41 (s, 3H, OCHj3), 1.95-1.86
(m, 4H, 2 OCH,CH,CH,0) ppm;

I3C-NMR (125.76 MHz, MeOH-Dy,): § = 102.66 (C-1c), 101.58, 101.50 (2 C-1), 80.98 (C-3c),
74.52, 74.64, 73.50, 72.69, 72.22 (5 CH), 71.60, 69.42 (2 CH,), 68.94 (C-2¢), 68.77, 68.69 (2
CH), 67.76 (CH>), 67.66 (CH), 65.41, 65.39, 63.01, 62.94 (4 CH,), 55.35 (OCH3), 31.09, 30.84
(2 OCH,CH,CH,0) ppmy;

HRESI-MS: /2 [M + Nal* ber. fiir Co5H4NaOsg: 657.2576; gef.: 657.2534.
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p-Methoxyphenyl-3,6-di-O-allyl-a-D-mannopyranosid (16)

Eine Suspension von 9.50 g (33.2 mmol) p-Methoxyphenyl-o- \7\
D-mannopyranosid 15 in 300 ml trockenem Toluol wurde mit o
25.4 ml (49.8 mmol) Bis-(tributylzinn)-oxid versetzt und 4 h unter Ho
Riickfluss am Wasserabscheider erhitzt. Nach Abkiihlung wur- 7~ o

den zu der entstandenen klaren Losung 28.1 ml (332 mmol) Allyl- \©\0Me
bromid und 3.21 g (9.96 mmol) TBABr gegeben und der Ansatz

rithrte 7 d bei 80 °C unter Argonatmosphére. Entfernen des Losungsmittels in vacuo er-
gab einen oligen Riickstand. Dieser wurde in 300 ml Essigester aufgenommen, mit 30 ml
ges. Kaliumfluoridlsg. versetzt und die erhaltene Mischung 2 h kriftig gertihrt. Der aus-
gefallene weifle Niederschlag wurde abfiltriert und mit Essigester gewaschen. Nach Pha-
sentrennung wurde die organische Phase tiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert, das
Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch an Kiesel-
gel gereinigt (Laufmittel: Toluol/Essigester, 1:1). Man erhielt ein farbloses Ol.

Ausbeute: 6.15 g (51 %);
[0]Z +87.0 (c 1.99, CHyCly);
IR (KBr): 3432 (br), 2928, 1508, 1218, 1105, 1036, 928, 829, 751 cm ™ !;

'H-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): § = 7.01, 6.82 (je d, je 2H, 3] = 9.1Hz, 4 Aryl-H),
6.00 (dddd, 1H, 3] = 17.0Hz, 3] = 104Hz, 3] = 5.8Hz, 3] = 5.8Hz, CH=CH,), 5.87
(dddd, 1H, 3] = 17.2Hz, 3] = 10.4Hz, 3] = 5.6Hz, 3] = 5.6 Hz, CH=CH,), 5.49 (d, 1H,
3] = 1.7Hz, H-1), 5.37 (dddd, 1H, 3] = 17.2Hz, %] = 1.5Hz, ] = 1.5Hz, %] = 1.5Hz,
CH=CHyssH), 5.27-5.24 (m, 1H, CH=CH_;;H), 5.24 (dddd, 1H, 3] = 17.2Hz, %] = 1.6 Hz,
4T = 1.6Hz, %] = 1.6 Hz, CH=CHy,;,sH), 5.16 (dddd, 1H, 3] = 104Hz, ?] = 1.5Hz, ¥ =
1.4Hz, 4] = 1.4Hz, CH=CH,;;H), 4.28 (dddd, 1H,?] = 12.6 Hz, 3] =5.7Hz, 4] = 1.3Hz, %] =
1.3Hz, CHHCH=CHy,), 4.22 (dddd, 1H, ?] = 12.6 Hz, 3] = 5.8 Hz, 4] = 1.3Hz, 4] = 1.3Hz,
CHHCH=CHy,), 4.19 (dd, 1H, 3] = 3.3Hz, 3] = 1.8 Hz, H-2), 4.03 (dddd, 1H, ?] = 12.8 Hz,
31=5.6Hz, 4] =1.4Hz, % = 1.4Hz, CHHCH=CH,), 4.01-3.98 (m, 1H, CHHCH=CH,), 3.99
(dd=t, 1H, 3] = 9.5 Hz, H-4), 3.88 (ddd, 1H, 3] =9.4Hz, 3] = 45Hz, 3] = 45Hz, H-5), 3.81
(dd, 1H, 3] = 9.2Hz, 3] = 3.4Hz, H-3), 3.77 (s, 3H, OCH3), 3.72 (dd, 1H, ?] = 10.4Hz, 3] =
4.6 Hz, H-6), 3.67 (dd, 1H, ?] = 10.4Hz, 3] = 4.4Hz, H-6"), 2.84, 2.61 (je br s, je 1H, 2 OH)
ppm;

BC.NMR (125.76 MHz, CDCl3): § = 155.00, 150.13 (2 Aryl-Cg), 13437, 134.30 (2 CH=
CH,), 117.81 (CH=CHy,), 117.80 (2 Aryl-C), 117.16 (CH=CHy,), 114.58 (2 Aryl-C), 98.43
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(C-1), 78.78 (C-3), 72.46, 70.93 (2 CH,CH=CH,), 70.65 (C-5), 70.20 (C-6), 67.98, 67.83 (C-2,
C-4), 55.61 (OCH3) ppmy;

HRESI-MS: m/z [M + Na]" ber. fiir C19H,NaOy: 389.1571; gef.: 389.1575.

p-Methoxyphenyl-3,6-di-O-allyl-2,4-di- O-benzoyl-a-D-mannopyranosid (17)

Nach AAV 4 wurden 6.15 g (16.8 mmol) des Mannosids 16 ben- \i
zoyliert (Extraktion mit Dichlormethan). Nach Sdulenchroma- o
tographie an Kieselgel (Laufmittel: Cyclohexan/Essigester, 3:1) 80"\~
wurde das Produkt als farbloses Ol erhalten. 7~

OMe

Ausbeute: 9.64 g (quant.);
[0]5 +7.9 (c 1.55, CHCly);
IR (KBr): 2910, 1727, 1602, 1507, 1452, 1360, 1265, 1215, 1108, 1027, 927, 827, 711 cm~};

'H-NMR (300 MHz, CDCl3/TMS): & = 8.13, 8.08 (je mc, je 2H, 4 o-Aryl-H), 7.59 (m¢, 2H, 2
p-Aryl-H), 7.51-7.42 (m, 4H, 4 m-Aryl-H), 7.11, 6.84 (je m., je 2H, 4 Aryl-H), 5.89-5.66 (m,
4H, H-2, H-4, 2 CH=CH,), 5.59 (d, 1H, 3] = 1.9Hz, H-1), 5.20 (dddd, 2H, 3] = 17.3Hz, ?]
=1.6Hz, %] =1.6Hz, 4] = 1.6 Hz, 2 CH=CHy,,sH), 5.07 (m., 2H, 2 CH=CH_;;H), 4.30 (dd,
1H, 3] = 9.6 Hz, 3] = 3.3 Hz, H-3), 4.27 (m., 1H, H-5), 4.17 (dddd~ddt, 1H, %] = 13.1Hz, 3]
=52Hz, %] = 1.5Hz, 4] = 1.5Hz, CHHCH=CH,), 4.04 (dddd~ddt, 1H, 2] = 13.1Hz, 3] =
59Hz, 4] = 1.4Hz, 4] = 1.4Hz, CHHCH=CH,), 3.97 (m., 2H, CH,CH=CH), 3.78 (s, 3H,
OCH3), 3.69-3.60 (m, 2H, H-6, H-6") ppm;

13C.NMR (75.47 MHz, CDCl3): § = 165.79, 165.45 (2 C=0), 155.34, 150.18 (2 Aryl-Cy),
134.39, 134.23 (2 CH=CHy), 133.33, 133.18 (2 p-Bz-C), 130.02, 129.74 (4 0-Bz-C), 129.48 (2
Bz-Cy), 128.45, 128.40 (4 m-Bz-C), 118.25 (2 Aryl-C), 117.45, 116.79 (2 CH=CHj), 114.59
(2 Aryl-C), 97.31 (C-1), 74.38 (C-3), 72.38, 70.79 (2 CH,CH=CHy,), 70.73 (C-5), 69.20 (C-2,
C-6), 68.75 (C-4), 55.61 (OCH3) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C33H34NaOg: 597.2095; gef.: 597.2064.
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0-(3,6-Di-O-allyl-2,4-di-O-benzoyl-o-D-mannopyranosyl)-trichloracetimidat (11)

16.5 g (28.7 mmol) des Mannosids 17 wurden in 190 ml Aceto- \\4
nitril/Wasser (4:1) bei 0°C gelost und 47.2 g (86.1 mmol, 3 eq.) P o
CAN wurden zugegeben. Nach 3 h Riihren bei Raumtemp. wur- %0 \"—[°

de mit 400 ml Essigester versetzt, nacheinander mit je 100 ml Was- 7~ O._CCl
ser, ges. Natriumhydrogencarbonatlsg. und nochmal mit Wasser ge- NH

waschen, tiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel in vacuo
entfernt. Der Riickstand wurde an Kieselgel chromatographiert (Laufmittel: Cyclohex-
an/Essigester, 3:1), wobei man 9.14 g eines tiefroten Feststoffes erhielt. Dieser wurde
zusammen mit 19.6 ml (195 mmol) Trichloracetonitril unter Argonatmosphére in 90 ml
trockenem Dichlormethan gelost. Nach Zugabe von 0.2 ml DBU bei 0°C liefs man 1 h
bei Raumtemp. riithren. Fliichtige Substanzen wurden in vacuo bei Raumtemp. entfernt
und der Riickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: Cyclo-
hexan/Essigester, 4: 1). Die Substanz wurde als farbloser Sirup erhalten.

Ausbeute: 9.27 g (53 %, tiber 2 Stufen);
[0]Z —26.4 (c 0.520, CH,Cly);

IR (KBr): 3447, 2921, 1729, 1676, 1452, 1320, 1264, 1107, 1069, 1028, 975, 934, 840, 796, 710,
644 cm—1;

'H-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): & = 8.79 (s, 1H, NH), 8.13, 8.07 (je m,, je 2H, 4 o-Aryl-
H), 7.62-7.58 (m, 2H, 2 p-Aryl-H), 7.50-7.45 (m, 4H, 4 m-Aryl-H), 6.48 (d, 1H, 3] = 2.1 Hz,
H-1), 5.82 (dddd, 1H, 3] = 17.2Hz, 3] = 10.4Hz, 3] = 5.6 Hz, 3] = 5.6 Hz, CH=CH,), 5.75
(dd=t, 1H, 3] = 10.0 Hz, H-4), 5.74 (dd, 1H, 3] = 3.3Hz, 3] = 2.2 Hz, H-2), 5.70 (dddd, 1H, 3]
=17.2Hz,3] =10.3Hz,3] =6.3Hz, 3] = 5.4 Hz, CH=CH,), 5.21 (dddd, 1H, 3] = 17.3Hz,?] =
1.7Hz, 4] = 1.7Hz, 4] = 1.7Hz, CH=CH},,,sH), 5.16 (dddd, 1H, 3] = 17.2Hz, %] = 1.6 Hz, 4]
= 1.6 Hz, %] = 1.6 Hz, CH=CHj,,,sH), 5.10-5.05 (m, 2H, 2 CH=CH_;;H), 4.29 (ddd, 1H, 3] =
10.1Hz, 3] = 4.0Hz, 3] = 4.0Hz, H-5), 4.20 (dd, 1H, 3] = 9.8 Hz, 3] = 3.3Hz, H-3), 4.14-4.09
(m, 1H, CHHCH=CHy), 4.03-3.98 (m, 3H, 3 CHHCH=CH,), 3.67 (m., 2H, H-6, H-6") ppm;

I3C-NMR (125.76 MHz, CDCl3): § = 165.52, 165.39 (2 C=0), 159.79 (C=NH), 134.39, 134.00
(2 CH=CHy,), 133.46, 133.25 (2 p-Aryl-C), 130.10, 129.77 (4 0-Aryl-C), 129.66, 129.27 (2 Aryl-
Cq), 128.50,128.43 (4 m-Aryl-C), 118.05,117.00 (2 CH=CH,), 95.18 (C-1), 90.83 (CCl3), 73.99
(C-3), 73.16 (C-5), 72.50, 70.95 (2 CH,CH=CHy,), 69.14 (C-6), 68.22, 67.67 (C-2, C-4) ppm;

HRESI-MS: /2 [M + Na]* ber. fiir CogH3ClsNNaOg: 634.0773; gef.: 634.0757.
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Methyl-3,6-di-O-(3-{3,6-di- O-allyl-2,4-di- O-benzoyl-o-D-mannopyranosyloxy}-propyl)-
2,4-di-O-benzoyl-a-D-mannopyranosid (10)

[0}

Nach AAV 1 wurden 478 mg (0.921 mmol) 4 mit 3.75 g ~— \_ge0p
(6.12 mmol) Imidat 11 umgesetzt. Reinigung erfolgte durch %\

Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel: Toluol/Essigester, e é i
\

8:1). Man erhielt einen farblosen Schaum. o /éca
O
Ausbeute: 1.03 g (79 %); o Lo
[a]5 —67.6 (c 0.510, CH,Cly); L5
0\=

(0]

IR (KBr): 2918, 1725, 1451, 1265, 1110, 1069, 1027, 711 cm™!; H o8z
l

H-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): § = 8.12-8.04 (m, 12H, 12 o-

Aryl-H), 7.59-7.47 (m, 6H, 6 p-Aryl-H), 7.47-7.39 (m, 12H, 12 m-Aryl-H), 5.81, 5.66 (je m,,
je 2H, 4 CH=CHy), 5.61 (dd=t, 1H, 3] = 9.9 Hz, H-4), 5.61 (m, 1H, H-2), 5.58 (dd=t, 1H,
3] = 10.1Hz, H-4), 5.53 (dd=t, 1H, 3] = 9.9Hz, H-4), 5.51 (m., 1H, H-2), 5.44 (dd, 1H, 3]
= 3.3Hz, 3] = 1.9Hz, H-2), 5.20 (dddd, 1H, 3] = 17.3Hz, 2] = 1.7Hz, %] = 1.7Hz, %] =
1.7Hz, CH=CH},;,sH), 5.19 (dddd, 1H, 3] = 17.3Hz, %] = 1.7Hz, 4] = 1.7Hz, %] = 1.7Hz,
CH=CHygnsH), 5.11 (m¢, 2H, 2 CH=CH}4,sH), 5.07, 4.98 (je m,, je 2H, 4 CH=CH,;;H), 4.97
(d, 1H, 3] = 2.0Hz, H-1), 4.92, 4.67 (je d, je 1H, 3] = 1.9 Hz, 2 H-1), 4.10-3.88 (m, 14H, 3
H-3, 3 H-5, 8 OCHHCH=CH),), 3.80 (m,, 2H, 2 OCHHCHy), 3.69 (dd, 1H, %] = 10.7 Hz,
3] =3.0Hz, H-6"), 3.65 (dd, 1H, %] = 10.7Hz, 3] = 5.5 Hz, H-6), 3.63-3.51 (m, 8H, 4 H-6, 4
OCHHCH),), 3.50-3.43 (m, 1H, OCHHCH,), 3.47 (s, 3H, OCHj3), 3.36 (m., 1H, OCHHCH),),
1.90, 1.72 (je m¢, je 2H, 2 OCH,CH,CH,0) ppm;

I3C-NMR (125.76 MHz, CDCl3): & = 165.82, 165.73, 165.63, 165.57, 165.55 (6 C=0), 134.56,
134.54, 134.39, 134.36 (4 CH=CH),), 133.33, 133.26, 133.24, 133.17, 133.16, 133.11 (6 p-Aryl-
(), 130.03, 130.01 (0-Aryl-C), 129.93, 129.85 (Aryl-Cq), 129.78 (0-Aryl-C), 129.75 (Aryl-Cy),
129.73 (0-Aryl-C), 129.67 (Aryl-Cq), 128.54, 128.51, 128.44, 128.43, 128.40 (12 m-Aryl-C),
117.23, 117.18, 116.89, 116.85 (4 CH=CH),), 98.88, 97.72, 97.70 (3 C-1), 75.88, 74.69, 74.65
(3 C-3), 72.54, 72.50, 70.67, 70.60 (4 CH,CH=CH),), 70.38 (C-6), 70.27, 70.17, 70.09 (3 C-5),
69.58, 69.48 (2 C-6), 69.36, 69.22 (2 C-2), 69.11, 69.07, 68.91 (C-2, 3 C-4), 68.54, 66.76, 65.06,
64.96 (4 OCH,CH),), 55.35 (OCH3), 29.80, 29.75 (2 OCH,CH,CH,O) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C7oHggNaOoy: 1441.5401; gef.: 1441.5416.
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Methyl-2,4-di-O-benzoyl-3,6-di- O-(3-{2,4-di- O-benzoyl-3,6-di- O-[3-hydroxypropyl]-a-D-
mannopyranosyloxy}-propyl)-c-D-mannopyranosid (19)

HQ

Das Tetraen 10 (216 mg, 0.152 mmol) wurde in 20 ml trockenem 2;

THF unter Argonatmosphdre mit 2.4 ml (1.2 mmol) 9-BBN (0.5M o B0 P

in THF) versetzt und 1 h unter Riickfluss erhitzt. Unter Eiskiih- g\ ;
lung wurden nun 0.1 ml Wasser und anschliefSend je 1.3 ml einer Bjo\j io

3M Natriumacetatlsg. (aq.) und Perhydrol (30%ig) tropfenweise o o 0Bz
zugegeben. Der Ansatz riihrte tiber Nacht, dann wurde die wass- . P

rige Phase durch Zugabe von festem Kaliumcarbonat gesattigt, o

die Phasen getrennt und die wéssrige Phase noch dreimal mit 820
je 20 ml TBME extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 0" Nos, oH
wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel in
vacuo entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch zu- "

ndchst an Kieselgel (Laufmittel: Essigester), dann an Sephadex LH-20 (Laufmittel: Di-
chlormethan/Methanol, 1:1) gereinigt. Das Produkt wurde als klebriger Schaum erhal-

ten.

Ausbeute: 91 mg (40 %);

[0]Z —74.4 (c 4.22, CHCLy);

IR (KBr): 3434, 2926, 2881, 1724, 1601, 1451, 1358, 1322, 1267, 1113, 1070, 1027, 712 cm ™ ;

H-NMR (300 MHz, CDCl3/TMS): § = 8.14-8.00 (m, 12H, 12 0-Aryl-H), 7.64-7.50 (m, 6H, 6
p-Aryl-H), 7.50-7.37 (m, 12H, 12 m-Aryl-H), 5.68-5.53 (m, 5H, 2 H-2, 3 H-4), 5.51 (dd, 1H,
3] =3.1Hz, 3] = 1.9 Hz, H-2), 5.00, 4.91, 4.69 (je d, je 1H, 3] = 1.7 Hz, 3 H-1), 4.10-4.02 (m,
1H, H-5),4.05 (dd, 1H, 3] =9.7 Hz, 3] = 3.3 Hz, H-3), 4.02-3.94 (m, 1H, H-5), 3.99 (dd, 1H, 3]
=9.7Hz, 3] = 3.3Hz, H-3), 3.94-3.30 (m, 32H, H-3, H-5, 3 H-6, 3 H-6", 2 OCH,CH,CH,0,
4 OCH,CH,CH,0H), 3.47 (s, 3H, OCH3), 2.85, 2.10 (je br, je 2H, 4 OH), 1.91 (m,, 2H,
OCH,CH,CH,0), 1.85-1.70 (m, 6H, OCH,CH,CH,0, 2 OCH,CH,CH,0H), 1.61-1.50 (m,
4H, 2 OCH,CH,CH,OH) ppm;

BC-NMR (76.47 MHz, CDCl;): § = 166.15, 166.02, 165.83, 165.69, 165.49 (6 C=0), 133.50,
133.44, 133.41, 133.33, 133.27 (6 p-Aryl-C), 129.94, 129.92, 129.72, 129.71 (10 o-Aryl-
C), 129.70 (Aryl-Cg), 129.66 (2 0-Aryl-C), 129.52, 129.46, 129.42, 129.40, 129.32 (5 Aryl-
Cy), 128.56-128.43 (12 m-Aryl-C), 98.82, 97.77, 97.73 (3 C-1), 76.21, 76.13, 75.80 (3 C-3),
70.20 (OCHy), 69.98, 69.96, 69.84 (3 C-5), 69.46, 69.31 (je 2 OCH,), 68.97, 68.85, 68.80,
68.77, 68.62, 68.56 (3 C-2, 3 C-4), 68.36, 67.46, 67.36, 66.57, 65.08, 64.95 (6 OCH,), 60.35,
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60.26, 59.70, 59.66 (4 OCH,CH,CH,OH), 55.32 (OCHj,), 32.27, 32.25, 32.10, 32.09 (4
OCH,CH,CH,0H), 29.72, 29.66 (2 OCH,CH,CH,0) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir Cy9HgsNaOpg: 1513.5824; gef.: 1513.5883.

Methyl-2,4-di-O-benzoyl-3,6-di- O-(3-{2,4-di- O-benzoyl-3,6-di-O-[3-(2,3,4,6-tetra-O-
benzoyl-a-D-mannopyranosyloxy)-propyl]-a-D-mannopyranosyloxy}-propyl)-o-D-

mannopyranosid (20)

Nach AAV 1 wurden 76 mg (51 umol) des Tetraols 19
mit 758 mg (1.02 mmol) des Imidats 7 umgesetzt.
Reinigung erfolgte durch Chromatographie an Kiesel-
gel (Laufmittel: Toluol/Essigester, 8: 1) und Sephadex
LH-20 (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol, 1:1).

Man erhielt einen weifSen Schaum.
Ausbeute: 105 mg (54 %);
[o]Z —69.7 (c 1.60, CHCls);

IR (KBr): 2958, 1727, 1602, 1584, 1451, 1316, 1266, 1177,
1109, 1068, 1026, 709 cm—1;

TH-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): § = 8.10-8.01 (m,
28H, 28 o-Aryl-H), 7.94-7.90, 7.83-7.78 (je m, je 8H, 16
o-Aryl-H), 7.61-7.22 (m, 66H, 66 Aryl-H), 6.09 (dd=t,

BzO-!
BzO.
O
0B
O

OBz

BzO.
BzO OBz
~0

Q

z o B2O P
0
BzO i

(¢}

o
OBz
BzO -Q
S~
OMe

BzO

O
o o;\/\ 0
/H O— OBz
OBz BzO
o OBz

OBz
BzO

2H, 3] = 10.1 Hz, 2 H-4), 6.01, 6.00 (je dd=t, je 1H, 3] =

10.1Hz, 2 H-4), 5.87 (dd, 2H, 3] = 10.1Hz, 3] = 3.3Hz, 2 H-3), 5.76 (2 dd=m,, 2H, 2 H-3),
5.68 (dd, 2H, 3] = 3.3 Hz, 3] = 1.8 Hz, 2 H-2), 5.67 (dd=t, 1H, 3] = 9.9 Hz, H-4), 5.63-5.56 (m,
6H, 4 H-2, 2 H-4), 5.50 (dd, 1H, 3] = 3.1Hz, 3] = 1.9Hz, H-2), 5.06 (d, 2H, 3] = 1.6 Hz, 2
H-1), 4.99, 4.89, 4.71 (je d, je 1H, 3] = 1.7Hz, 3 H-1), 4.70 (d, 2H, 3] = 1.7Hz, 2 H-1), 4.65
(me, 2H, 2 H-6), 4.49-4.42 (m, 4H, 4 H-6), 4.40-4.31 (m, 4H, 2 H-5, 2 H-6), 4.15 (m, 2H, 2
H-5), 4.08-3.98, 3.92-3.85 (je m, je 4H, 3 H-3, 3 H-5, 2 OCHHCH,CH,0), 3.84-3.76 (m, 4H,
4 OCHHCH,CH,0), 3.71-3.33 (m, 24H, 6 H-6, 18 OCHHCH,CH,0), 3.44 (s, 3H, OCHj3),
1.97-1.87, 1.80-1.66 (je m, je 6H, 6 OCH,CH,CH,0) ppm;

13C-NMR (125.47 MHz, CDCl3): § = 166.09, 166.04, 165.65, 165.58, 165.51, 165.42, 165.39,
165.36,165.26, 165.13 (22 C=0), 133.33, 133.30, 133.23, 133.12, 133.06, 133.03, 133.02, 132.95
(22 p-Aryl-C), 129.91, 129.81, 129.75, 129.69, 129.66 (44 0-Aryl-C), 129.49, 129.40, 129.18,
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129.15, 129.05, 129.00 (22 Aryl-Cq), 128.60-128.30, 128.23, 128.21 (44 m-Aryl-C), 98.80,
97.82,97.80 (3 C-1), 97.58, 97.44 (je 2 C-1), 76.21, 76.13, 75.83 (3 C-3), 70.44, 70.38, 70.25,
70.11, 70.04, 69.99, 69.85, 69.11, 68.88, 68.83, 68.78, 68.70, 68.49 (7 C-2,4 C-3,3 C-4, 7 C-5),
70.02, 69.91 (3 C-6), 68.47, 68.15, 68.11 (3 CH;), 66.90 (4 C-4), 66.72, 66.56, 66.53, 65.48,
65.34, 65.13, 65.00 (9 CHy), 62.85, 62.71 (je 2 C-6), 55.24 (OCH3), 29.77, 29.71, 29.61 (6
OCHzCHgCHzO) PP,

MALDI-TOF-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir Cp15H19gNaOgy: 3826.21; gef.: 3826.41;
m/z [M + K]+ ber. fiir C215H198KO641 384218, gef.: 3842.38.

Methyl-3,6-di-O-(3-{3,6-di- O-[3-(a-D-mannopyranosyloxy)-propyl]-o-D-
mannopyranosyloxy}-propyl)-c-D-mannopyranosid (21)

OH

Nach AAV 2 wurden 89 mg (23 umol) 20 in 24 d ent- HO .
HO,
schiitzt, anschlieffend chromatographisch an Sephadex ]\(\\go
LH-20 gereinigt (Laufmittel: Methanol) und lyophili- q
siert. Man erhielt einen farblosen, amorphen Feststoff. <
o Ho P

Ausbeute: 31 mg (88 %); /y\g

HO

25 .

[a]Z +69.5 (c 0.975, MeOH); . o/\) .
IR (KBr): 3435, 2925, 1637, 1136, 1105, 1054, 974, +o \/io/o
810 cm~1; [ 0 OMe

o8
TH-NMR (500 MHz, MeOH-Dy): & = 4.78-4.75 (m, 6H, 6 N~
H-1), 4.66 (d, 1H, 3] = 1.6 Hz, H-1), 3.98-3.94 (m, 3H, 3 7 Ton 0
H-2), 3.91-3.49 (m, 60H, 4 H-2, 4 H-3, 7 H-4, 7 H-5, 14 /H hH

(0]

H-6, 24 OCHH), 3.47-3.41 (m, 3H, 3 H-3), 3.39 (s, 3H, o R
OCHg3), 1.96-1.83 (m, 12H, 6 OCH,CH,CH,0) ppm; oL N

I3C-NMR (125.76 MHz, MeOH-Dg): § = 102.70, 101.66 (2 C-1), 101.62 (2 C-1), 101.54 (3 C-
1), 81.10, 81.09, 81.02 (3 C-3), 74.58, 74.51 (je 2 C-5), 73.62, 73.55, 73.52 (3 C-5), 72.71 (4 C-3),
72.25 (4 C-2),71.72,71.64, 71.57, 69.56, 69.49 (CH,), 69.10, 68.92 (CH), 68.80, 68.71 (je 2 C-4),
67.90, 67.80 (CHy), 67.76, 67.71 (CH), 65.77, 65.72, 65.42 (CH,), 63.06, 63.00 (je 2 C-6), 55.43
(OCHj3), 31.15 (2 OCH,CH,CH,0), 31.08 (OCH,CH,CH,0), 30.88 (2 OCH,CH,CH,0),
30.84 (OCH,CH,CH,0) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir Cs1H110NaOyy: 1537.6364; gef.: 1537.6402;
m/z [M + Na]?* ber. fiir C41H19NayOuy: 780.3134; gef.: 780.3149.
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Methyl-2,4-di-O-benzoyl-3,6-di- O-(6-hydroxy-4-thiahexyl)-a-D-mannopyranosid (23)

HO,

Nach AAV 3 wurden 1.50 g (3.11 mmol) des Mannosids 2 mit Z

6.5 ml (93 mmol) Mercaptoethanol umgesetzt. Sdulenchromato- S
graphische Reinigung an Kieselgel (Laufmittel: Essigester/Cy- S\
clohexan, 4:1) lieferte ein farbloses Ol. b
Ausbeute: 1.79 g (90 %); s \/B\ZO/O & "
[a]5 —53.5 (c 0.805, CH,Cly); "

IR (KBr): 3432, 2919, 1724, 1601, 1451, 1323, 1267, 1113, 1069, 1027, 713 cm ™~ ;

IH-NMR (500 MHz, CDCl;/TMS): & = 8.11, 8.06 (je mg, je 2H, 4 o0-Aryl-H), 7.60 (m, 2H,
2 p-Aryl-H), 7.48 (m,, 4H, 4 m-Aryl-H), 5.64 (dd=t, 1H, 3] = 9.9 Hz, H-4), 5.57 (dd, 1H,
3] =3.3Hz, 3] = 1.9Hz, H-2), 491 (d, 1H, 3] = 1.8 Hz, H-1), 4.03 (ddd, 1H, 3] = 10.1 Hz,
3] = 49Hz, 3] = 2.7Hz, H-5), 4.00 (dd, 1H, 3] = 9.7Hz, 3] = 3.3Hz, H-3), 3.74-3.57 (m,
6H, H-6, H-6", 2 OCHHCH,CH,S, 2 HOCHHCH,S), 3,51-3.45 (m, 1H, OCHHCH,CH,S),
3.48 (s, 3H, OCH3), 3.45-3.38 (m, 3H, OCHHCH,CH,S, 2 HOCHHCH,S), 2.68 (t, 1H, 3]
= 6.0 Hz, SCHHCH,OH), 2.68 (t, 1H, 3] = 6.1 Hz, SCHHCH,OH), 2.62 (t, 2H, 3] = 7.3 Hz,
SCH,CH,CH,0), 2.41-2.33 (m, 2H, SCH,CH,0H), 2.32-2.20 (m, 4H, SCH,CH,CH,0, 2
OH), 1.84, 1.61 (je m,, je 2H, 2 OCH,CH,CH,S) ppm;

BC-NMR (125.76 MHz, CDCl3): & = 165.74, 165.51 (2 C=0), 133.36, 133.33 (2 p-Aryl-
C), 129.90, 129.67 (4 0-Aryl-C), 129.56 (Aryl-C,), 128.53, 128.50 (4 m-Aryl-C), 98.86 (C-
1), 75.99 (C-3), 69.98, 69.88 (OCH,CH,CH,S, C-5, C-6), 68.87, 68.76 (C-2, C-4), 68.13
(OCH,CH,CH,S), 60.36, 60.00 (2 HOCH,CH,S), 55.30 (OCHj), 35.21, 34.90 (2 SCH,CH,-
OH), 29.92, 29.80 (2 SCH,CH,CH,0), 28.24, 27.77 (2 SCH,CH,CH,0) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C3;H;,NaO1(S,: 661.2112; gef.: 661.2141.
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Methyl-2,4-di-O-benzoyl-3,6-di- O-(3-{2,4-di- O-benzoyl-3,6-di- O-[6-hydroxy-4-thiahexyl]-
oa-D-mannopyranosyloxy}-propyl)-o-D-mannopyranosid (24)

HO—\_
Nach AAV 3 wurden 238 mg (0.168 mmol) der unge- S\_\—

sdttigten Verbindung 10 mit 0.70 ml (10 mmol) Mercap- QTAA
toethanol umgesetzt. Sdulenchromatographische Reini- B o i
gung an Sephadex LH-20 (Laufmittel: Methanol) lieferte f o
einen farblosen, glasartigen Feststoff. 820 %
Ho/ S o
ad OMe
Ausbeute: 265 mg (91 %); %
Oy
BzO
[a]2 —61.2 (c 1.82, CHyCly); 0 S W
IR (KBr): 3447 (br), 2920, 1724, 1601, 1451, 1323, 1266, SJ)

1112, 1069, 1026, 802, 712 cm ™~ 1;

TH-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): § = 8.12-8.03 (m,

12H, 12 o-Aryl-H), 7.61-7.40 (m, 18H, 18 Aryl-H), 5.65-

5.55 (m, 4H, H-2c, 3 H-4), 5.54, 5.46 (je dd, je 1H, 3] = 3.1Hz, 3] = 1.9Hz, 2 H-2),
497 (d, 1H, 3] = 1.6Hz, H-1), 492 (d, 1H, 3] = 1.5Hz, H-1c), 468 (d, 1H, 3] =
1.6 Hz, H-1), 4.09-4.04 (m, 1H, H-5), 4.06 (dd, 1H, 3] = 9.7Hz, 3] = 3.3Hz, H-3), 4.01-
3.97 (m, 1H, H-5), 3.96 (dd, 1H, 3] = 9.7Hz, 3] = 3.3Hz, H-3), 3.88-3.83 (m, 1H, H-
5), 3.86 (dd, 1H, 3] = 9.7Hz, 3] = 3.3Hz, H-3), 3.82-3.34 (m, 30H, 3 H-6, 3 H-6", 8
OCHHCH,CH,0, 8 OCHHCH,CH,S, 8 SCH,CHHOH), 3.48 (s, 3H, OCH3), 2.65 (m,, 4H,
4 SCHHCH,0H), 2.59 (m, 4H, 4 SCHHCH,CH,0), 2.40-2.33 (m, 4H, 4 SCHHCH,OH),
2.33-2.19 (m, 4H, 4 SCHHCH,CH,0), 1.91 (m,, 2H, 2 OCH,CHHCH,0), 1.87-1.68 (m, 6H,
4 SCH,CHHCH,0, 2 OCH,CHHCH,0), 1.66-1.52 (m, 4H, 4 SCH,CHHCH,0) ppm;

BC-NMR (125.76 MHz, CDCl3): & = 165.67, 165.50 (6 C=0), 133.33, 133.30, 133.27 (6 p-
Aryl-C), 129.91, 129.88, 129.65 (12 0-Aryl-C), 129.59, 129.54 (6 Aryl-Cy), 128.49, 128.47 (12
m-Aryl-C), 98.81 (C-1c), 97.74, 97.70 (2 C-1), 76.09, 76.03, 75.81 (3 C-3), 70.24 (OCH,),
69.99 (3 C-5), 69.96, 69.93, 69.91, 69.80, 69.69 (OCHy), 69.01, 68.96, 68.86, 63.84, 68.77,
68.72 (3 C-2, 3 C-4), 68.42, 68.10, 68.07 (2 C-6, OCH,), 66.63 (C-6), 65.05, 64.89, 60.42, 60.00
(OCH,), 55.31 (OCH3), 35.13, 34.84, 34.83 (4 SCH,CH,OH), 29.91, 29.84, 29.81, 29.72, 29.67
(2 OCH,CH,CH,0, 4 SCH,CH,CH,0), 28.25, 27.75 (2 SCH,CH,CH,0) ppm;

HRESI-MS: /2 [M + Na]* ber. fiir Cg;H1190NaO,sSy: 1753.5959; gef.: 1753.5939.
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Methyl-2,4-di-O-benzoyl-3,6-di-O-(3-{2,4-di-O-benzoyl-3,6-di- O-[6-(2,3,4,6-tetra-O-
benzoyl-a-D-mannopyranosyloxy)-4-thiahexyl]-o-D-mannopyranosyloxy}-propyl)-o-D-
mannopyranosid (25)

Nach AAV 1 wurden 202 mg %

(0.116 mmol) des Tetraols 24 mit 820;§>>\0_LS

1.72 g (2.32 mmol) des Imidats 7 \_\_O Bz0_O
umgesetzt.  Reinigung  erfolgte /Z>>\ {

durch Chromatographie an Kiesel- o " g i

gel (Laufmittel: Toluol/Essigester, . /gﬁ\ f . [ o8z
8:1). Man erhielt einen gelblichen 820 /"% \/\/&
Feststoff. ° one

OBz

Ausbeute: 146 mg (31 %); 820 o 0Bz
i Q OB/z\/\ S/\/0\<<2/
[o]Z —54.1 (c 1.05, CHyCly); d 0Bz 0B

IR (KBr): 3063, 2923, 1727, 1602, 1451, H
1316, 1266, 1177, 1109, 1069, 1026, ©
709 cm~1; %

BzO OBz

'TH-NMR (300 MHz, CDCl3/TMS): 0Bz

8 = 8.14-7.99 (m, 28H, 28 0-Aryl-H), 7.98-7.90, 7.86-7.79 (je m, je 8H, 16 o-Aryl-H), 7.62-
7.14 (m, 66H, 66 Aryl-H), 6.17-6.04 (m, 4H, 4 H-4), 5.93-5.83 (m, 4H, 4 H-3), 5.69 (m, 2H,
2 H-2), 5.66 (dd, 2H, 3] = 3.3Hz, 3] = 1.8 Hz, 2 H-2), 5.64-5.50 (m, 5H, 2 H-2, 3 H-4), 5.49
(dd, 1H, 3] = 3.0Hz, 3] = 1.9Hz, H-2), 5.10 (br, 2H, 2 H-1), 5.00 (d, 2H, 3] = 1.6 Hz, 2 H-
1), 499 (d, 1H, 3] = 1.4Hz, H-1), 491 (d, 1H, 3] = 1.5Hz, H-1), 4.73-4.60 (m, 5H, H-1, 4
H-6), 4.55-4.38 (m, 8H, 4 H-5, 4 H-6), 4.11-3.31 (m, 36H, 3 H-3, 3 H-5, 3 H-6, 3 H-6", 12
OCHy,), 3.46 (s, 3H, OCH3), 2.77 (2 ddd=t, 4H, 3] = 6.8 Hz, 2 SCH,CH,0), 2.63 (m,, 4H, 2
SCH,CH,CH,0), 2.44 (m,, 4H, 2 SCH,CH,0), 2.31 (m,, 4H, SCH,CH,CH,0), 1.99-1.50
(m, 12H, 2 OCH,CH,CH,0, 4 SCH,CH,CH,0) ppm;

13C-NMR (75.47 MHz, CDCls): § = 166.06, 165.64, 165.62, 165.46, 165.42, 165.36, 165.31 (22
C=0), 133.42, 133.38, 133.28, 133.26, 133.10, 133.02, 133.00 (22 p-Aryl-C), 129.90, 129.79,
129.76, 129.68 (44 0-Aryl-C), 129.56, 129.27, 129.25, 129.04, 129.03, 128.91 (22 Aryl-Cy),
128.62-128.31, 128.24 (44 m-Aryl-C), 98.79, 97.74,97.71 (3 C-1), 97.64, 97.52 (je 2 C-1), 76.02,
75.97, 75.81 (3 C-3), 70.39 (4 C-2), 70.32, 70.10, 70.06 (3 C-6), 69.99, 69.81 (4 C-3, 3 C-4,
3 C-5), 69.02, 68.93, 68.87-68.72 (3 C-2, 4 C-5), 68.45, 68.17, 68.06, 68.03, 67.81 (OCH,),
66.84-66.70 (4 C-4), 66.64, 65.06, 64.87 (OCH,), 62.76 (4 C-6), 55.27 (OCHs3), 31.21, 30.98
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(je 2 SCH,CH,0), 29.84, 29.74, 29.67, 29.57, 29.56 (2 OCH,CH,CH,0, 4 OCH,CH,CH,S),
29.24,28.97 (je 2 SCH,CH,CH,0) ppm;

MALDI-TOF: m/z [M + Na]* ber. fiir Cop3H»14NaOgsS4: 4069.36; gef.: 4068.89;
m/z [M + K]* ber. fiir CopsH14KOg4S4: 4085.47; gef.: 4085.17.

Methyl-3,6-di-O-(3-{3,6-di- O-[6-(0.-D-mannopyranosyloxy)-4-thiahexyl]-o-D-
mannopyranosyloxy}-propyl)-c-D-mannopyranosid (26)

Nach AAV 2 wurden 126 mg  "g "Q»°
(0.116 mmol) 25 in 21 d entschiitzt. o7 "\,
Reinigung erfolgte durch Chro-

\_\_ Ho_Q
matographie an Sephadex LH-20 W\O
HO

(Laufmittel: Methanol). AnschliefSen- q

OH i
de Gefriertrocknung aus Wasser mit % /8 P o
-Q
wenig Acetonitril ergab ein weifles "o oS \/io//o&
Lyophilisat. © OMe
o

Ausbeute: 47 mg (86 %); HO SN OH
(0]
[a]% +64.6 (c 1.36, MeOH); > S“%

IR (KBr): 3423, 2923, 1637, 1132, 1103, 7
1085, 1055, 976, 807 cm ™ ; OH

"H-NMR (500 MHz, MeOH-Dy): § = 3

4.81-4.79 (m, 4H, 4 H-1), 4.78, 4.77 (je oA\ o

d,je 1H, 3] = 1.7Hz, 2 H-1), 4.67 (d, 1H, 3] = 1.5Hz, H-1)°%.00-3.94 (m, 3H, 3 H-2), 3.92-
3.52 (m, 60H, 4 H-2, 4 H-3, 7 H-4, 7 H-5, 14 H-6, 24 OCHH), 3.47-3.41 (m, 3H, 3 H-3),
3.39 (s, 3H, OCH3), 2.77-2.70 (m, 12H, 4 SCH,CH,0, 4 SCHHCH,CH,0), 2.68 (m,, 4H, 4
SCHHCH,CH,0), 1.96-1.82 (m, 12H, 2 OCH,CH,CH,0, 4 SCH,CH,CH,0) ppm;

I3C-NMR (125.76 MHz, MeOH-Dy): § = 102.68 (C-1), 101.69 (4 C-1), 101.64, 101.53 (2 C-1),
81.13, 81.09, 81.03 (3 C-3), 74.83, 74.80, 73.56, 73.51, 73.49, 72.63, 72.17 (CH), 71.76, 71.67,
71.60, 71.09, 71.07, 69.56, 69.38 (CH,), 68.93, 68.91, 68.67, 68.65 (CH), 68.58, 68.56, 67.89
(CHy), 67.72, 67.70, 67.65 (CH), 65.72, 65.71, 63.00, 62.97 (CH,), 55.46 (OCH3), 32.51, 32.45
(je 2 SCH,CH,0), 31.21, 31.10, 31.07, 30.91 (2 OCH,CH,CH,0, 4 OCH,CH,CH,S), 30.18,
30.07, 30.06 (4 SCH,CH,CH,0) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir CeoH126NaO4yS4: 1777.6499; gef.: 1777.6474;
m/z [M + Na]?* ber. fiir Cg9H12NayO4S4: 900.3196; gef.: 900.3226.
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Methyl-2,4-di-O-benzoyl-3,6-di-O-(6-{2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-o-D-mannopyranosyloxy}-
4-thiahexyl)-a-D-mannopyranosid (27)

OBz

Nach AAV 1 wurden 115 mg (0.180 mmol) 23 mit 977 mg B20 0B
(1.32 mmol) 7 umgesetzt. Zur Reinigung wurde zuerst Bzg&q
an Kieselgel (Laufmittel: Cyclohexan/Essigester, 4:3) o)
und anschliefend an Sephadex LH-20 (Laufmittel: Di- zs
chlormethan/Methanol, 1:1) chromatographiert. Man
erhielt einen weifSen Schaum. io
OBz
Ausbeute: 197 mg (61 %); A
/\/5\/\/ OMe

[a]% —53.7 (¢ 0.580, CH,Cly); go
BzO.

IR (KBr): 3064, 2925, 1727, 1602, 1451, 1315, 1266, 1109, 7,

1069, 1026, 709 cm—1;

'H-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): § = 8.13-8.02 (m, 12H, 12 0-Aryl-H), 7.96-7.92, 7.85-7.81
(je m, je 4H, 8 0-Aryl-H), 7.60-7.22 (m, 30H, 20 m-Aryl-H, 10 p-Aryl-H), 6.10 (m., 2H, 2 H-
4),5.89,5.87 (je dd, je 1H, 3] = 10.1 Hz, 3] = 3.3 Hz, 2 H-3), 5.69, 5.67 (je dd, je 1H, 3] =3.3 Hz,
3] = 1.8 Hz, 2 H-2), 5.61-5.56 (m, 2H, H-2c, H-4¢), 5.10, 5.02 (je d, je 1H, 3] = 1.7 Hz, 2 H-1),
4.90 (d, 1H, 3] = 1.7Hz, H-1¢), 4.71-4.61 (m, 2H, 2 H-6), 4.53-4.41 (m, 4H, 2 H-5, 2 H-6), 4.07
(mc, 1H, H-5¢), 4.03 (dd, 1H, 3] = 9.8 Hz, 3] = 3.4Hz, H-3¢), 3.93 (ddd, 1H, 3] = 10.1 Hz, 3]
= 7.1Hz, 3] = 7.1 Hz, OCHHCH,S), 3.80-3.67 (m, 3H, OCHHCH,CH,S, 2 OCHHCH,S),
3.66-3.62 (m, 2H, H-6¢, H-6¢"), 3.61-3.51 (m, 3H, 2 OCHHCH,CH,S, OCHHCHS), 3.50-
3.49 (m, 1H, OCHHCH,S), 3.46 (s, 3H, OCH3), 2.79 (m., 2H, SCH,CH,0), 2.65 (mc, 2H,
SCH,CH,CH,0), 2.47 (m,, 2H, SCH,CH,0), 2.35 (m., 2H, SCH,CH,CH,0), 1.84, 1.64 (je
mc, je 2H, 2 SCH,CH,CH,0O) ppm;

IBC-NMR (125.76 MHz, CDCls): § = 166.12, 166.11, 166.10, 165.74, 165.46, 165.41, 165.36
(10 C=0), 133.46, 133.44, 133.40, 133.36, 133.14, 133.12, 133.05, 133.03 (10 p-Aryl-C), 129.95,
129.84, 129.80, 129.73 (20 0-Aryl-C), 129.33, 129.29, 129.11, 129.07, 128.99, 128.96 (10 Aryl-
Cq), 128.58, 128.52, 128.44, 128.43, 128.28 (20 m-Aryl-C), 98.82 (C-1c), 97.69, 97.58 (2 C-1),
75.93 (C-3c), 70.45 (2 C-2), 70.32 (C-6¢), 70.09 (OCH,), 70.02 (2 C-3), 69.98 (C-5¢), 69.08,
68.99, 68.96, 68.93 (C-2c, C-4c, 2 C-5), 68.22, 68.16, 67.93 (3 OCH,), 66.86, 66.83 (2 C-4),
62.83 (2 C-6), 55.28 (OCH3), 31.29, 31.08 (2 SCH,CH,0), 29.94, 29.58 (2 OCH,CH,CHS,S),
29.31,29.04 (2 SCH,CH,H,0) ppm;

HRESI-MS: /2 [M + Nal* ber. fiir CogHosNaO,sS,: 1817.5265; gef.: 1817.5260.
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Methyl-3,6-di-O-(6-{a-D-mannopyranosyloxy}-4-thiahexyl)-a-D-mannopyranosid (28)

Nach AAV 2 wurden 128 mg (71.3 pmol) 27 entschiitzt o OHOH
(Reaktionszeit: 21 d). Zur Reinigung wurde an Sephadex H&q
LH-20 (Laufmittel: Methanol) chromatographiert. Nach a
Lyophilisation wurde ein gelblicher Feststoff erhalten. Z

S
Ausbeute: 53 mg (quant.); i

[¢]

[a]® +66.2 (c 1.05, MeOH); . o

O.
IR (KBr): 3438 (br), 2924, 1637, 1203, 1134, 1055, 973, /\/S\/\/ OMe
807 cm~L; ol

HO.

H-NMR (300 MHz, MeOH-Dy): § = 4.79 (d, 2H, 3] = e

1.7Hz, 2 H-1), 4.65 (d, 1H, 3] = 1.8Hz, H-1c), 3.96 (dd,

1H, 3] = 3.2 Hz, 3] = 1.8 Hz, H-2c), 3.93-3.55 (m, 24H, 2 H-2, 2 H-3, 3 H-4, 3 H-5, 3 H-6, 3
H-6", 8 OCHH), 3.41 (dd, 1H, 3] = 9.0 Hz, 3] = 3.3 Hz, H-3¢), 3.38 (s, 3H, OCHj,), 2.77-2.63
(m, 8H, 2 CH,SCHy), 1.87 (m,, 4H, 2 OCH,CH,CH,S) ppm;

I3C-NMR (75.47 MHz, CDCl3): & = 102.70 (C-1c), 101.69, 101.68 (2 C-1), 81.03 (C-3c), 74.84,
74.82,73.46 (3 CH), 72.60, 72.17 (je 2 CH), 71.60, 71.02, 69.33 (3 CHy), 68.75, 68.65, 68.63 (C-
2¢,2 CH), 68.57, 68.54 (2 CHy), 67.57 (CH), 63.00, 62.96 (2 CH,), 55.38 (OCHj3), 32.45, 32.40
(2 SCH,CH,0), 31.18, 31.08 (2 OCH,CH,CH,S), 30.13, 30.01 (2 SCH,CH,CH,0) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir Co9Hs54NaO18S;: 777.2644; gef.: 777.2657.
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Methyl-2,4-di-O-benzoyl-3,6-di-O-(6-{3,6-di-O-allyl-2,4-di- O-benzoyl-c-D-
mannopyranosyloxy}-4-thiahexyl)-o-D-mannopyranosid (29)

Nach AAV 1 wurden 200 mg (0.313 mmol) 23 mit \2
1.46 g (2.38 mmol) des Imidats 11 umgesetzt. Zur o

Reinigung wurde zuerst an Kieselgel (Laufmittel: 820 0Bz

AL
Toluol/Essigester, 8:1) und anschlieffend an Sepha-

dex LH-20 (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol, Z
1:1) chromatographiert. Man erhielt einen weifSen s

Schaum. i

Ausbeute: 309 mg (65 %); B2
[0]% —51.6 (c 1.85, CHCly); s~ e

O
BzO-l
IR (KBr): 2918, 2866, 1724, 1451, 1265, 1110, 1070, /\/Oj\
1026, 711 cm™1; Bz0 Oz
\

'H-NMR (500 MHz, CDClz/TMS): § = 8.12-8.02 (m,

12H, 12 o-Aryl-H), 7.57 (m, 6H, 6 p-Aryl-H), 7.46 (m., 12H, 12 m-Aryl-H), 5.82 (m,,
2H, 2 CH=CHj,), 5.70-5.55 (m, 6H, 2 CH=CH,, H-2, 3 H-4), 5.53, 5.50 (je dd, je 1H, 3]
= 32Hz, 3] = 1.9Hz, 2 H-2), 5.21 (dddd, 1H, 3] = 17.3Hz, 2] = 1.7Hz, ] = 1.7Hz, %] =
1.7Hz, CH=CH,2nsH), 5.20 (dddd, 1H, 3] = 17.3Hz, %] = 1.6 Hz, 4] = 1.6 Hz, %] = 1.6 Hz,
CH=CHys;sH), 5.15-5.04 (m, 4H, 2 CH=CH},,sH, 2 CH=CH_;;H), 5.02 (d, 1H, 3] = 1.7Hz,
H-1),4.99 (m., 2H, 2 CH=CH_;;H), 4.93 (d, 1H, 3] =1.7Hz, H-1),4.91 (d, 1H, 3] = 1.6 Hz, H-
1), 4.13 (m,, 1H, H-5), 4.11-3.91 (m, 13H, 3 H-3, 2 H-5, 8 OCHHCH=CHy,), 3.88 (ddd, 1H,
31=10.3Hz,3] =7.0Hz, 3] =7.0Hz, OCHHCH,S), 3.74 (ddd, 1H, 3] =9.3Hz, 3] =5.7Hz, %]
= 5.7 Hz, OCHHCH,CH,S), 3.71-3.51 (m, 10H, 6 H-6, 2 OCHHCH,S, 2 OCHHCH,CH,S),
3.50-3.43 (m, 2H, OCHHCH,S, OCHHCH,CH,S), 3.47 (s, 3H, OCHj3), 2.74 (m., 2H, 2
CHHCH,O0), 2.64 (m., 2H, 2 SCHHCH,CH,0), 2.44 (m., 2H, 2 CHHCH,0), 2.35 (m,,
2H, 2 SCHHCH,CH,0), 1.86, 1.65 (je mc, je 2H, 2 OCH,CH,CH,S) ppm;

I3C.NMR (125.76 MHz, CDCly): & = 165.78, 165.75, 165.68, 165.49, 165.40 (6 C=0), 134.42,
134.40, 134.23 (4 CH=CH,), 133.30, 133.26, 133.22, 133.20, 133.12, 133.11 (6 p-Aryl-C),
129.96,129.91 (0-Aryl-C), 129.81, 129.79, 129.74 (Aryl-Cg), 129.71 (0-Aryl-C), 129.63, 129.60
(Aryl-Cq), 128.50, 128.46, 128.39, 128.37 (12 m-Aryl-C), 117.22, 116.93, 116.89 (4 CH=CH),),
98.79, 97.79, 97.67 (3 C-1), 75.89, 74.53, 74.48 (3 C-3), 72.47, 72.44, 70.65, 70.62 (4 CH,CH=
CHy,), 70.40, 70.30 (2 C-5), 70.27, 70.12 (2 OCHy,), 69.96 (C-5), 69.43, 69.39 (2 OCHy,), 69.26,
69.23 (2 C-2), 68.92, 68.87 (C-2, 3 C-4), 68.14 (OCH,CH,CH,S), 67.65, 67.44 (2 OCH,),
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55.25 (OCH3), 31.26, 31.15 (2 SCH,CH,0), 29.85, 29.52 (2 OCH,CH,CH5,S), 29.15, 28.95 (2
SCH2CH2CH20) ppm;

HRESI-MS: /z [M + Na]* ber. fiir Cg3HosNaO04Sy: 1561.5469; gef.: 1561.5418.

Methyl-2,4-di-O-benzoyl-3,6-di- O-(6-{2,4-di- O-benzoyl-3,6-di- O-[6-hydroxy-4-thiahexyl]-
a-D-mannopyranosyloxy}-4-thiahexyl)-o-D-mannopyranosid (30)

Nach AAV 3 wurden 211 mg (0.137 mmol) H?
der ungesittigten Verbindung 29 mit 576 ul S
(8.22 mmol) Mercaptoethanol umgesetzt. %
Saulenchromatographische Reinigung an 5
Kieselgel (Laufmittel: Essigester/Cyclohe- AN S
xan, 5:1) und anschlieffend an Sephadex

LH-20 (Laufmittel: Dichlormethan/Metha- Oz
nol, 1:1) lieferte einen farblosen Schaum. s

Ausbeute: 239 mg (94 %); i

[o]5 —43.9 (c 1.80, CHCls); B20 2

IR (KBr): 3435, 2920, 2870, 1724, 1322, 1266, o0 ol
1112, 1070, 1027, 713 cm™1; HONSWOJ
H-NMR (300 MHz, CDCl3/TMS): § = 8.14- B20

8.02 (m, 12H, 12 o-Aryl-H), 7.64-7.55 (m, 6H, i
6 p-Aryl-H), 7.53-7.42 (m, 12H, 12 m-Aryl-H), ?
5.65, 5.63 (je dd=t, je 1H, 3] = 10.0 Hz, 2 H-4), o
5.60-5.54 (m, 3H, 2 H-2, H-4), 5.53 (dd, 1H, 3] = 3.2 Hz, 3] = 1.9Hz, H-2), 5.02 (d, 1H, 3] =
1.8Hz, H-1),4.93 (d, 1H, 3] = 1.7Hz, H-1), 491 (d, 1H, 3] = 1.6 Hz, H-1), 4.14-3.92 (m, 6H,
3 H-3,3 H-5), 3.87 (ddd, 1H, %] = 10.5Hz, 3] = 7.0Hz, 3] = 7.0 Hz, OCHHCH,S), 3.79-3.36
(m, 29H, 3 H-6, 3 H-6", 4 CH,OH, 15 OCHH), 3.48 (s, 3H, OCH3), 2.75 (t, 2H, 3] = 6.8 Hz,
SCH,CH,0), 2.69-2.55 (m, 12H, 10 SCHH, 2 OH), 2.46 (t, 2H, 3] = 6.7 Hz, SCH,CH,0),
2.42-2.16 (m, 12H, 10 SCHH, 2 OH), 1.91-1.51 (m, 12H, 6 OCH,CH,CH,S) ppm;

OMe

I3C-NMR (75.47 MHz, CDCl3): § = 165.72, 165.70, 165.53, 165.45 (6 C=0), 133.44-133.26
(6 p-Aryl-C), 129.91, 129.89, 129.73-129.64 (12 0-Aryl-C, Aryl-Cg), 129.63, 129.61, 129.56,
129.53, 129.50 (5 Aryl-Cq), 128.59-128.45 (12 m-Aryl-C), 98.78, 97.88, 97.77 (3 C-1), 75.96,
75.93, 75.88 (3 C-3), 70.18 (OCH,), 70.15 (C-5), 70.13 (OCH,), 70.05 (C-5), 69.98, 69.95
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(2 OCH,), 69.93 (C-5), 69.77, 69.73 (2 OCHy,), 68.90, 69.88, 68.86, 68.64 (3 C-2, 3 C-4),
68.19, 68.12, 67.62, 67.43 (5 OCH,), 60.42, 60.00 (je 2 CH,OH), 55.29 (OCH3), 35.16, 35.15,
34.84, 34.83 (4 SCH,CH,OH), 31.31, 31.17 (2 SCH,CH,0), 29.90, 29.87, 29.78, 29.53 (6
OCH,CH,CH,S), 29.16, 28.95 (2 SCH,CH,CH,0), 28.26, 27.73 (je 2 SCH,CH,CH,0) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]™ ber. fiir C9;H118NaO,gSs: 1873.6026; gef.: 1873.6035.

Methyl-2,4-di-O-benzoyl-3,6-di-O-(6-{2,4-di-O-benzoyl-3,6-di-O-[6-(2,3,4,6-tetra-O-
benzoyl-a-D-mannopyranosyloxy)-4-thiahexyl]-o-bD-mannopyranosyloxy}-4-thiahexyl)-
a-D-mannopyranosid (31)

Nach AAV 1 wurden 220 mg BBZSO]&EBZ
(0.119 mmol) des Tetraols 30 mit 9
1.76 g (2.38 mmol) des Imidats 7
umgesetzt. Reinigung erfolgte durch
Chromatographie an Kieselgel (Lauf-
mittel: Toluol/Essigester, 8:1) und
Sephadex LH-20 (Laufmittel: Di- 820

chlormethan/Methanol, 1:1). Man 2o B0 A S
erhielt einen weifen Schaum. %
Bz0 B2O z

Ausbeute: 274 mg (55 %); SS\

OBz

O/\/\m/\/o
)

[0]Z —47.2 (c 1.14, CHyCly); 0

IR (KBr): 2922, 1727, 1602, 1451, 1316, 0
1266, 1109, 1069, 1026, 709 cm™; and ove

O
BzO-!

IH-NMR (500 MHz, CDCl;/TMS): Bzozof\owswo%\r
Q

§ = 8.12-8.03 (m, 28H, 28 o-Aryl-H), B0
7.96-7.92, 7.84-7.80 (je m, je 8H, 16 o-

BzO BzO

Aryl-H), 7.61-7.22 (m, 66H, 66 Aryl- 52

H), 6.13-6.06 (m, 4H, 4 H-4), 5.89, 5.86 0

(je dd, je 2H, 3] = 10.1Hz, 3] = 3.3 Hz, %t

4 H-3), 5.68 (m¢, 2H, 2 H-2), 5.66 (dd, 20 N

2H, 3] = 1.8Hz, 3] = 3.3Hz, 2 H-2),
5.63, 5.62 (je dd=t, je 1H, 3] = 9.9 Hz, 2 H-4), 5.58-5.52 (m, 4H, 3 H-2, H-4), 5.09 (br, 2H, 2
H-1),5.02 (d, 1H, 3] = 1.7 Hz, H-1), 5.00 (d, 2H, 3] = 1.5Hz, 2 H-1), 4.94, 4.90 (je d, je 1H, 3]
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= 1.7Hz, 2 H-1), 4.70-4.62 (m, 4H, 4 H-6), 4.53-4.41 (m, 8H, 4 H-5, 4 H-6), 4.11 (m,, 1H, H-
5), 4.08-3.99 (m, 4H, 2 H-3, 2 H-5), 3.97 (dd, 1H, 3] = 9.8 Hz, 3] = 3.2 Hz, H-3), 3.94-3.84 (m,
3H, 3 OCHHCHS,S), 3.78-3.41 (m, 27H, 6 H-6, 9 OCHHCH,S, 12 OCHHCH,CH,S), 3.46
(s, 3H, OCH3), 2.81-2.71 (m, 6H, 6 SCHHCH,0), 2.68-2.59 (m, 6H, 6 SCHHCH,CH,0),
2.50-2.40 (m, 6H, 6 SCHHCH,0), 2.40-2.25 (m, 6H, SCHHCH,CH,0), 1.85 (m., 6H, 6
OCH,CHHCHS,S), 1.67-1.56 (m, 6H, 6 OCH,CHHCH,S) ppm;

I3C-NMR (150.90 MHz, CDCls): & = 166.06, 165.66, 165.42, 165.37, 165.31 (22 C=0), 133.40,
133.36, 133.30, 133.09, 132.99 (22 p-Aryl-C), 129.89, 129.78, 129.74, 129.67 (44 o-Aryl-C),
129.60, 129.57, 129.28, 129.26, 129.06, 129.03, 128.93, 128.92 (22 Aryl-Cy), 128.60-128.44,
128.40, 128.38, 128.23 (44 m-Aryl-C), 98.76,97.87,97.77 (3 C-1), 97.64, 97.53 (je 2 C-1), 75.88
(3 C-3),70.39 (4 C-2), 70.28 (C-6), 70.22, 70.16-69.90, 69.02, 68.94, 63.89, 68.75 (3 C-2, 4 C-3,
3C-4,7 C-5,2 C-6), 68.17, 68.10, 67.83, 67.59, 67.40 (12 OCHy), 66.80, 66.78 (je 2 C-4), 62.77
(4 C-6), 55.23 (OCH3), 31.28 (SCH,CH,0), 31.23 (2 SCH,CH,0), 31.14 (SCH,CH,0), 31.00
(2 SCH,CH,0), 29.85, 29.55, 29.24, 29.12, 28.95, 28.91 (6 OCH,CH,CH,S) ppm;

MALDI-TOF-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir Coo7HoNaOgsSe: 4186.23; gef.: 4186.44;
m/z [M + K]+ ber. fiir C227H222KO64S6: 420221, gef.: 4202.34.
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Methyl-3,6-di-O-(6-{3,6-di-O-[6-(c.-D-mannopyranosyloxy)-4-thiahexyl]-c-D-
mannopyranosyloxy}-4-thiahexyl)-a-D-mannopyranosid (32)

Nach AAV 2 wurden 251 mg “&%H
(60 umol) 31 in 24 d entschiitzt, P
anschlieffend chromatographisch an
Sephadex LH-20 gereinigt (Laufmit-
tel: Methanol) und aus Wasser mit

wenig Acetonitril lyophilisiert. Man

02

§
erhielt einen farblosen, voluminosen Ho ‘\&OQ
(0]

Feststoff. ” WO/\/SWO >
Ausbeute: 78 mg (68 %); oz

[0]% +67.4 (c 1.03, MeOH); i

IR (KBr): 3424, 2923, 1636, 1132, 1105, P o
1086, 1056, 976 cm ~!; 0

/\/ OMe
TH-NMR (500 MHz, MeOH-Dg): & = Wl /O

4.81-4.79 (m, 6H, 6 H-1), 4.66 (d, 1TH, __HoL 7o ~rS5P

3] = 1.7Hz, H-1), 3.98 (dd, 2H, 3] = Ho @
3.1Hz, 3] = 1.8Hz, 2 H-2), 3.97 (dd, "™ %

1H, 3] =3.2Hz, 3] = 1.8 Hz, H-2), 3.92- :

3.56 (m, 60H, 4 H-2, 4 H-3, 7 H-4, 20

7 H-5, 14 H-6, 24 OCHH), 3.47-3.41

(m, 3H, 3 H-3), 3.39 (s, 3H, OCH3), o
2.80-2.70 (m, 18H, 6 SCH,CH,O, 6 HO
SCHHCH,CH,0), 2.68 (m., 6H, 6

SCHHCH,CH,0), 1.95-1.82 (m, 12H, 6 SCH,CH,CH,0) ppm;

BC-NMR (125.76 MHz, MeOH-Dy): & = 102.68 (C-1), 101.75-101.65 (6 C-1), 81.09 (C-3),
81.04 (2 C-3), 74.83, 74.80 (je 2 C-5s), 73.74 (2 C-5), 73.48 (C-5), 72.63, 72.62 (4 C-3s), 72.17
(4 C-2s), 71.72, 71.03, 69.40, 69.34 (CH,), 63.84, 68.80, 68.67, 68.64 (CH), 68.58, 68.56 (CH,),
67.66 (CH), 63.01, 62.98 (je 2 C-6), 55.46 (OCHj), 32.52 (2 SCH,CH,0), 32.50, 32.46 (2
SCH,CH,0), 32.44 (2 SCH,CH,0), 31.20, 31.14, 31.10 (6 OCH,CH,CHS,S), 30.17, 30.12,
30.10, 30.02 (6 SCH,CH,CH,0) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir Cy3H134NaO4,S6: 1897.66; gef.: 1897.04.
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Methyl-3,6-di-O-(6-{3,6-di-O-[6-(0-D-mannopyranosyloxy)-4,4-dioxo-4-thiahexyl]-a-D-
mannopyranosyloxy}-4,4-dioxo-4-thiahexyl)-a-D-mannopyranosid (33)

Eine Losung von 26.5 mg (14.1 pmol) Ho— M

32 in 2 ml Wasser/Methanol (1:1) HO]%QS
wurde mit 49 mg (85 umol) MMPP P
(85%ig) versetzt und iiber Nacht bei 2 .
Raumtemp. geriihrt. AnschliefSend S<<O
wurden nochmals 13 mg (21 umol)

MMPP zugeben, die Losung mit o
10 ml Wasser verdiinnt, eingefro- H0. 0 /\c;\\s//\o/\'fo e

ren und lyophilisiert. Der Riickstand
wurde sdulenchromatographisch an Ho HO Z
Sephadex LH-20 gereinigt (Laufmit- So
tel: Wasser) und das Produkt als wei- i
3er, voluminoser Feststoff erhalten. on

Ausbeute: 19.7 mg (67 %); /\o> L~ 1
[a]Z +39.3 (c 0.530, H,0); o Ho?

IR (KBr): 3425, 2925, 1637, 1313, 1276, "° -
1128, 1086, 1056, 978 cm ™~ !; vd 3

IH-NMR (500 MHz, D,0): § = 4.80 o~
(d, 2H, 3] = 1.6Hz, 2 H-1), 4.79 (d, 20

4H, 3] = 1.6Hz, 4 H-1), 465 (H-

1c, im H,O-Peak), 4.07 (m., 6H, 6 %OH
OCHHCH,S0,), 4.03 (dd, 2H, 3] = o' Of

3.2Hz, 3] = 1.9Hz, 2 H-2), 4.00 (dd, 1H, 3] = 3.2Hz, 3] = 1.8 Hz, H-2¢), 3.85 (dd, 4H,
3] = 34Hz, 3] = 1.7Hz, 4 H-2s), 3.83 (m., 6H, 6 OCHHCH,SO,), 3.80-3.50 (m, 44H,
4 H-3, 7 H-4, 7 H-5, 14 H-6, 12 OCHHCH,CH,S0O,), 3.50-3.41 (m, 15H, 3 H-3, 12
OCH,CHHSO0,), 3.30 (s, 3H, OCHj3), 3.27 (m,, 12H, 12 OCH,CH,CHHSO,), 2.08-1.97 (m,
12H, 6 OCH,CH,CH,50,) ppm;

I3C-NMR (125.76 MHz, D,0): 5 = 102.88 (C-1c), 101.94 (6 C-1), 80.92 (C-3), 80.82 (2 C-3),
75.07, 73.74, 73.25, 72.58, 71.88 (CH), 71.57, 70.89, 70.83, 69.23, 69.16 (CH,), 68.64, 67.78,
67.75 (CH), 62.91, 62.57, 62.53 (CH,), 56.93 (OCH3), 54.21, 54.10, 53.25, 53.22, 53.15, 53.12
(6 CH,S0,CHy), 23.81, 23.48 (6 OCH,CH,CH,50,) ppm;

MALDI-TOF-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C;3H;34NaOs4Ss: 2089.60; gef.: 2089.34.
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Methyl-2,4-di-O-benzoyl-3,6-di- O-(6-phthalimido-4-thiahexyl)-o-D-mannopyranosid (36)

Das Diol 23 (100 mg, 0.157 mmol) wurde zusammen %O

mit 190 mg (0.723 mmol) Triphenylphosphin und 100 mg N

(0.680 mmol) Phthalimid in 2.5 ml trockenem THF gelost. © z
Nach tropfenweiser Zugabe von 110 ul (0.73 mmol) DEAD [
rithrte der Ansatz {iber Nacht. Entfernen des Losungsmittels i
und Sdulenchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: Essig- - [ 0B
ester/Cyclohexan, 4:3) und Sephadex LH-20 (Laufmittel: "

OMe

Dichlormethan/Methanol, 1:1) ergab das Produkt als farb- ] and
losen, glasartigen Feststoff.

Ausbeute: 84 mg (60 %);
[a]Z —39.6 (c 0.530, CH,Cly);
IR (KBr): 2925, 1772, 1716, 1396, 1266, 1112, 1070, 714 cm ™~ };

TH-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): & = 8.11-8.04 (m, 4H, 4 0-Bz-H), 7.84-7.81 (m, 4H, 4 o-
Phth-H), 7.73-7.69 (m, 4H, 4 m-Phth-H), 7.59-7.50 (m, 2H, 2 p-Bz-H), 7.49-7.40 (m, 4H,
4 m-Bz-H), 5.57 (dd=t, 1H, 3] = 9.9Hz, H-4), 5.57-5.56 (m, 1H, H-2), 492 (d, 1H, %] =
1.7Hz, H-1), 4.06 (ddd, 1H, 3] = 10.2Hz, 3] = 4.4Hz, 3] = 44Hz, H-5), 4.02 (dd, 1H,
3] = 9.7Hz, 3] = 3.3Hz, H-3), 3.84 (ddd=t, 2H, 3] = 7.1 Hz, PhthNCH,), 3.73 (m., 1H,
OCHHCH,CH,S), 3.65-3.62 (m, 2H, H-6, H-6"), 3.62-3.58 (m, 2H, PhthNCH}), 3.57-3.51
(m, 2H, 2 OCHHCH,CH,S), 3.50-3.44 (m, 1H, OCHHCH,CH,S), 3.48 (s, 3H, OCH3),
2.76 (m., 2H, SCH,CH,NPhth), 2.66 (ddd=t, 2H, 3] = 7.3Hz, SCH,CH,CH,0), 2.46
(ddd=t, 2H, SCH,CH,NPhth), 2.37 (m., 2H, SCH,CH,CH,0), 1.83, 1.63 (je m,, je 2H, 2
OCH,CH,CH,S) ppm;

IBC-NMR (125.76 MHz, CDCl3): § = 168.05, 167.92 (je 2 Phth-C=0), 165.68, 165.38 (2 Bz-
C=0), 133.95, 133.90 (je 2 m-Phth-C), 133.26, 133.15 (2 p-Bz-C), 131.90 (4 Phth-Cg), 129.90,
129.70 (4 0-Bz-C), 129.62, 129.50 (2 Bz-Cy), 128.43 (4 m-Bz-C), 123.25, 123.21 (je 2 o-Phth-
C), 98.68 (C-1), 75.75 (C-3), 70.15, 69.95 (C-6, OCH,CH,CH,S), 69.84 (C-5), 68.78 (C-2,
C-4), 68.00 (OCH,CH,CH,S), 55.25 (OCHj3), 36.89, 36.67 (2 PhthNCH)), 29.78, 29.65 (2
SCH,CH,NPhth) 29.39, 29.30 (2 SCH,CH,CH,0), 28.09, 27.90 (2 SCH,CH,CH,0) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]™ ber. fiir C4yH4gN2NaO1,S;: 919.2541; gef.: 919.2555.
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Methyl-2,4-di-O-benzoyl-3,6-di- O-(3-{2,4-di- O-benzoyl-3,6-di- O-[6-phthalimido-4-
thiahexyl]-a-D-mannopyranosyloxy}-propyl)-o-D-mannopyranosid (37)

o}

Das Tetraol 24 (73 mg, 42 pmol) wurde zu-
sammen mit 103 mg (0.393 mmol) Triphe- ©E§N_\_S

nylphosphin und 52 mg (0.35 mmol) Phthal- ° \_\_%\

(9}

imid in 5 ml trockenem THF gelost. Nach

tropfenweiser Zugabe von 62 ul (0.39 mmol) 09 S\

DEAD riihrte der Ansatz iiber Nacht. Entfer- 0 [ oez
nen des Losungsmittels und Sdulenchroma- @N\/\ ° JB\ZO/O
tographie an Kieselgel (Laufmittel: Essiges- o ° oe
ter/Cyclohexan, 4:3) und Sephadex LH-20 5y o
(Laufmittel: Dichlormethan/Methanol, 1:1) o ;’;\/\3/\/3;@
ergab das Produkt als gelblichen, wachsarti- I
gen Feststoff. HS

Ausbeute: 71 mg (74 %); o M=o

[a]% —53.0 (¢ 2.15, CHCL,); H

IR (KBr): 3466, 2952, 1771, 1714, 1395, 1358, 1323, 1266, 1112, 1070, 736, 713 cm™;

'H-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): § = 8.03-7.94 (m, 12H, 12 0-Bz-H), 7.75-7.70 (m, 8H,
8 0-Phth-H), 7.64-7.58 (m, 8H, 8 m-Phth-H), 7.50-7.28 (m, 18H, 18 Aryl-H), 5.53 (dd,
1H, 3] = 3.3Hz, 3] = 2.0Hz, H-2), 5.53, 5.50 (je dd=t, je 1H, 3] = 9.9Hz, 2 H-4), 545
(dd, 1H, 3] = 3.2Hz, 3] = 1.8Hz, H-2), 5.44 (dd=t, 1H, 3] = 9.9Hz, H-4), 5.37 (dd, 1H,
3] = 32Hz, 3] = 1.9Hz, H-2), 4.89, 4.83 (je d, je 1H, 3] = 1.6Hz, 2 H-1), 4.60 (d, 1H,
3] = 1.7Hz, H-1), 4.02-3.95 (m, 1H, H-5), 3.98 (dd, 1H, 3] = 9.7Hz, 3] = 3.3Hz, H-
3), 3.95-3.91 (m, 1H, H-5), 3.90 (dd, 1H, 3] = 9.6Hz, 3] = 3.3Hz, H-3), 3.80 (dd, 1H,
3] = 9.8Hz, 3] = 3.2Hz, H-3), 3.81-3.77 (m, 1H, H-5), 3.77-3.22 (m, 30H, 3 H-6, 3 H-
6", 8 OCHHCH,CH,0, 8 OCHHCH,CH,S, 8 SCH,CHHNPhth), 3.39 (s, 3H, OCH3),
2.66 (m., 4H, 4 SCHHCH,NPhth), 2.54 (m., 4H, 4 SCHHCH,CH,0), 2.37 (m., 4H, 4
SCHHCH,NPhth), 2.35-2.20 (m, 4H, 4 SCHHCH,CH,0), 1.84 (m., 2H, 2 OCH,CHH-
CH,0), 1.79-1.58 (m, 6H, 4 SCH,CHHCH,O, 2 OCH,CHHCH,O), 1.58-1.47 (m, 4H, 4
SCH,CHHCH,O) ppm;

I3C-NMR (125.76 MHz, CDCl3): § = 167.97, 167.85 (8 Phth-C=0), 165.61, 165.59, 165.44,
165.33, 165.30 (6 Bz-C=0), 133.89, 133.86, 133.85 (8 m-Phth-C), 133.23, 133.19, 133.18,
133.10, 133.05, 133.01 (6 p-Bz-C), 131.96 (8 Phth-Cy), 129.88 (0-Bz-C), 129.83,129.77,129.74,
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129.72 (Bz-Cy), 129.68, 129.63 (0-Bz-C), 129.56 (Bz-Cy), 128.46, 128.39 (m-Bz-C), 123.21,
123.17 (o-Phth-C), 98.78, 97.66, 97.61 (3 C-1), 75.92, 75.85, 75.79 (3 C-3), 70.34, 70.30, 70.13,
70.03, 70.00, 69.96, 69.82 (3 C-5, OCH,), 69.02, 68.97, 68.90, 68.85, 68.82 (3 C-2, 3 C-4),
68.43, 68.16, 68.09, 68.05, 68.00, 66.66, 65.02, 64.85 (3 C-6, OCH,), 55.25 (OCH3), 36.97,
36.76 (4 NCHy), 29.82, 29.68, 29.43, 29.15, 29.13 (4 SCH,CH,;NPhth, 2 OCH,CH,CH,0, 4
SCHzCHzCHzO) PP,

MALDI-TOF-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C119H120N4NaO3,S4: 2269.68; gef.: 2269.61;
m/z [M + K]+ ber. fir C119H122KN4O3284: 2285.66,' gef.: 2285.59.

Methyl-2,4-di-O-benzoyl-3,6-di- O-(4-thiaicosyl)-a-D-mannopyranosid (41)

Nach AAV 3 wurden 253 mg (0.524 mmol) 2 mit 4.06 g (15.7 mmol) I\o —
Hexadecanthiol umgesetzt. Zur Reinigung wurde an Kieselgel chroma- ? Bzo/.%
tographiert (Laufmittel: Cyclohexan — Cyclohexan/Essigester, 6:1). o
Man erhielt ein farbloses Ol. %

S

Ausbeute: 439 mg (84 %);
[a]f —32.7 (c 1.03, CH,Cly);
IR (KBr): 2923, 2853, 1729, 1452, 1265, 1177, 1111, 1069, 1027, 710 cm™;

'H-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): § = 8.10, 8.06 (je m, je 2H, 4 0-Aryl-

H), 7.58 (m., 2H, 2 p-Aryl-H), 7.46 (m¢, 4H, 4 m-Aryl-H), 5.56 (dd, 1H,

3] = 3.3Hz, 3] = 1.9Hz, H-2), 5.56 (dd=~t, 1H, 3] = 9.9 Hz, H-4), 491 (d,

1H, 3] = 1.7Hz, H-1), 4.06-4.03 (m, 1H, H-5), 4.01 (dd, 1H, 3] = 9.7Hz,

3] = 3.3Hz, H-3), 3.71 (m, 1H, OCHHCH,CHS), 3.65-3.60 (m, 2H, H-6, H-6"), 3.57-
3.48 (m, 2H, OCH,CH,CH,S), 3.47 (s, 3H, OCH3), 3.47-3.42 (m, 1H, OCHHCH,CH,S),
2.55 (m, 2H, SCH,CH,CH,0), 2.44 (ddd=t, 2H, 3] = 7.4 Hz, SCH,C5H3;), 2.27 (mc, 2H,
SCH,CH,CH,0), 2.18 (m., 2H, SCH,C5H3;), 1.81 (m., 2H, SCH,CH,CH,0), 1.65-1.58
(m, 2H, SCH,CH,CH,0), 1.53 (m., 2H, SCH,CH,C14Hy), 1.36-1.15 (m, 54H, 27 CH,),
0.88 (t, 6H, 3] = 7.0 Hz, 2 CH3) ppm;

IBC-NMR (125.76 MHz, CDCl3): § = 165.72, 165.41 (2 C=0), 133.22, 133.14 (2 p-Aryl-C),
129.93 (0-Aryl-C), 129.79 (Aryl-Cy), 129.69 (0-Aryl-C), 129.64 (Aryl-Cy), 128.43 (2 m-Aryl-
C), 98.78 (C-1), 75.79 (C-3), 70.35, 70.27 (C-6, OCH,CH,CH,S), 69.99 (C-5), 68.95, 68.90
(C-2, C-4), 68.42 (OCH,CH,CH,S), 55.22 (OCH3), 32.08, 31.90, 29.84, 29.67, 29.63, 29.59,
29.56,29.53, 29.43, 29.33, 29.25, 29.19, 28.93, 28.84, 28.70, 28.50, 22.66 (CH,), 14.09 (2 CH;)

ppm,
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HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir CsoHogNaOgS,: 1021.6595; gef.: 1021.6572.

Methyl-3,6-di-O-(4-thiaicosyl)-o-D-mannopyranosid (42)

Aus dem geschiitzten Mannosid 41: Nach AAV 2 wurden 163 mg %i\

(0.163 mmol) des Mannosids 41 umgesetzt. Dem Methanol wurde hier- HO” L
bei soviel THF zugesetzt, dass sich eine klare Losung bildete. Die Re- %
aktionszeit betrug 14 d, Reinigung erfolgte durch Saulenchromatogra- .

phie an Kieselgel (Laufmittel: Cyclohexan/Essigester, 2 : 1). Man erhielt
einen weifSen Feststoff.

Ausbeute: 86 mg (66 %).

Aus Methyl-3,6-di-O-allyl-o-D-mannopyranosid: Nach AAV 3 wurden
793 mg (2.89 mmol) Methyl-3,6-di-O-allyl-a-D-mannopyranosid mit
22.4 g (86.7 mmol) Hexadecanthiol umgesetzt. Zur Reinigung wurde
an Kieselgel chromatographiert (Laufmittel: Cyclohexan — Cyclohex-
an/Essigester, 2:1). Man erhielt einen weifien Feststoff.

Ausbeute: 1.53 g (72 %);
Schmp.: 44-45°C; [a]3 +13.2 (¢ 0.900, CHCl3);
IR (KBr): 3441, 2917, 2849, 1465, 1111, 1056, 973, 758 cm™!;

TH-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): § = 4.78 (d, 1H, 3] = 1.6 Hz, H-1), 4.02 (dd, 1H, 3] =
3.3Hz, 3] = 1.7Hz, H-2), 3.84-3.76 (m, 2H, H-4, OCHHCH,CH,S), 3.75-3.67 (m, 3H, H-5,
H-6, H-6"), 3.65-3.55 (m, 3H, 3 OCHHCH,CH,S), 3.51 (dd, 1H, 3] = 9.1 Hz, 3] = 3.3Hz, H-
3),3.38 (s, 3H, OCH3), 2.66 (br, 2H, SCH,CH,CH,0), 2.59, 2.49 (je ddd=t, je 2H, 3] = 7.1 Hz,
2 SCH,Cy5H31), 1.99-1.83 (m, 4H, 2 SCH,CH,CH,0), 1.57 (m., 4H, 2 SCH,CH,C14H>9),
1.36 (m., 4H, 2 SCH,CH,CH,C13Hyy), 1.32-1.15 (m, 48H, 24 CH5), 0.88 (t, 6H, 3] = 7.0 Hz,
2 CHs) ppmy;

BC-NMR (125.76 MHz, CDCl;): & = 100.53 (C-1), 79.74 (C-3), 71.14 (C-6), 70.36 (OCH,-
CH,CH,S), 70.24 (C-5), 67.83 (OCH,CH,CH,S), 67.77 (C-4), 67.33 (C-2), 54.94 (OCHj),
32.24, 32.18 (2 SCH,Cy5Hs;), 31.91, 29.68, 29.65, 29.61, 29.58, 29.55, 29.54, 29.35, 29.27,
29.24,29.12, 28.99, 28.96, 28.95, 28.76, 22.68 (CH,), 14.10 (2 CH3) ppm;

HRESI-MS: /2 [M + Na]* ber. fiir C45HgoNaOgS,: 813.6071; gef.: 813.6079.
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Methyl-2,4-di-O-benzoyl-3,6-di- O-(3-{2,4-di-O-benzoyl-3,6-di- O-[4-thiaicosyl]-c-D-
mannopyranosyloxy}-propyl)-o-D-mannopyranosid (43)

Nach AAV 3 wurden 214 mg (0.151 mmol) 10 mit 2.34 g /_/—0 8200 .
(9.06 mmol) Hexadecanthiol umgesetzt. Zur Reinigung $ ad i
wurde an Kieselgel chromatographiert (Laufmittel: Cy- o
clohexan — Cyclohexan/Essigester, 6: 1). Man erhielt ein S w0 %

. O
farbloses OL o~ L.
Ausbeute: 353 mg (92 %); oy

BzO
O

[o]5 —44.9 (c 1.85, CHCly); q o;?

IR (KBr): 2923, 2853, 1728, 1602, 1452, 1265, 1112, 1069,
1027, 710 cm™—1;

'H-NMR (300 MHz, CDCl3/TMS): § = 8.12-8.01 (m, 12H,

12 o-Aryl-H), 7.62-7.39 (m, 18H, 12 m-Aryl-H, 6 p-Aryl-

H), 5.65-5.51 (m., 4H, 2 H-2, 2 H-4), 5.51 (dd=t, 1H, 3]

= 9.9Hz, H-4), 5.46 (dd, 1H, 3] = 3.2Hz, 3] = 1.7Hz, H-

2), 497 (d, 1H, 3] = 1.7Hz, H-1), 4.92, 4.67 (je d, je 1H,

3] = 1.6Hz, 2 H-1), 4.06 (m., 1H, H-5), 4.05 (dd, 1H, 3]

= 9.7Hz, 3] = 3.2Hz, H-3), 3.98 (m,, 1H, H-5), 3.97 (dd,

1H, 3] = 9.6Hz, 3] = 3.4Hz, H-3), 3.90-3.75 (m, 3H, H-5, 2 OCHH), 3.86 (dd, 1H, 3] =
9.7Hz, 3] = 3.2 Hz, H-3), 3.75-3.30 (m, 20H, 3 H-6, 3 H-6", 14 OCHH), 3.48 (s, 3H, OCH3),
2.52 (m¢, 4H, 4 SCHHCH,CH,0), 2.43 (m., 4H, 4 SCHHC;5H3z;), 2.35-2.17 (m, 4H, 4
SCHHCH,CH,0), 2.14 (m, 4H, 4 SCHHC;5H3;), 1.91 (m,, 2H, OCH,CH,CH,0), 1.84-
1.66 (m, 6H, 2 SCH,CH,CH,0, OCH,CH,CH,0), 1.65-1.45 (m, 8H, 2 SCH,CH,CH,O, 4
SCH,CHHC14H>9), 1.39-1.10 (m, 108H, 54 CH,), 0.88 (m,, 12H, 4 CH3) ppm;

BC-NMR (75.47 MHz, CDCly): & = 165.65, 165.62, 165.46, 165.36, 165.33 (6 C=0), 133.27,
13321, 133.13, 133.11, 133.06 (6 p-Aryl-C), 129.98-129.89 (0-Aryl-C), 129.87, 129.82, 129.77,
129.74 (Aryl-Cy), 129.72-129.62 (0-Aryl-C), 129.57 (Aryl-Cy), 128.49, 128.44, 128.44-128.33
(12 m-Aryl-C), 98.81, 97.70, 97.67 (3 C-1), 75.89, 75.83, 75.81 (3 C-3), 70.37, 70.34, 70.31,
70.15,70.04 (5 CH,), 70.00, 69.84 (3 C-5), 69.01, 68.93, 68.90, 68.84, 68.80 (3 C-2, 3 C-4), 68.45,
68.39, 68.36, 66.63, 65.00, 64.83 (6 CH,), 55.28 (OCH3), 32.04, 31.90, 31.87 (4 SCH,C15Hz),
29.81-29.50, 29.42, 29.34, 29.27, 29.20, 28.95, 28.86, 28.68, 28.53, 28.50 (2 OCH,CH,CH,O0, 4
OCH,CH,CHS,S, 4 SCH,C13HsCH,CHjy), 22.67 (4 SC14H5CH,CHj3), 14.11 (4 CHs) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C143H0NaOy4Sy: 2474.4929; gef.: 2474.4827.
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Methyl-3,6-di-O-(3-{3,6-di-O-[4-thiaicosyl]-0-D-mannopyranosyloxy}-propyl)-o-D-
mannopyranosid (44)

Nach AAV 3 wurden 46 mg (58 umol) 46 mit 905 mg /_/‘i%o>o>\o
(3.50 mmol) Hexadecanthiol umgesetzt. Zur Reinigung A

wurde zundchst an Kieselgel (Laufmittel: Cyclohexan — o
Essigester /Cyclohexan, 2 : 1) und anschliefsend an Sepha- f Ho ol

dex LH-20 (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol, 1:1) N and
chromatographiert. Man erhielt einen weifsen Ferststoff.

OMe

Ausbeute: 59 mg (55 %); O/?
Schmp.: 42-43 °C; [a]3 +21.9 (¢ 1.17, CHCl,); >
IR (KBr): 3442, 2918, 2849, 1467, 1114, 1056, 977, 721 cm ™

'H-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): § = 4.89, 4.87 (je d, je

1H, 3] = 1.6 Hz, 2 H-1), 4.76 (d, 1H, 3] = 1.5 Hz, H-1), 4.02

(br, 2H, 2 H-2), 3.98 (dd, 1H, 3] = 3.0Hz, 3] = 1.5Hz, H-

2), 3.91-3.46 (m, 31H, 3 H-3, 3 H-4, 3 H-5, 3 H-6, 3 H-6",

16 OCHH), 3.38 (s, 3H, OCH3), 3.19-3.05, 2.86-2.69 (je m,

je 2H, 4 OH), 2.66, 2.58 (je m,, je 4H, 4 SCH,CH,CH,0),

2.50 (mc, 8H, 4 SCH,C;5H31), 2.00-1.80 (m, 14H, 2 OH,

2 OCH2CH2CH20, 4 SCH2CH2CHQO), 1.57 (mc, 8H, 4 SCHQCH2C14H29), 1.45-1.06 (m,
104H, 4 S(CH,),C13H26CH3), 0.88 (4 dd=t, 12H, ®] = 7.0 Hz, 4 CH3) ppm;

I3C-NMR (75.47 MHz, CDCl3): & = 100.60, 99.45, 99.14 (3 C-1), 79.72 (2 C-3), 79.68 (C-3),
71.01 (CHy), 70.88 (CH), 70.64 (CH,), 70.57 (CH), 70.48, 70.45, 68.60 (CH,), 67.97 (CH),
67.84 (CH,), 67.68, 67.56, 67.44, 67.33, 67.02 (CH), 66.72, 64.45, 63.93 (CH,), 54.90 (OCHj),
32.24, 32.21, 32.17 (4 SCH,Cy5Hs;), 31.90, 29.80-29.50, 29.34, 29.29, 29.26, 29.14, 29.08,
29.03, 28.98, 28.73,28.71 (CHy), 22.67 (4 S(CH,)14CH,CHj), 14.09 (4 CH3) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C191H19gNaO15S4: 1850.3353; gef.: 1850.3316.
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Methyl-3-O-(4-thiaicosyl)-a-D-mannopyranosid (48)

Nach AAV 3 wurden 851 mg (3.63 mmol) 47 mit 14.1 g (54.5 mmol) He- " on
xadecanthiol umgesetzt. Zur Reinigung wurde an Kieselgel chromatogra- o

phiert (Laufmittel: Cyclohexan/Essigester, 5: 1 — Essigester/Aceton, 5:1). 5 ove
Man erhielt einen farblosen Feststoff. s

Ausbeute: 1.53 g (72 %);
Schmp.: 43 °C; [a]® 424.6 (c 1.20, MeOH);
IR (KBr): 3424, 2917, 2849, 1637, 1467, 1114, 1060, 975, 721 cm™1;

"H-NMR (300 MHz, MeOH-Dy): § = 4.70 (d, 1H, 3] = 1.8 Hz, H-1), 3.99 (dd,

1H, 3] = 3.3Hz, 3] = 1.8Hz, H-2), 3.87 (dd, 1H, %] = 11.8Hz, 3] = 2.4Hz,

H-6"), 3.82-3.78 (m, 1H, OCHHCH,CH,S), 3.74 (dd, 1H, 2] = 11.7Hz, 3] =

5.8 Hz, H-6), 3.71 (dd=t, 1H, 3] = 9.6 Hz, H-4), 3.68-3.60 (m, 1H, OCHHCH,CH,S), 3.57-
3.52 (m, 1H, H-5), 3.46 (dd, 1H, 3] = 9.4Hz, 3] = 3.3Hz, H-3), 3.42 (s, 3H, OCH3), 2.68
(mC, 2H, SCHQCH2CHZO), 2.56 (mc, 2H, SCH2C15H31), 1.91 (mc, 2H, OCH2CH2CHQS),
1.62 (m¢, 2H, SCH,CH,C14Hy9), 1.50-1.22 (m, 26H, S(CH,)>C13H»sCH3), 0.94 (dd~t, 3H, 3]
= 6.8 Hz, CH3) ppm;

I3C-NMR (76.47 MHz, MeOH-Dy): § = 102.64 (C-1), 81.04 (C-3), 74.57 (C-5), 69.44
(OCH,CH,CH,S), 68.89 (C-2), 67.49 (C-4), 69.96 (C-6), 55.28 (OCH3), 33.14, 32.91, 31.05,
30.84, 30.55, 30.44, 30.01, 29.64 (CH,), 23.80 (SC14H23CH,CH3), 14.53 (CH3) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir Co¢Hs5,NaOg¢S. 515.3377; gef.: 515.3304.

Methyl-2,4,6-tri-O-benzoyl-3-O-(3-hydroxypropyl)-a-D-mannopyranosid (50)

0Bz

Die ungesittigte Verbindung 49 (3.00 g, 5.49 mmol) wurde unter Ar- o8z
gonatmosphére in 40 ml trockenem THF gelost. Nach Zugabe von o

14.3 ml 9-BBN (7.15 mmol, 0.5M in THF) wurde 1 h unter Riickfluss one
erhitzt, erneut 14.3 ml 9-BBN-Lsg. zugegeben und noch 1 h unter Riickfluss erhitzt. An-
schlieflend wurden unter Eiskiihlung je 15 ml 3M Natriumacetatlsg. und Wasserstoffper-
oxidlsg. (30%ig) tropfenweise zugegeben und der Ansatz riihrte {iber Nacht. Nach Sét-
tigung der wassrigen Phase mit Kaliumcarbonat wurden die Phasen getrennt, die wiss-
rige Phase noch dreimal mit je 30 ml THF extrahiert, die vereinigten org. Phasen tiber
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Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel in vacuo entfernt. Der Riick-
stand wurde durch Sdulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: Cyclohe-
xan/Essigester, 3:1). Man erhielt das Produkt als weifsen Feststoff.

Ausbeute: 1.47 g (47 %);
Schmp.: 75 °C; [a]3 —18.2 (c 0.844, CH,Cly);
IR (KBr): 3434, 2931, 1724, 1602, 1451, 1266, 1112, 1069, 710 cm™1;

TH-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): § = 8.12-8.01 (m, 6H, 6 0-Aryl-H), 7.61-7.53 (m, 3H, 3 p-
Aryl-H), 7.47-7.35 (m, 6H, 6 m-Aryl-H), 5.77 (dd=t, 1H, 3] = 10.0 Hz, H-4), 5.65 (dd, 1H, 3] =
3.2Hz, 3] =19Hz, H-2),5.93(d, 1H,3] =1.7Hz, H-1),4.93 (dd, 1H, %] = 12.1 Hz, 3] = 2.6 Hz,
H-6), 4.43 (dd, 1H, 2] = 12.1Hz, 3] = 4.8 Hz, H-6), 4.26 (ddd, 1H, 3] = 10.1Hz, 3] = 4.7 Hz,
3] = 2.6 Hz, H-5), 4.07 (dd, 1H, 3] = 9.8 Hz, 3] = 3.3Hz, H-3), 3.88 (ddd, 1H, ?] = 8.8 Hz, 3]
=7.8Hz, 3] = 4.3 Hz, OCHHCH,CH,OH), 3.52-3.47 (m, 1H, OCHHCH,CH,OH), 3.49 (s,
3H, OCH3), 3.44-3.40 (m, 2H, OCH,CH,CH,OH), 1.60 (m., 2H, OCH,CH,CH,OH) ppm;

I3C-NMR (125.76 MHz, CDCl3): 8 = 166.20, 166.09, 165.47 (3 C=0), 133.45, 133.34, 132.99 (3
p-Aryl-C), 129.89 (Aryl-Cy), 129.85, 129.70 (6 0-Aryl-C), 129.46, 129.28 (2 Aryl-C,), 128.54,
128.48, 128.39 (6 m-Aryl-C), 98.97 (C-1), 76.24 (C-3), 68.77 (C-2), 68.72 (C-5), 68.36 (C-
4), 67.70 (OCH,CH,CH,0H), 63.10 (C-6), 59.83 (OCH,CH,CH,0H), 55.40 (OCH3), 32.25
(OCH,CH,CH;0H) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C3;H3pNaOqo: 587.1888; gef.: 587.1838.

Methyl-2,4,6-tri-O-benzoyl-3-O-(3-{3,6-di- O-allyl-2,4-di-O-benzoyl-o-D-
mannopyranosyloxy}-propyl)-o-D-mannopyranosid (51)

Nach AAV 1 wurden 586 mg (1.04 mmol) 50 mit 1.27 g \L
(2.08 mmol) des Trichloracetimidates 11 in 5 ml Dichlor- T 0Bz

methan glykosyliert. Reinigung erfolgte durch Sdulenchro- 8207 o~ 1

matographie an Kieselgel (Laufmittel: Toluol/Essigester, }
15:1). Man erhielt einen farblosen Feststoff.

Ausbeute: 770 mg (86 %);
Schmp.: 139 °C; [a]5 —52.2 (c 0.844, CH,Cly);

IR (KBr): 2912, 1721, 1602, 1452, 1316, 1264, 1178, 1109, 1069, 1027, 708 cm ™~ ;
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TH-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): § = 8.12-8.02 (m, 10H, 10 0-Aryl-H), 7.60-7.49 (m, 5H,
5 p-Aryl-H), 7.48-7.31 (m, 10H, 10 m-Aryl-H), 5.85-5.77 (m, 1H, CH=CHy,), 5.81 (dd=~t, 1H,
3] =9.9Hz, H-4a), 5.69-5.62 (m, 1H, CH=CH,), 5.64 (dd, 1H, 3] = 3.2 Hz, 3] = 1.9 Hz, H-2a),
5.54 (dd=t, 1H, 3] = 9.9 Hz, H-4b), 5.44 (dd, 1H, 3] = 3.2Hz, 3] = 1.9Hz, H-2b), 5.19, 5.11
(je dddd=dq, je 1H, 3] = 17.2Hz, ?] = 1.6 Hz, ] = 1.6 Hz, *] = 1.6 Hz, 2 CH=CHj,,sH), 5.07,
4.98 (je dddd=dq, je 1H, 3] = 10.4Hz, %] = 1.3Hz, *] = 1.3Hz, *] = 1.3Hz, 2 CH=CH,;H),
4.92 (d, 1H, 3] = 1.7Hz, H-1a), 4.71-4.66 (m, 2H, H-1b, H-6a"), 4.43 (dd, 1H, %] = 12.1 Hz,
3] = 49Hz, H-6a), 4.26 (ddd, 1H, 3] = 10.2Hz, 3] = 4.8Hz, 3] = 2.7Hz Hz, H-5a), 4.09
(dd, 1H, 3] = 9.8 Hz, 3] = 3.3 Hz, H-3a), 4.10-4.05 (m, 1H, CHHCH=CHy,), 3.99-3.88 (m,
5H, H-3b, H-5b, 3 CHHCH=CHy), 3.82 (ddd=~dt, 1H, ?] = 9.4Hz, 3] = 6.3Hz, 3] = 6.3 Hz,
OCHHCH,CH,0), 3.58-3.46 (m, 4H, H-6b, H-6b", OCHHCH,CHHO), 3.48 (s, 3H, OCHj3),
3.37 (ddd=dt, 1H, ?] = 10.0Hz, 3] = 6.6 Hz, 3] = 6.6 Hz, OCHHCH,CH,0), 1.73 (m,, 2H,
OCH,CH,CH;0) ppm;

I3C-NMR (125.76 MHz, CDCl3): § = 166.20, 165.59, 165.58, 165.49, 165.36 (5 C=0), 134.50,
134.33 (2 CH=CHy), 133.28, 133.26, 133.13, 133.06, 132.96 (5 p-Aryl-C), 129.97 (2 0-Aryl-
(), 129.93, 129.91 (2 Aryl-Cq), 129.88 (2 0-Aryl-C), 129.78 (Aryl-Cq), 129.72, 129.70 (6 o-
Aryl-C), 129.54, 129.50 (2 Aryl-C), 129.48, 128.46, 128.37, 128.34 (10 m-Aryl-C), 117.12,
116.79 (2 CH=CHy,), 98.99 (C-1a), 97.63 (C-1b), 75.88 (C-3a), 74.58 (C-3b), 72.43, 70.53
(2 CH,CH=CHy), 70.12 (C-5b), 69.42 (C-6b), 69.15 (C-2b), 69.00 (C-4b), 68.79, 68.77 (C-
2a, C-5a), 68.47 (C-4a), 66.78, 64.85 (OCH,CH,CH,0), 63.18 (C-6a), 55.39 (OCH3), 29.69
(OCH,CH,CH,0) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir Cs;H5sNaOqy7: 1037.3566; gef.: 1037.3531.

Methyl-3-O-(3-{3,6-di-O-allyl-o.-D-mannopyranosyloxy}-propyl)-o-D-
mannopyranosid (52)

Nach AAV 2 wurden 600 mg (1.21 mmol) 51 entschiitzt. Rei- \L

OH

nigung erfolgte durch Sdulenchromatographie an Kieselgel %ﬂ\ o o
(Laufmittel: Aceton/Essigester, 1:1). Man erhielt einen farb- v O\/\/O 1
losen Feststoff. }

Ausbeute: 232 mg (79 %);
Schmp.: 94.5°C; [a]%5 +60.2 (c 1.87, MeOH);

IR (KBr): 3474, 3397, 2925, 2880, 1421, 1347, 1323, 1138, 1115, 1098, 1082, 1066, 1048, 982,
826 cm—1;
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'H-NMR (500 MHz, MeOH-Dy): § = 5.99 (dddd~ddt, 1H, 3] = 17.3Hz, 3] = 10.4Hz, 3] =
5.7Hz, 3] = 5.7Hz, CH=CH,), 5.93 (dddd~ddt, 1H, 3] = 17.2Hz, 3] = 10.5Hz, 3] = 5.6 Hz,
3] = 5.6 Hz, CH=CH,), 5.33, 5.30 (je dddd=dq, je 1H, 3] = 17.3Hz, 2] = 1.7Hz, 4] = 1.7 Hz,
4T = 1.7Hz, 2 CH=CH}4ssH), 5.16 (m¢, 2H, 2 CH=CH_;;H), 4.77 (d, 1H, 3] = 1.8 Hz, H-1),
4.66 (d, 1H, 3] = 1.7Hz, H-1), 4.19, 4.12 (2 dddd=~ddt, je 1H, ?] = 12.8 Hz, 3] = 5.7Hz, 4] =
1.4Hz, 4] =1.4Hz, CH,CH=CH,), 4.06 (2 dddd~dt, 2H,3] =5.6 Hz, 4] =1.4Hz,%] =1.4Hz,
CH,CH=CHy,), 3.95 (m,, 2H, 2 H-2), 3.88-3.82 (m, 1H, OCHHCH,CH,0), 3.83 (dd, 1H, ?]
=9.4Hz,3] = 3.3 Hz, H-6a), 3.78-3.61 (m, 8H, 2 H-4, H-5b, H-6a, 2 H-6b, OCH,CH,CH,0),
3.57 (ddd=dt, 1H, 2] =9.8 Hz, 3] = 6.1 Hz, 3] = 6.1 Hz, OCHHCH,CH,O0), 3.54-3.48 (m, 2H,
H-3, H-5a), 3.43 (dd, 1H, 3] = 9.4Hz, 3] = 3.3 Hz, H-3), 3.38 (s, 3H, OCHj3), 1.90 (m,, 2H,
OCH,CH,CH,0) ppm;

I3C-NMR (125.76 MHz, MeOH-Dy): & = 136.66, 136.12 (2 CH=CH,), 117.36, 117.29 (2
CH=CH,), 102.62, 101.54 (2 C-1), 81.02, 80.27 (2 C-3), 74.60 (C-5a), 73.49 (C-5b), 73.43, 71.85
(2 CH,CH=CHy), 71.07 (C-6b), 69.06, 69.02 (2 C-2), 67.84 (OCH,CH,CH,0), 67.75, 67.57 (2
C-4), 65.62 (OCH,CH,CH,0), 62.97 (C-6a), 55.26 (OCH3), 31.06 (OCH,CH,CH,0) ppm;

HRESI-MS: /2 [M + Nal* ber. fiir Co;H3gNaO: 517.2255; gef.: 517.2250.

Methyl-3-0-(3-{3,6-di-O-[4-thiaheptadecyl]-a-D-mannopyranosyloxy}-propyl)-o-D-
mannopyranosid (53)

Nach AAV 3 wurden 204 mg (0.412 mmol) 52 mit 3.4 ml ¢ . d on
(12 mmol) Tetradecanthiol umgesetzt. Reinigung erfolg- Ho/% s

. . . . P O\/\/ oM
te durch Saulenchromatographie an Kieselgel (Laufmit- ¢
tel: Cyclohexan/Essigester, 1:1 — Essigester/Aceton,

5:1). Das Produkt wurde in Form eines weifSen Feststof-
fes erhalten.

Ausbeute: 307 mg (78 %);
Schmp.: 68 °C; [a]3 431.4 (c 1.00, CHyCL);

IR (KBr): 3475, 3422, 3365, 2920, 2850, 1466, 1136, 1115,
1102, 1086, 1066, 1045, 980 cm~;

H-NMR (500 MHz, MeOH-Dy): § =4.77 (d, 1H, 3] = 1.8 Hz, H-1), 4.67 (d, 1H, 3] = 1.7Hz,
H-1), 3.96 (m., 2H, 2 H-2), 3.88-3.82 (m, 1H, OCHHCH,CH,O0), 3.84 (dd, 1H, ?] = 11.8 Hz,
3] = 2.3Hz, H-6a), 3.79-3.55 (m, 13H, 2 H-4, H-5b, H-6a, 2 H-6b, 3 OCHHCH,CH,O, 2
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OCH,CH,CH,S), 3.51 (ddd, 1H, 3] = 9.8 Hz, 3] = 5.9Hz, 3] = 2.3Hz, H-5a), 3.47-3.41 (m,
2H, 2 H-3), 3.39 (s, 3H, OCHj3), 2.65 (2 ddd=t, 2H, 3] = 7.2Hz, SCH,CH,CH,0), 2.59
(2 ddd=t, 2H, 3] = 7.3Hz, SCH,CH,CH,0), 2.52 (m,, 4H, 2 SCH,Cy3H,7), 1.97-1.80 (m,
6H, OCH,CH,CH,0, 2 OCH,CH,CH,S), 1.58 (m, 4H, 2 SCH,CH,C1,Hy5), 1.40 (m,, 4H,
2 S(CH,),CH,C11Hy3), 1.36-1.22 (m, 40H, 2 S(CH,)3C19H29CHz), 0.90 (2 dd=t, 6H, 3] =
7.0Hz, 2 CH3) ppm;

I3C-NMR (125.76 MHz, MeOH-Dy): § = 102.67, 101.58 (2 C-1), 81.13, 80.05 (2 C-3),
74.62 (C-5a), 73.50 (C-5b), 71.70, 71.21, 69.45 (CH,), 69.05, 68.96 (2 C-2), 67.90 (CH,),
67.74, 67.60 (2 C-4), 65.73 (CH,), 63.01 (C-6a), 55.30 (OCH3), 33.13 (CH,), 32.98, 32.94 (2
SCH,C13Hy7), 31.12, 31.09, 30.98, 30.85, 30.83, 30.79, 30.76, 30.53, 30.44 (CH,), 30.02, 30.00
(2 SCH,CH,C1,H»s), 29.70, 29.58 (2 SCH,CH,CH,0), 23.80 (2 S(CH,)1,CH,CH3), 14.51 (2
CH3) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C50HggNaO1,S;: 977.6392; gef.: 977.6363.

5.3.2 Vorschriften aus Kapitel 3

Methyl-3-O-(trans-3-iod-prop-2-enyl)-ca-D-galaktopyranosid (70)

Methyl-a-D-galaktopyranosid Monohydrat (7.74 g, 36.5 mmol) und Ho Pr .
Dibutylzinnoxid (9.99 g, 40.2 mmol) wurden in 350 ml trockenem To- P ~

luol suspendiert und der Ansatz 4 h am Wasserabscheider unter Riick-
fluss erhitzt. Nach Abkiihlung auf Raumtemp. wurden zu der entstandenen klaren Lo-
sung 11.8 g (36.6 mmol) TBAI und 9.00 g (35.5 mmol) trans-3-Brom-1-iod-prop-1-en zuge-
geben und sie wurde fiir 18 h bei 60 °C unter Argonatmosphére geriihrt. Nach Entfernen
des Losungsmittels in vacuo wurde der Riickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel
gereinigt (600 g, Laufmittel: Essigester). Man erhielt einen roten, klebrigen Schaum, der
nicht weiter aufgereinigt wurde.

Ausbeute: 7.84 g (60 %);
[0]5 +124 (c 0.935, CH,Cl);
IR (KBr): 3422 (br), 2925, 1618, 1351, 1191, 1143, 1120, 1085, 1049 cm~;

H-NMR (500 MHz, MeOH-D,): § = 6.70 (ddd=~dt, 1H, 3] = 14.5Hz, 3] = 5.6 Hz, CHCHI),
6.58 (ddd=~dt, 1H, 3] = 14.5Hz, %] = 1.5Hz, CHCHI), 4.70 (d, 1H, 3] = 3.9Hz, H-1), 4.14
(ddd, 1H, %] =13.4Hz, 3] =5.6 Hz, %] = 1.5 Hz, OCHHCHCHI), 4.07 (ddd, 1H, %] = 13.4 Hz,
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3] = 5.6 Hz, 4] = 1.5Hz, OCHHCHCHI), 4.04 (d, 1H, 3] = 3.1Hz, H-4), 3.88 (dd, 1H, 3] =
10.0Hz, 3] = 3.9Hz, H-2), 3.77-3.69 (m, 3H, H-5, H-6, H-6"), 3.52 (dd, 1H, 3] = 10.0 Hz, 3] =
3.2Hz, H-3), 3.41 (s, 3H, OCH3) ppm;

IBC-NMR (125.76 MHz, MeOH-Dy): & = 144.30 (CHCHI), 101.49 (C-1), 79.35 (C-3), 79.11
(CHCHI), 72.25 (CH,CHCHI), 72.16 (C-5), 69.35 (C-2), 67.97 (C-4), 62.77 (C-6), 55.64
(OCHj3) ppmy;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C1oH;7INaOg: 382.9962; gef.: 382.9949.

Methyl-2,4,6-tri-O-acetyl-3-O-(trans-3-iod-prop-2-enyl)-o-D-galaktopyranosid (64)

Nach AAV 4 wurden 218 mg (0.605 mmol) des Iodids 70 umgesetzt. Aop PO

Reinigung erfolgte durch Sdulenchromatographie an Kieselgel (Lauf- o -

|\/\/ AcO

OMe

mittel: Cyclohexan/Essigester, 3 : 2). Man erhielt die Substanz als gelb-
liches OL.

Ausbeute: 242 mg (82 %);
[a]Z +119 (c 0.815, CHCly);
IR (KBr): 3448 (br), 2935, 1746, 1372, 1231, 1135, 1053, 938 cm ™ ;

H-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): & = 6.53 (ddd=dt, 1H, 3] = 14.5Hz, 3] = 5.5 Hz, CHCHI),
6.37 (ddd=~dt, 1H, 3] = 14.5Hz, 4] = 1.5Hz, CHCHI), 5.44 (d, 1H, 3] = 3.5 Hz, H-4), 5.03 (dd,
1H,3] =10.4Hz, 3] =3.7Hz, H-2),4.96 (d, 1H, 3] = 3.7 Hz, H-1), 4.17-4.08 (m, 3H, H-5, H-6,
H-67), 4.05 (ddd, 1H, %] = 13.4Hz, 3] = 5.5 Hz, *] = 1.6 Hz, OCHHCHCHI), 3.88 (ddd, 1H,
2] =13.4Hz,3] =5.5Hz, 4] =1.5Hz, OCHHCHCHI), 3.81 (dd, 1H, 3] = 10.4 Hz, 3] = 3.5 Hz,
H-3), 3.39 (s, 3H, OCH3), 2.13, 2.12, 2.06 (je s, je 3H, 3 C(=O)CH3) ppm;

IBC-NMR (125.76 MHz, CDCly): § = 170.44, 170.31, 170.27 (3 C=0), 141.72 (CHCHI), 97.25
(C-1), 78.83 (CHCHI), 73.30 (C-3), 71.53 (CH,CHCHI), 69.78 (C-2), 67.18 (C-4), 66.35 (C-5),
62.23 (C-6), 55.39 (OCHj3), 20.94 (C(=0)CHjs), 20.70 (2 C(=0)CH3) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C;,H23INaOg: 509.0279; gef.: 509.0250.
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2-Allyl-2-(tert-butoxycarbonylamino)-malonsaure-dimethylester (73)

28.6 g (104 mmol) tert-Butoxycarbonylamino-malonsdure-dimethylester 72

ot

Natriummethanolat versetzt und der Ansatz rithrte iiber Nacht bei Raum- Mecoc” coome

wurden in 400 ml trockenem Methanol geldst, mit 645 mg (11.9 mmol)

temp. Entfernen des Losungsmittels und Trocknen des Riickstandes in vacuo ergab einen
weiflen Riickstand, der in 150 ml DMF aufgenommen wurde. Diese Suspension wurde
unter Eiskiihlung mit 4.16 g (104 mmol) Natriumhydrid (60%ig in Paraffin) versetzt und
2 h bei Raumtemp. geriihrt. Anschlieffend wurde Allylbromid (9.90 ml, 114 mmol) iiber
20 min zugeben und der Ansatz iiber Nacht bei Raumtemp. geriihrt. Nach Zugabe von
100 ml Wasser und 450 ml ges. Natriumchloridlsg. und Phasentrennung wurde die wiss-
rige Phase noch siebenmal mit je 100 ml Dichlormethan extrahiert, die vereinigten org.
Phasen tiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel in vacuo ent-
fernt. Sdulenchromatographische Reinigung des Riickstandes an Kieselgel (Laufmittel:
Pentan/Essigester, 6: 1) ergab ein farbloses Ol

Ausbeute: 22.4 g (75 %);
IR (KBr): 3434, 2980, 1747, 1718, 1488, 1368, 1306, 1231, 1166, 1059, 1020 cm ™~ ;

TH-NMR (300 MHz, CDCl3/TMS): & = 5.89 (br s, 1H, NH), 5.70-5.56 (m, 1H, CH=CH,),
5.16-5.14, 5.11-5.09 (je m, je 1H, CH=CH,), 3.78 (s, 6H, 2 OCHj3), 3.05 (br d, 2H, CH,-
CH=CHy), 1.43 (s, 9H, C(CH3)3) ppm;

I3C-NMR (75.47 MHz, CDCl): § = 168.08 (2 C(=0)0), 153.70 (C(=O)N), 131.13 (CH=CH,),
119.63 (CH=CH,), 80.13 (C(CHj)3), 66.07 (C), 55.13 (2 OCH3), 37.42 (CH,CH=CH,), 27.94
(C(CHs)s) ppm;

MS (CI, 70 kV): m/z (%) = 288.2 (26) [M + H]*, 246.2 (4) [M - All]*, 232.1 (100) [M - C;Hs +
HJ*, 188.1 (53) [M - C4Hg - CO, + HJ*;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C13H1NNaOg: 310.1261; gef.: 310.1210.

rac-2-Allyl-2-(tert-butoxycarbonylamino)-malonsaure-monomethylester (rac-74)

Zu einer Losung von Malonester 73 (5.00 g, 17.4 mmol) in 20 ml Dioxan

LT

tropft. Der Ansatz riihrte anschliefSend tiber Nacht, wurde dann mit 9 ml Meooc CooH

wurde 2N Natronlauge (8.70 ml, 17.4 mmol) {iber mehrere Stunden zuge-

Wasser verdiinnt und das Dioxan weitgehend in vacuo entfernt. Die zuriickbleibende



5.3 Einzelvorschriften 127

wassrige Losung wurde mit 10 ml Dichlormethan extrahiert, anschliefSfend mit 5N Schwe-
felsdure angesduert (pH 2) und zwanzigmal mit je 25 ml Ethylacetat extrahiert. Die verei-
nigten org. Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungs-
mittel in vacuo entfernt. Man erhielt das Produkt als weifsen Feststoff.

Ausbeute: 4.21 g (89 %);
Schmp.: 89°C;

IR (KBr): 3293, 2980, 2561, 1735, 1662, 1478, 1431, 1396, 1370, 1295, 1225, 1164, 1074,
928 cm—1;

'H-NMR (300 MHz, DMSO-Dg): § = 6.38, 6.09 (je br s, je 1H, OH, NH), 5.67-5.51 (m,
1H, CH=CH,), 5.12-5.00 (m, 2H, CH=CH),), 3.65 (s, 3H, OCH3), 2.92-2.75 (m, 2H, CH,-
CH=CHy;), 1.36 (s, 9H, C(CHs)3) ppm;

I3C-NMR (75.47 MHz, DMSO-Dy): § = 168.53 (2 C(=0)0), 153.66 (C(=O)N), 132.03 (CH=
CH,), 119.38 (CH=CHy,), 79.19 (C(CHj3)3), 65.66 (C), 52.78 (OCH3), 37.24 (CH,CH=CH,),
27.97 (C(CH3)3) ppmy;

MS (CL, 70 kV): m/z (%) = 274.2 (<1) [M + HJ*, 218.1 (15) [M - C4Hg + H]J*, 174.2 (100) [M
- C4H8 - COZ + H]+, 130.1 (50) [M - C4H8 - COZ - COOH + 2H]+;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C;oH19NNaOg: 296.1105; gef.: 296.1188.

rac-2-(tert-Butoxycarbonylamino)-2-hydroxymethyl-pent-4-ensaure-methylester
(rac-75)

Zu einer Suspension von 680 mg (2.49 mmol) rac-74 und 1.21 g (2.74 mmol) o %(OT/
BOP in 13 ml THF wurden 0.52 ml (3.0 mmol) DIPEA gegeben. Der Ansatz X\ __ i
rithrte anschliefend 2.5 h bei Raumtemp., wobei sich eine klare Losung MH
bildete. Dazu wurden portionsweise 94 mg (2.5 mmol) Natriumborhydrid

gegeben (Gasentwicklung!) und tiber Nacht bei Raumtemp. geriihrt. Der nach Entfer-
nen des Losungsmittels in vacuo verbleibende Riickstand wurde in 90 ml TBME auf-
genommen, die org. Phase dreimal mit je 10 ml 5%iger Salzsdure, dreimal mit je 10 ml
ges. Natriumhydrogencarbonatlsg. und einmal mit 10 ml ges. Natriumchloridlsg. gewa-
schen, tiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel in vacuo entfernt.
Reinigung des Riickstandes durch Saulenchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: Pen-

tan/Essigester, 2: 1) ergab ein farbloses Ol.

Ausbeute: 457 mg (71 %);
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IR (KBr): 3427, 2979, 1740, 1717, 1641, 1499, 1439, 1393, 1368, 1332, 1237, 1169, 1055,
922 cm—L;

'H-NMR (300 MHz, CDCl3/TMS): § = 5.72-5.55 (m., 1H, CH=CH,), 5.40 (br s, 1H,
NH), 5.20-5.11 (m, 2H, CH=CH,), 4.09 (br d, 1H, 2] = 11.0Hz, CHHOH), 3.83 (br, 1H,
CHHOH), 3.79 (s, 3H, OCH3), 3.52 (br s, 1H, OH), 2.76 (dddd~dd, 1H, ?] = 13.9Hz, 3] =
8.0Hz, CHHCH=CH,), 2.53 (dddd, 1H, 2] = 139Hz, 3] = 6.8 Hz, %] = 1.2Hz, 4] = 1.2 Hz,
CHHCH=CH,), 1.45 (s, 9H, C(CH3)3) ppm;

IBC-NMR (75.47 MHz, CDCl3): § = 172.67 (C(=0)0), 155.32 (C(=O)N), 131.30 (CH=CH,),
120.16 (CH=CHy,), 80.32 (C(CHj3)3), 66.01 (CH,OH), 64.64 (C), 52.75 (OCH3), 37.29 (CH,-
CH=CHy;), 28.21 (C(CH3)3) ppm;

MS (CI, 70 kV): m/z (%) = 260.2 (100) [M + HJ*, 204.1 (90) [M - C4Hg + H]*, 160.1 (90) [M -
C4H8 - COZ + H]+,'

HRESI-MS: m/z [M + Na]™ ber. fiir C1,H1NNaOs: 282.1312; gef.: 282.1392.

rac-2-(tert-Butoxycarbonylamino)-2-tosylmethyl-pent-4-ensaure-methylester (rac-76)

Zu einer Losung von 273 mg (1.06 mmol) rac-75 und 237 mg o §(o\r
(2.11 mmol) DABCO in 1 ml Ethylacetat wurden unter Eiskiihlung N~
303 mg (1.59 mmol) Tosylchlorid gegeben. Nach 3 h Riihren bei Raum- “;;?So\ P
temp. wurde mit 5 ml TBME verdiinnt, die Suspension filtriert und O//S\©\
fiinfmal mit je 2 ml TBME nachgewaschen. Das Filtrat wurde nachein-

ander mit je 2 ml 2N Salzsdure, 5%iger Natriumhydrogencarbonatlsg. und ges. Natrium-
chloridlsg. gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel
in vacuo entfernt. Reinigung erfolgte sdulenchromatographisch an Kieselgel (Laufmittel:
Pentan/Essigester, 4 : 1). Man erhielt ein farbloses Ol.

Ausbeute: 403 mg (92 %);
IR (KBr): 3431, 2979, 1745, 1715, 1496, 1367, 1247, 1178, 934, 844, 817, 644, 555 cm ™

'H-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): § = 7.69 (d, 2H, 3] = 8.3Hz, 2 0-Aryl-H), 7.26 (d, 2H,
3] = 8.1Hz, 2 m-Aryl-H), 5.48 (dddd, 1H, *] = 17.6Hz, 3] = 10.2Hz, 3] = 74Hz, 3] =
7.4Hz, CH=CHj,), 5.25 (br s, 1H, NH), 5.08-5.00 (m, 2H, CH=CH,), 4.48 (d, 1H, 2] = 9.6 Hz,
CHHOTos), 4.27 (d, 1H, ?] = 9.7 Hz, CHHOTos), 3.65 (s, 3H, OCH3), 2.76 (dddd~dd, 1H,
2] = 13.4Hz, 3] = 7.5Hz, CHHCH=CHy,), 2.37 (s, 3H, PhCHj3), 2.33 (dddd=dd, 1H, ?] =
13.7Hz, 3] = 7.4 Hz, CHHCH=CHy), 1.30 (s, 9H, C(CH3)3) ppm;
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BC-NMR (125.76 MHz, CDCl3): & = 170.54 (C(=0)O), 153.81 (C(=O)N), 144.89 (Aryl-
Cy-S03), 132.45 (Aryl-C;-Me), 130.10 (CH=CHy), 129.85 (2 m-Aryl-C), 127.93 (2 o-Aryl-
C), 120.46 (CH=CH,), 80.02 (C(CHs)3), 69.06 (CH,OTos), 62.17 (C), 52.92 (OCHj3), 36.59
(CH,CH=CHy,), 28.14 (C(CHs)3), 21.61 (PhCH3) ppm;

MS (CI, 70 kV): m/z (%) = 358.2 (13) [M - C4Hg + H]*, 314.1 (30) [M - C4;Hg - CO, + HJ*,
186.1 (100) [M - C4Hg - OTos + HJ*;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C19HyNNaO;S: 436.1400; gef.: 436.1480.

rac-2-Benzylsulfanylmethyl-2-(tert-butoxycarbonylamino)-pent-4-ensaure-
methylester (rac-77)

Zu einer Losung von 349 mg (1.35 mmol) rac-75 und 665 mg (2.70 mmol) o #OT
Dibenzyldisulfid in 2 ml DMF wurden unter Eiskiihlung 674 pl N~

(2.70 mmol) Tri-n-butylphosphin gegeben. Die Losung wurde fiir 6 d = Me0°° S\Q
unter Argonatmosphdare auf 65 °C erhitzt, anschlieffend das Losungsmit-

tel in vacuo entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt
(Laufmittel: Petrolether/Essigester, 1:1). Man erhielt die Substanz als gelbliches Ol.

Ausbeute: 28 mg (6 %);

TH-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): § = 7.25-7.14 (m, 5H, 5 Aryl-H), 5.60 (br s, 1H, NH),
5.49 (dddd=~ddt, 1H, 3] = 17.8 Hz, 3] = 10.5Hz, 3] = 7.4 Hz, CH=CH,), 5.04-4.97 (m, 2H,
CH=CH,), 3.65 (s, 3H, OCH3), 3.65 (d, 1H, ?] = 13.1 Hz, PhCHH), 3.61 (d, 1H, ?] = 13.2 Hz,
PhCHH), 3.41 (d, 1H, ?] = 13.7 Hz, CCHHS), 2.97 (dddd~dd, 1H, %] = 13.1Hz, 3] = 7.5 Hz,
CHHCH=CHy,), 2.87 (d, 1H, %] = 13.7Hz, CCHHS), 2.38 (dddd=~dd, ?J = 13.5Hz, 3] =
7.2Hz, CHHCH=CHy), 1.38 (s, 9H, C(CH3)3) ppm;

BC-NMR (125.76 MHz, CDCl3): § = 172.46 (C(=0)0), 153.97 (C(=O)N), 138.36 (Aryl-
Cq), 131.67 (CH=CH,), 128.82, 128.45 (2 0-Aryl-C, 2 m-Aryl-C), 127.00 (p-Aryl-C), 119.33
(CH=CHy,), 79.60 (C(CHj3)3), 64.62 (C), 52.76 (OCH3), 39.62 (CCH,S), 37.20 (CH,CH=CH,),
36.37 (PhCHy), 28.33 (C(CH3)3) ppm;

MS (CI, 70 kV): m/z (%) = 366.3 (2) [M + HJ*, 310.2 (8) [M - C4Hg + HJ*, 292.2 (32) [M -
C,HyOJ*, 266.2 (100) [M - C4Hg - CO, + HJ*, 91.1 (22) [C/H]*.
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Methyl-3-O-3-(phthalimidopropyl)-c-D-galaktopyranosid (79)

Nach AAV 5 wurden 7.24 g (34.1 mmol) Methyl-a-D-galaktopy- ) Ho PV .
ranosid Monohydrat 60 umgesetzt. Nach Beendigung der Re- w P -
aktion wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt und der feste " oMe
Riickstand mit Essigester gewaschen. Umkristallisation aus Iso- °

propanol ergab das Produkt in Form farbloser Nadeln.
Ausbeute: 10.0 g (77 %);

Schmp.: 151-152 °C; [a]® +117 (c 0.975, DMSO);

IR (KBr): 3578, 3433 (br), 2949, 1771, 1715, 1390, 722 cm ™~ };

'H-NMR (500 MHz, DMSO-Dy): § = 7.89-7.81 (m, 4H, 4 Aryl-H), 4.60 (m, 1H, OH), 4.54 (d,
1H, 3] = 7.0Hz, OH), 4.52 (d, 1H, 3] = 3.3Hz, H-1), 4.34 (d, 1H, 3] = 4.7 Hz, OH), 3.93-3.90
(m, 1H, H-4), 3.75-3.39 (m, 8H, H-2, H-5, H-6, H-6", OCH,CH,CH,NPhth), 3.28 (dd, 1H, 3]
=10.1Hz, 3] = 3.1 Hz, H-3), 3.25 (s, 3H, OCH3), 1.83 (m¢, 2H, OCH,CH,CH,NPhth) ppm;

BC-NMR (125.76 MHz, DMSO-Dg): 8§ = 167.86 (2 C=0), 134.16 (2 m-Aryl-C), 131.47
(2 Aryl-Cq), 122.80 (2 0-Aryl-C), 99.76 (C-1), 78.16 (C-3), 70.81 (C-5), 67.14 (C-2), 66.06
(OCHy), 65.13 (C-4), 60.39 (C-6), 54.17 (OCH3), 34.87 (PhthNCH)y), 28.45 (OCH,CH,CH,-
NPhth) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C;gH;3NNaOg: 404.1321; gef.: 404.1352;

Anal. ber. fiir C1gH,3NOg: C, 56.69; H, 6.08; N, 3.67. Gef.: C, 56.64; H, 6.20; N, 3.58.

Methyl-3-0O-3-(phthalimidopropyl)-B-L-arabinopyranosid Monohydrat (87)
Nach AAV 5 wurden 2.00 g (12.2 mmol) Methyl-B-L-arabinopy- 5 " o

ranosid 82 umgesetzt. Reinigung erfolgte durch Sdulenchroma- W‘ A -
tographie an Kieselgel (Laufmittel: Essigester). Nach Umkris- e

0]
tallisation aus Essigester wurde das Produkt in Form farbloser

Nadeln erhalten.
Ausbeute: 1.39 g (31 %);
Schmp.: 116-118 °C; [a]® +121 (c 0.820, CHCl3);

IR (KBr): 3554, 3302 (br), 2939, 1765, 1708, 725 cm ™!
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TH-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): § = 7.85 (dd, 2H, 3] = 5.5 Hz, *] = 3.1 Hz, 2 0-Aryl-H),
7.72 (dd, 2H, 3] = 5.4 Hz, 4] = 3.1 Hz, 2 m-Aryl-H), 4.81 (d, 1H, 3] = 3.7 Hz, H-1), 4.04-4.03
(m, 1H, H-4), 3.93 (dd, 1H, 3] = 9.5 Hz, 3] = 3.7 Hz, H-2), 3.91-3.88 (m, 2H, NCH,), 3.77 (dd,
1H, ?] = 12.5Hz, 3] = 2.1Hz, H-5), 3.74 (dd, 1H, ?] = 12.6 Hz, 3] = 1.7Hz, H-5"), 3.71-3.67,
3.56-3.51 (je m, je 1H, 2 OCHH), 3.52 (dd, 1H, 3] = 9.5Hz, 3] = 3.2Hz, H-3), 3.43 (s, 3H,
OCHj3), 2.34 (bs, 4H, 2 OH, H,0), 2.10-1.94 (m, 2H, OCH,CH,CH,NPhth) ppm;

13C-NMR (125.76 MHz, CDCls): § = 168.85 (2 C=0), 134.10 (2 m-Aryl-C), 131.93 (2 Aryl-
Cq), 123.37 (2 0-Aryl-C), 99.85 (C-1), 78.55 (C-3), 68.09 (C-2), 66.31 (OCH,), 66.13 (C-4),
61.91 (C-5), 55.47 (OCH3), 34.80 (PhthNCH)), 28.99 (OCH,CH,CH,NPhth) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C;7H»1NNaOy: 374.1216; gef.: 374.1259;
Anal. ber. fiir C;7H>,1NO7 - H,O: C, 55.28; H, 6.28; N, 3.79. Gef.: C, 55.15; H, 6.16; N, 3.83.

Methyl-2-N-acetylamino-2-desoxy-3-O-(3-phthalimidopropyl)-a-D-galaktopyranosid (88)

Nach AAV 5 wurden 480 mg (2.04 mmol) Methyl-2-N-acetyla- Ho P
. . . . 0 Q
mino-2-desoxy-a-D-galaktopyranosid 83 umgesetzt. Reinigung Q((N \/\/o%
oM
o]

erfolgte durch Sdulenchromatographie an Kieselgel (Laufmittel:
Essigester /Methanol, 8:1). Nach Umkristallisation aus TBME
wurde das Produkt als cremefarbener Feststoff erhalten.

e

Ausbeute: 434 mg (50 %);
Schmp.: 208-210 °C (Zers.); [OL]2D5 +74.6 (c 0.650, DMSO);
IR (KBr): 3584, 3281, 2922, 1768, 1715, 1635, 1566, 1394, 722 cm L

TH-NMR (500 MHz, DMSO-Dg): § = 7.89-7.81 (m, 4H, 4 Aryl-H), 7.63 (d, 1H, 3] = 8.5Hz,
NH), 4.63-4.58 (m, 1H, 6-OH), 4.54 (d, 1H, 3] = 3.6 Hz, H-1), 450 (d, 1H, 3] = 44Hz, 4-
OH), 4.15 (ddd, 1H, 3] = 11.7Hz, 3] = 8.5Hz, 3] = 3.6 Hz, H-2), 3.97-3.94 (m, 1H, H-4),
3.69-3.59 (m, 3H, PhthNCH,CH,CHHO), 3.56-3.46 (m, 3H, H-5, H-6, H-6"), 3.37 (dd, 1H,
3] =11.2Hz, 3] = 2.9 Hz, H-3), 3.32-3.27 (m, 1H, OCHH), 3.24 (s, 3H, OCH3), 1.84-1.76 (m,
2H, OCH,CH,CH,NPhth), 1.82 (s, 3H, C(=O)CH3) ppm;

I3C-NMR (125.76 MHz, DMSO-Dg): 6 = 169.22 (NHC=0), 168.00 (2 C=0), 134.27 (2 m-
Aryl-C), 131.58 (2 Aryl—Cq), 122.92 (2 0-Aryl-C), 98.13 (C-1), 75.84 (C-3), 70.97 (C-5), 65.55
(OCH),), 64.06 (C-4), 60.58 (C-6), 54.27 (OCH3), 48.24 (C-2), 34.81 (PhthNCH;), 28.44
(OCH,CH,CH,NPhth) ppm;

HRESI-MS: /2 [M + Nal* ber. fiir CooHsN,NaOg: 445.1587; gef.: 445.1581.
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Methyl-3-O-3-(phthalimidopropyl)-o-L-fucopyranosid Hemihydrat (89)
Nach AAV 5 wurden 1.50 g (8.42 mmol) Methyl-a-L-fucopyranosid 84 e
umgesetzt. Reinigung erfolgte durch Sdulenchromatographie an Kiesel- 5 oH
gel (Laufmittel: Cyclohexan/Essigester, 1:1 — Essigester). Nach Um- HO;
kristallisation aus TBME wurde ein farbloser, kristalliner Feststoff er- N
halten. \Kg ;&

Ausbeute: 1.15 g (36 %);

Schmp.: 140-142 °C; [a]3 —109 (c 0.825, CHCl3);

IR (KBr): 3539, 3444 (br), 2934, 1768, 1700, 1399, 1090, 721 cm ™ *;

H-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): § = 7.85 (dd, 2H, 3] = 5.5 Hz, *] = 3.0 Hz, 2 0-Aryl-H),
7.72 (dd, 2H, 3] = 5.5Hz, 4] = 3.0 Hz, 2 m-Aryl-H), 4.79 (d, 1H, 3] = 3.9 Hz, H-1), 3.94-3.87
(m, 3H, H-5, PhthNCH,), 3.91 (dd, 1H, 3] = 9.8 Hz, 3] = 3.9Hz, H-2), 3.86 (dd, 1H, 3] =
3.1Hz, 3] = 1.4Hz, H-4), 3.72-3.68, 3.55-3.51 (je m, je 1H, 2 OCHH), 3.49 (dd, 1H, 3] =

9.8Hz, 3] = 3.2Hz, H-3), 3.42 (s, 3H, OCHj3), 2.54 (bs, 3H, 2 OH, HOH), 2.10-1.93 (m, 2H,
OCH,CH,CH,NPhth), 1.33 (d, 3H, 3] = 6.6 Hz, 6-CH3) ppm;

I3C-NMR (125.76 MHz, CDCly): § = 168.81 (2 C=0), 134.07 (2 m-Aryl-C), 131.96 (2 Aryl-
Cq), 12336 (2 0-Aryl-C), 99.51 (C-1), 79.45 (C-3), 68.72 (C-4), 67.80 (C-2%), 66.28 (OCHL),
65.50 (C-5*), 5531 (OCHj), 34.86 (PhthNCHy,), 28.98 (OCH,CH,CH,NPhth), 16.30 (6-
CH3) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C1sH,3NNaOy: 388.1372; gef.: 388.1432;

Anal. ber. fiir C;gHy3NOy7 - 0.5 HyO: C, 57.75; H, 6.46; N, 3.74. Gef.: C, 57.91; H, 6.37; N,
3.71.

3-(Phthalimidopropyl)-D-galaktal (90)

Nach AAV 5 wurden 1.12 g (7.66 mmol) D-Galaktal 85 umgesetzt.

Q
Reinigung durch Sdulenchromatographie an Kieselgel (Laufmit- o\/\/o%
tel: Cyclohexan/Essigester, 1:1 — 1:20) und anschliefende Um- "

kristallisation aus Essigester ergab das Produkt in Form farbloser
Nadeln.

Ausbeute: 2.11 g (83 %);
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Schmp.: 116 °C; [a]® —19.9 (c 0.815, Aceton);
IR (KBr): 3381 (br), 2932, 1770, 1711, 1651, 1393, 722 cm ™ ;

'H-NMR (500 MHz, Aceton-Dg): & = 7.86-7.82 (m, 4H, 4 Aryl-H), 6.26 (dd, 1H, *] = 6.3 Hz,
4T = 1.7Hz, H-1), 4.48 (ddd=~dt, 1H, 3] = 6.3Hz, 3] = 1.9Hz, °] = 1.9Hz, H-2), 4.12-4.08 (m,
2H, H-3, H-4), 3.85-3.73 (m, 6H, H-5, H-6, H-6", 6-OH, PhthNCHy,), 3.73-3.69, 3.55-3.51
(je m, je 1H, 2 OCHH), 3.27 (dd, 1H, 3] = 3.4Hz, ] = 1.0Hz, 4-OH), 1.98-1.93 (m, 2H,
OCH,CH,CH,NPhth) ppm;

13C-NMR (125.76 MHz, Aceton-Dg): & = 169.99 (2 C=0), 145.98 (C-1), 135.92 (2 m-Aryl-C),
134.19 (2 Aryl-Cg), 124.68 (2 0-Aryl-C), 101.89 (C-2), 79.06 (C-5), 74.12 (C-4), 67.55 (OCH,),
64.02 (C-3), 63.02 (C-6), 37.04 (PhthNCH,), 30.60 (OCH,CH,CH,NPhth) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C;7H19NNaOg: 356.1110; gef.: 356.1146;

Anal. ber. fiir C17H19NOg: C, 61.25; H, 5.75; N, 4.20. Gef.: C, 60.87; H, 5.73; N, 4.16.

Methyl-3-O-3-(phthalimidopropyl)-a-L-rhamnopyranosid (91)

OMe

Nach AAV 5 wurden 1.44 g (8.75 mmol) Methyl-a-L-rhamnopyrano-

sid 86 umgesetzt. Reinigung durch Sdulenchromatographie an Kieselgel HO—5
(Laufmittel: Cyclohexan/Essigester, 1: 1 — 2:5) ergab einen gelblichen, f >
amorphen Feststoff. o;:N
Ausbeute: 1.06 g (34 %); °

[o]Z —44.3 (c 0.580, CHCl3);
IR (KBr): 3468 (br), 2932, 1771, 1708, 1399, 1054, 722 cm ™~ };

'H-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): § = 7.86 (dd, 2H, ®] = 5.4Hz, *] = 3.0 Hz, 2 0-Aryl-H),
7.74 (dd, 2H, 3] = 5.4 Hz, 4] = 3.0 Hz, 2 m-Aryl-H), 4.74 (d, 1H, 3] = 1.4 Hz, H-1), 4.02-3.99
(m, 1H, H-2), 3.99-3.94, 3.88-3.83 (je m, je 1H, PhthNCHy), 3.71-3.64 (m, 2H, H-5, OCHH),
3.53 (ddd, 1H, 3] = 9.3Hz, 3] = 9.3Hz, 3] = 1.7Hz, H-4), 3.43 (dd, 1H, 3] = 9.2Hz, 3] =
3.2Hz, H-3), 3.41-3.37 (m, 1H, OCHH), 3.36 (s, 3H, OCH3), 3.24 (d, 1H, 3] = 2.0 Hz, 4-OH),
2.80 (d, 1H, 3] = 2.5Hz, 2-OH), 2.07-1.94 (m, 2H, OCH,CH,CH,NPhth), 1.36 (d, 3H, 3] =
6.2Hz, 6-CHj3) ppm;

13C-NMR (125.76 MHz, CDCls): § = 168.92 (2 C=0), 134.15 (2 m-Aryl-C), 131.91 (2 Aryl-
Cq), 123.42 (2 0-Aryl-C), 100.48 (C-1), 80.35 (C-3), 71.26 (C-4), 67.67 (C-5), 67.10 (C-2), 65.43
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(OCHy,), 54.77 (OCH3), 34.61 (PhthNCH,), 28.93 (OCH,CH,CH,NPhth), 17.68 (6-CHs)
ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C1sH,3NNaOy: 388.1372; gef.: 388.1358;

Anal. ber. fiir C1sHp;3NO;: C, 59.17; H, 6.34; N, 3.83. Gef.: C, 58.82; H, 6.44; N, 3.76.

Methyl-2,4,6-tri-O-benzoyl-3-O-(3-tert-butoxycarbonylaminopropyl)-c-D-
mannopyranosid (93)

Nach AAV 5 wurden 4.00 g (20.6 mmol) Methyl-o-D-mannopy- P e

ranosid 34 umgesetzt. Reinigung durch Sdulenchromatographie AN

an Kieselgel (Laufmittel: Essigester — Essigester/Ethanol, 8:1) /<OT<N\/\/ OMe
ergab 1.81 g eines roten Schaumes. Dieser wurde in 20 ml Me-

thanol gelost. Nach Zugabe von 1.0 ml (20 mmol) Hydrazinhydrat wurde die Losung
tiber Nacht bei 40 °C geriihrt. Der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert und das Fil-
trat in vacuo eingeengt. Der Riickstand wurde erneut in Methanol aufgenommen (10 ml)
und nach Zugabe von 0.7 ml (5 mmol) Triethylamin und 3.6 g (17 mmol) Di-tert-butyl-
dicarbonat 2 h bei Raumtemp. geriihrt. Entfernen der fliichtigen Komponenten in va-
cuo ergab 3.77 g eines festen Riickstandes. Hiervon wurden 1.26 g in 5 ml Pyridin mit
1.1 ml (9.5 mmol) Benzoylchlorid nach AAV 4 benzoyliert. Sdulenchromatographische
Reinigung an Kieselgel (Laufmittel: Toluol/Essigester, 5:1) ergab das Produkt als wei-
len Schaum.

Ausbeute: 493 mg (12 %);
[0]Z —34.9 (c 0.995, CH,Cly);

IR (KBr): 3424, 2975, 1724, 1602, 1508, 1452, 1366, 1316, 1266, 1176, 1112, 1069, 1027,
711 cm™L;

'H-NMR (300 MHz, CDCl3/TMS): § = 8.12-8.03 (m, 6H, 6 0-Aryl-H), 7.61-7.55 (m, 3H, 3
p-Aryl-H), 7.47-7.36 (m, 6H, 6 m-Aryl-H), 5.76 (dd=t, 1H, 3] = 9.9 Hz, H-4), 5.64 (dd, 1H,
3] =3.2Hz, 3] =1.9Hz, H-2),4.92 (d, 1H, 3] = 1.7Hz, H-1), 4.69 (dd, 1H, %] = 12.1Hz, 3] =
2.6Hz, H-6"),4.42 (dd, 1H, ?] = 12.1 Hz, 3] = 4.8 Hz, H-6), 4.28-4.22 (m, 1H, H-5), 4.04 (dd,
1H, 3] = 9.7Hz, 3] = 3.3 Hz, H-3), 3.79-3.72 (m, 1H, OCHH), 3.49 (s, 3H, OCH3), 3.44-3.37
(m, 1H, OCHH), 2.99-2.78 (m, 2H, BocNHCH5), 1.59-1.49 (m, 2H, OCH,CH,CH,NHBoc),
1.37 (s, 9H, C(CH3)3) ppm;

IBC-NMR (125.76 MHz, CDCly): § = 166.16, 165.77, 165.32 (3 C=0), 155.88 (NH(C=0)),
133.33, 132.94 (3 p-Aryl-C), 129.90 (Aryl-Cy), 129.84, 129.67, 129.64 (6 0-Aryl-C), 129.42,
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129.37 (2 Aryl-Cy), 128.49, 128.47, 128.35 (6 m-Aryl-C), 98.98 (C-1), 78.64 (C(CHz)3), 76.08
(C-3), 68.80 (C-2), 68.73 (C-5), 68.38 (C-4), 67.69 (OCH,), 63.11 (C-6), 55.35 (OCHs3), 37.17
(BocHNCHy), 29.73 (OCH,CH,CH,NHBoc), 28.32 (C(CHz)3) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C3sH41NNaOq: 686.2572; gef.: 686.2553.

Methyl-3-O-3-(phthalimidopropyl)-a-D-mannopyranosid (92)

Nach AAV 5 wurden 3.12 g (16.1 mmol) Methyl-o-D-mannopy- é on
ranosid 34 umgesetzt. Reinigung durch Sdulenchromatographie O\/io/o
an Kieselgel (Laufmittel: Essigester/Ethanol, 8:1) ergab einen " oMe

. (o]
weiflen Schaum.

Ausbeute: 2.40 g (39 %);
[0]% +42.7 (c 0.820, Aceton);
IR (KBr): 3448 (br), 2929, 1770, 1709, 1399, 1058, 722 cm ™ ;

H-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): § = 7.87-7.82 (m, 4H, 4 Aryl-H), 4.65 (d, 1H, 3] = 1.6 Hz,
H-1), 4.04 (d, 1H, 3] = 3.7Hz, OH), 3.97-3.93 (m, 1H, H-2), 3.83-3.77 (m, 3H, PhthNCH,,
H-6), 3.76-3.70 (m, 3H, H-4, 2 OH), 3.68-3.62 (m, 1H, H-6), 3.52-3.46 (m, 2H, OCH,), 3.42
(mc, 1H, H-5), 3.38 (dd, 1H, 3] =9.3Hz, 3] = 3.3 Hz, H-3), 3.32 (s, 3H, OCH3), 1.98-1.90 (m,
2H, OCH,CH,CH;NPhth) ppm;

BC-NMR (125.76 MHz, CDCl): & = 170.25 (2 C=0), 136.00 (2 m-Aryl-C), 134.16 (2 Aryl-
Cq), 124.75 (2 0-Aryl-C), 103.10 (C-1), 82.45 (C-3), 75.02 (C-5), 68.97 (C-2), 68.43 (C-4), 67.90
(OCHb,), 64.15 (C-6), 55.70 (OCHjs), 36.69 (PhthNCHy), 28.45 (OCH,CH,CH,NPhth) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C;gH3NNaOg: 404.1321; gef.: 404.1376;

Anal. ber. fiir C1gH>3NOg: C, 56.69; H, 6.08; N, 3.67. Gef.: C, 56.41; H, 6.25; N, 3.67.

Methyl-2,4,6-tri-O-benzyl-3- O-(3-phthalimidopropyl)-o-D-galaktopyranosid (80)

Eine Losung von 456 mg (1.19 mmol) des Galaktosids 79 und B0 e .
1.3 ml (11 mmol) Benzylbromid in 5 ml trockenem DMF wurde O\/\/o ~
bei 0°C mit 143 mg (3.57 mmol) Natriumhydrid (60%ige Sus- " OMe
pension in Paraffin) versetzt und riihrte anschliefSend 3 h, wo- 0

bei sie sich auf Raumtemp. erwdrmte. Daraufhin wurde noch dreimal im Abstand von
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je 90 min unter Eiskiihlung Natriumhydrid nachgegeben (einmal 24 mg (0.60 mmol) und
zweimal je 12 mg (0.30 mmol)). Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 ml Wasser be-
endet, die Phasen getrennt und die wéssrige Phase noch dreimal mit je 5 ml Dichlorme-
than extrahiert. Die vereinigten org. Phasen wurden mit je 5 ml 5%iger Salzsdure, Wasser
und ges. Natriumchloridlsg. gewaschen, tiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und
das Losungsmittel in vacuo entfernt. Der Riickstand wurde durch Sdulenchromatographie
an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: Toluol/Essigester, 4:1) und das Produkt als farbloser
Sirup erhalten.

Ausbeute: 631 mg (81 %);
[0]Z +43.4 (c 0.955, CH,Cly);
IR (KBr): 3463, 3029, 2925, 1771, 1712, 1453, 1396, 1371, 1101, 1050, 739, 722, 698 cm~1;

H-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): & = 7.82 (dd, 2H, 3] = 5.4 Hz, %] = 3.1 Hz, 2 0-Phth-H),
7.69 (dd, 1H, 3] = 5.5Hz, 4] = 3.0 Hz, 2 m-Phth-H), 7.38-7.23 (m, 15H, 15 Bn-Aryl-H), 4.95
(d, 1H, ?J = 11.5Hz, PhCHH), 4.81, 4.66 (je d, je 1H, 2] = 12.2Hz, PhCH), 4.63 (d, 1H,
3] = 3.7Hz, H-1), 4.58 (d, 1H, ?] = 11.5Hz, PhCHH), 4.50, 4.41 (je d, je 1H, ?] = 11.8 Hz,
PhCH,), 3.99 (dd, 1H, 3] = 3.0Hz, 3] = 1.3 Hz, H-4), 3.95 (dd, 1H, 3] = 10.1Hz, 3] = 3.7 Hz,
H-2), 3.92-3.76 (m, 4H, H-5, OCHHCH,CH,NPhth), 3.74 (dd, 1H, 3] = 10.1 Hz, 3] = 2.9 Hz,
H-3), 3.70-3.66 (m, 1H, OCHHCH,CH,NPhth), 3.57-3.51 (m, 2H, H-6, H-6"), 3.35 (s, 3H,
OCHj), 2.01-1.96 (m, 2H, OCH,CH,CH,NPhth) ppm;

IBC-NMR (125.76 MHz, CDCl3): & = 168.25 (2 C=0), 138.77, 138.55, 138.01 (3 Bn-Aryl-
Cq), 133.83 (2 0-Phth-C), 132.12 (2 Phth-Cg), 128.51, 128.34, 128.30, 128.17, 128.02, 127.73,
127.62, 127.46, 126.92 (Aryl-C), 123.15 (2 m-Phth-C), 98.72 (C-1), 79.50 (C-3), 76.46 (C-2),
75.43 (C-4), 74.82 (PhCH,), 73.45 (2 PhCH)), 69.27 (C-5), 69.14 (C-6), 68.90 (OCH,CH,-
CH,NPhth), 55.29 (OCHj3), 35.39 (PhthNCH}), 29.53 (OCH,CH,CH,NPhth) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C39H41NNaOsg: 674.2724; gef.: 674.2709.

Methyl-3-O-(3-aminopropyl)-2,4,6-tri-O-benzyl-o-D-galaktopyranosid (81)

Das Galaktosid 80 (504 mg, 0.773 mmol) wurde in 15 ml Ethanol Bno P8
gelost, mit 0.20 ml (0.41 mmol) Hydrazinhydrat versetzt und tiber HZN\/\/O —
Nacht bei Raumtemp. geriihrt. Anschlieffend wurde das Losungs- ove
mittel in vacuo entfernt, der Riickstand in Dichlormethan aufgenommen und iiber Ce-

lite filtriert (insges. 100 ml Dichlormethan). Das nach Entfernen des Losungsmittels in
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vacuo erhaltene Produkt war fiir weitere Umsetzungen rein genug, kann aber durch Sau-
lenchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol, 30:1, mit 2%
Triethylamin) gereinigt werden. Man erhielt ein gelbliches Ol.

Ausbeute: 356 mg (88 %);
[a] +40.3 (c 1.42, CH,CL);
IR (KBr): 3422, 2918, 1496, 1453, 1350, 1195, 1099, 1051, 738, 698 cm~!;

'H-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): § = 7.38-7.24 (m, 15H, 15 Aryl-H), 4.89 (d, 1H, ?] =
11.5Hz, PhnCHH), 4.81 (d, 1H, 2] = 12.1 Hz, PhCHH), 4.66-4.62 (m, 2H, H-1, PhCHH), 4.55
(d, 1H, 2] = 11.5Hz, PhCHH), 4.49, 4.41 (je d, je 1H, ?] = 11.8 Hz, PhCH,), 3.94 (d, 1H, 3] =
3.5Hz, H-4),3.93 (dd, 1H, 3] = 10.1Hz, 3] = 3.7Hz, H-2), 3.89 (m., 1H, H-5), 3.78-3.69 (m,
3H, H-3, OCH,CH,CH,NH),), 3.58-3.49 (m, 2H, H-6, H-6"), 3.35 (s, 3H, OCH3), 2.89-2.80
(m, 2H, OCH,CH,CH,NH)), 1.81-1.71 (m, 2H, OCH,CH,CH,NH,) ppm;

13C.NMR (125.76 MHz, CDCls): § = 138.68, 138.52, 137.94 (3 Aryl-Cy), 128.38, 128.34,
128.20, 128.15, 128.05, 127.79, 127.71, 127.56 (Aryl-C), 98.72 (C-1), 79.23 (C-3), 76.15 (C-2),
74.72 (C-4, PhCHy), 73.51, 73.44 (2 PhCHy), 69.12 (C-5), 69.02, 68.99 (C-6, OCH,CH,CH,-
NH,), 55.32 (OCH3), 39.62 (CH,NH,), 33.69 (OCH,CH,CH,NH,) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + H]" ber. fur C3;HyoNOg: 522.2850; gef.: 522.2837; m/z [M + Na]* ber.
fir C31H39NNaOg: 544.2670; gef.: 544.2673.

2-(4-Benzylsulfanylbutyl)-2-tert-butoxycarbonylamino)-malonsaure-diethylester (96)

Benzylmercaptan (1.5 ml, 13 mmol) wurde tropfenweise zu einer @\/ ot
eisgekiihlten Suspension von 512 mg (12.8 mmol) Natriumhydrid s OXHT
(60%ige Suspension in Paraffin) gegeben. Nach 15 min Riihren bei E100¢” “COOEt
Raumtemp. tropfte man hierzu eine Losung von 5.00 g (12.2 mmol) des Malonesterderi-
vats 95 und riihrte den Ansatz weitere 16 h. Das Losungsmittel wurde in vacuo entfernt,
der Riickstand in 50 ml Essigester aufgenommen, mit je 15 ml 5%iger Salzdure, ges. Natri-
umhydrogencarbonatlsg. und ges. Natriumchloridlsg. gewaschen, iiber Magnesiumsul-
fat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel in vacuo entfernt. Sdulenchromatographie
an Kieselgel (Laufmittel: Cyclohexan/Essigester, 6: 1) ergab ein klares, farbloses OL

Ausbeute: 5.04 g (91 %);

IR (KBr): 3432, 2979, 2934, 1739, 1719, 1486, 1368, 1280, 1250, 1204, 1165, 1056, 1027, 860,
702 cm~1;
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IH-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): & = 7.33-7.27 (m, 4H, 2 o-Aryl-H, 2 m-Aryl-H), 7.25-
7.21 (m, 1H, p-Aryl-H), 5.92 (bs, 1H, NH), 4.28-4.17 (m, 4H, 2 OCH,), 3.67 (s, 2H, PhCH,),
2.39 (t, 2H, 3] = 7.3 Hz, SCH,CHy), 2.26 (br, 2H, CCH,), 1.57 (m., 2H, SCH,CH,), 1.43 (s,
9H, C(CH3)3), 1.30-1.19 (m, 2H, CCH,CH,), 1.24 (dd=t, 6H, 3] = 7.1 Hz, 2 CH3) ppm;

I3C-NMR (125.75 MHz, CDCl3): § = 168.18 (C(=0)0), 153.78 (C(=O)N), 138.44 (Aryl-Cy),
128.73,128.39 (2 0-Aryl-C, 2 m-Aryl-C), 126.83 (p-Aryl-C), 80.06 (C(CH3)3), 66.34 (C), 62.30
(2 OCHy), 36.19 (PhCH,), 32.07 (CCH,), 30.96 (SCH,), 28.73 (SCH,CH)>), 28.18 (C(CH3)3),
22.59 (CCH,CHy), 13.96 (2 OCH,CH3) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C;3H35NNaOgS: 476.2077; gef.: 476.2060.

(R)-2-Allyl-2-(tert-butoxycarbonylamino)-malonsaure-monomethylester (74)

Der Malonester 73 (10.9 g, 37.9 mmol) wurde in einer Losung von 350 ml 0P
Phosphatpuffer und 35 ml Aceton suspendiert. Nach Zugabe von 30 mg N\~
(4260 U) Schweineleberesterase rithrte der Ansatz bei Raumtemp., wobei Me°¢ ©ooH
der pH-Wert durch Zugabe von 2M Natronlauge zwischen 7.75 und 6.90 gehalten wurde.
Nach 5 d war 1 eq. Natronlauge verbraucht. Die Losung wurde mit 5N Salzdure auf pH 2
gebracht, vollstindig mit Essigester extrahiert, die vereinigten org. Phasen iiber Magne-
siumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel in vacuo entfernt. Man erhielt 10.4 g
eines farblosen Feststoffes, der eine spezifische Drehung von 16.7 (c 1.08, CH,Cl,) zeigte

und noch zweimal aus Essigester /Pentan umkristallisiert wurde.
Ausbeute: 2.09 g (20 %);
Schmp.: 89 °C; [oc]zD5 +25.4 (c 1.05, CH,Cly);

IR (KBr): 3294, 2978, 2555, 1739, 1657, 1397, 1371, 1290, 1241, 1217, 1175, 1070, 926,
640 cm—1;

TH-NMR (300 MHz, DMSO-Dg): 8 = 6.40, 6.09 (je br s, je 1H, OH, NH), 5.67-5.53
(m, 1H, CH=CHj,), 5.10-5.05 (m, 2H, CH=CH), 3.66 (s, 3H, OCHj3), 2.91-2.76 (m, 2H,
CH2CH=CH2), 1.36 (S, 9H, C(CH3)3) PpmM;

IB3C-NMR (75.47 MHz, DMSO-Dg): 8 = 168.51, 168.32 (2 C(=0)0), 153.60 (C(=O)N),
131.84 (CH=CH,), 119.39 (CH=CH,), 79.14 (C(CHj3)3), 65.56 (C), 52.76 (OCHj3), 37.16
(CH,CH=CHy), 27.89 (C(CH3)3) ppmy;

HRESI-MS: /2 [M + Na]* ber. fiir C1,H1o0NNaOg: 296.1105; gef.: 296.1159.
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Methyl-2,4,6-tri-O-benzyl-3-(3-[( R)-2-tert-butoxycarbonylamino-2-methoxycarbonyl-
pent-4-enoylamino]-propyl)-a-D-galaktopyranosid (98)

Der Monoester 74 (203 mg, 0.743 mmol), TBTU (239 mg, O_<
0.743 mmol) und HOBT (100 mg, 0.743 mmol) wurden unter °=<NH Bop P8
Argonatmosphire in 5 ml trockenem Dichlormethan suspen- mH\/\/O

diert. Nach Zugabe von 0.38 ml (2.2 mmol) DIPEA riihrte der © 0 due
Ansatz 1 h bei Raumtemp., wobei eine klare Losung entstand. Zu dieser wurde trop-

(0]

fenweise eine Losung von 81 (479 mg, 0.892 mmol) in 5 ml trockenem Dichlormethan
gegeben und anschlieffend iiber Nacht bei Raumtemp. geriihrt. Dann wurde mit 30 ml
Dichlormethan verdiinnt, nacheinander mit je 15 ml 5%iger Salzsdure, ges. Natriumhy-
drogencarbonatlsg. und ges. Natriumchloridlsg. gewaschen, iiber Magnesiumsulfat ge-
trocknet, filtriert und das Losungsmittel in vacuo entfernt. Der Riickstand wurde sdulen-
chromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: Cyclohexan/Essigester, 3:2) und
das Produkt als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 395 mg (68 %);
[a]% +39.9 (c 0.875, CH,Cly);
IR (KBr): 3407 (br), 2927, 1718, 1686, 1482, 1367, 1228, 1163, 1137, 1099, 1052, 738, 698 cm~;

'H-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): § = 7.38-7.25 (m, 15H, 15 Aryl-H), 6.57 (br s, 1H,
C(=O)NH), 5.93 (br s, 1H, OC(=O)NH), 5.57 (dddd, 1H, 3] = 17.8Hz, 3] = 10.5Hz, 3]
= 7.3Hz, 3] = 7.3Hz, CH=CH,), 5.12-5.06 (m, 2H, CH=CH,), 4.87 (d, 1H, ?] = 11.6Hz,
PhCHH), 4.78 (d, 1H, ?] = 12.1Hz, PhnCHH), 4.64 (d, 1H, 3] = 3.7Hz, H-1), 4.62 (d, 1H, ?]
= 12.1Hz, PhCHH), 4.55 (d, 1H, ?] = 11.6 Hz, PhCHH), 4.48, 4.40 (je d, je 1H, 2] = 11.8 Hz,
PhCH,), 3.95 (dd, 1H, 3] = 10.1Hz, 3] = 3.6 Hz, H-2), 3.93 (m, 1H, H-4), 3.88 (m., 1H,
H-5), 3.73 (s, 3H, C(=0)OCH3), 3.70 (dd, 1H, 3] = 10.2Hz, 3] = 3.1 Hz, H-3), 3.68-3.61
(m, 2H, GalOCHy,), 3.55-3.50 (m, 2H, H-6, H-6"), 3.41-3.30 (m, 2H, C(=O)NHCH,), 3.34
(s, 3H, GalOCH3), 3.10-3.01, 2.93-2.85 (je m, je 1H, CH,CH=CHy), 1.76 (m, 2H, OCH,-
CH,CH;,N), 1.42 (s, 9H, C(CH3)3) ppm;

I3C-NMR (125.75 MHz, CDCl3): § = 170.98, 166.53 (C(=0)O, C(=0)N), 154.06 (OC(=O)N),
138.65, 138.54, 137.94 (3 Aryl-Cy), 131.20 (CH=CH,), 128.37, 128.34, 128.20, 128.06, 127.96,
127.76, 127.71, 127.69, 127.53 (15 Aryl-C), 119.95 (CH=CHy), 98.61 (C-1), 80.21 (C(CH3)3),
79.23 (C-3), 76.32 (C-2), 74.96 (C-4), 74.81, 73.49, 73.27 (3 PhCH,), 69.13 (C-5), 69.00 (C-6),
68.39 (GalOCHy), 66.02 (C), 55.29 (GalOCHj), 53.22 (C(=0)OCHj3), 38.41 (CH,CH=CHy,),
37.47 (NHCHy,), 29.91 (OCH,CH,CH,N), 28.21 (C(CH3)3) ppm;

HRESI-MS: /2 [M + Nal* ber. fiir C43H5sN,NaOy1: 799.3776; gef.: 799.3757.
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Methyl-2,4,6-tri-O-benzyl-3-(3-[( R)-5-benzylsulfanyl-2-tert-butoxycarbonylamino-2-
methoxycarbonyl-pentanoylamino]-propyl)-a-D-galaktopyranosid (99)

Nach AAV 3 wurden 163 mg (0.209 mmol) 98 und 0.37 ml
(3.2 mmol) Benzylmercaptan in 2 ml Dioxan umgesetzt.

3 O=<O—< BnO OBn
Saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (Lauf- K/%H(H . o
mittel: Cyclohexan/Essigester, 3:2) ergab ein farbloses Ol. weood

BnO
OMe

Ausbeute: 157 mg (83 %);
[a]® +35.0 (c 0.550, CHxCly);
IR (KBr): 3405 (br), 2925, 1735, 1718, 1685, 1454, 1366, 1255, 1159, 1099, 1052, 739, 699 cm ™ ;

'H-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): § = 7.37-7.19 (m, 20H, 20 Aryl-H), 6.43 (br s, 1H,
C(=O)NH), 6.05 (br s, 1H, OC(=O)NH), 4.87 (d, 1H, ?] = 11.6 Hz, PhCHH), 4.77 (d, 1H, ?]
=12.1Hz, PhCHH), 4.64 (d, 1H, 3] = 3.6 Hz, H-1), 4.62 (d, 1H, ?] = 12.1 Hz, PhCHH), 4.54
(d, 1H, %] = 11.6 Hz, PhCHH), 4.48, 4.40 (je d, je 1H, ?] = 11.8 Hz, PhCH,), 3.94 (dd, 1H, 3] =
10.1Hz, 3] =3.6 Hz, H-2), 3.92 (m., 1H, H-4), 3.88 (m,, 1H, H-5), 3.71 (s, 3H, C(=0)OCHs),
3.69-3.60 (m, 3H, H-3, GalOCH)), 3.62 (s, 2H, PhCH,S), 3.55-3.50 (m, 2H, H-6, H-6"), 3.44-
3.26 (m, 2H, C(=O)NHCH),), 3.34 (s, 3H, GalOCHj3), 2.42 (m., 1H, CCHH), 2.33 (m,, 2H,
SCH,CH,), 2.18 (m., 1H, CCHH), 1.82-1.64 (m, 2H, OCH,CH,CH,N), 1.53-1.44 (m, 1H,
CCH,CHH), 1.42 (s, 9H, C(CH3)3), 1.38-1.30 (m, 1H, CCH,CHH) ppm;

I3C-NMR (125.75 MHz, CDCl3): 8 = 171.32, 166.72 (C(=0)O, C(=O)N), 154.16 (OC(=O)N),
138.63, 138.50, 138.21, 137.93 (4 Aryl-Cy), 128.76, 128.44, 128.36, 128.35, 128.20, 128.06,
127.95, 127.76, 127.72, 127.69, 127.54, 126.91 (20 Aryl-C), 98.59 (C-1), 80.17 (C(CH3)3),
79.21 (C-3), 76.34 (C-2), 75.00 (C-4), 74.82, 73.48, 73.29 (3 PhCH,), 69.12 (C-5), 68.97 (C-6),
68.26 (GalOCH)), 66.22 (C), 55.29 (GalOCH3), 53.18 (C(=O)OCH3), 37.50 (NHCH,), 35.95
(PhCH,S), 33.08 (CCH,), 30.60 (SCH,CH,), 29.88 (OCH,CH,CH,N), 28.23 (C(CHj)3),
23.18 (CCH,CH,) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + H]* ber. fiir CsoHgsN2011S: 901.4309; gef.: 901.4365; m/z [M + Na]*
ber. fiir CsoHg4NoNaO11S: 923.4129; gef.: 923.4140.
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Methyl-3-O-(3-aminopropyl)-a-D-galaktopyranosid (101)

Das Galaktosid 79 (4.67 g, 12.2 mmol) wurde in 100 ml Methanol ge- Ho PH

16st, Hydrazinhydrat (3.0 ml, 62 mmol) zugegeben und die Losun
y ydrat ( ) zugeg & S

Q

bei 40 °C iiber Nacht geriihrt, wobei ein farbloser Niederschlag aus- Ove

fiel. Nach Filtration tiber Celite wurden fliichtige Bestandteile in vacuo entfernt. Der Riick-
stand wurde in 100 ml Wasser aufgenommen und die Losung mit Eisessig auf pH 4
gebracht. Anschlieffend wurde so oft mit je 30 ml Essigester extrahiert, bis die organi-
sche Phase keine UV-Aktivitdt mehr zeigte. Reste von Ethylacetat in der wissrigen Phase
wurden in vacuo entfernt und das Produkt nach Lyophilisation als Acetat in Form eines
farblosen Schaums erhalten.

Ausbeute: 3.81 g (quant.);
[o]Z +147 (c 0.835, H20);
IR (KBr): 3354, 3009, 1569, 1408, 1353, 1144, 1087, 1044, 1021, 756, 702, 655 cm ™~ ;

H-NMR (500 MHz, D,O): & = 4.83 (d, 1H, 3] = 3.9Hz, H-1), 420 (d, 1H, 3] = 3.2Hz,
H-4), 3.89-3.83 (m, 2H, H-5, OCHH), 3.85 (dd, 1H, 3] = 10.4Hz, 3] = 3.9Hz, H-2), 3.77-
3.70 (m, 2H, H-6, H-6"), 3.65-3.59 (m, 1H, OCHH), 3.61 (dd, 1H, 3] = 10.2Hz, 3] = 3.3 Hz,
H-3), 3.40 (s, 3H, OCHj3), 3.15 (ddd=t, 2H, 3] = 6.7Hz, H,NCH,), 2.02-1.91 (m, 2H,
OCH,CH,CH,NH}), 1.89 (s, 3H, C(=0)CH3) ppm;

I3C-NMR (125.76 MHz, D,0): & = 183.84 (C=0), 101.67 (C-1), 80.05 (C-3), 72.97 (C-2*),
69.57 (C-5%), 69.47 (OCHy,), 68.00 (C-4), 63.63 (C-6), 57.45 (OCHj3), 40.68 (H,NCH,), 28.93
(OCH,CH,CH,NH,), 25.70 (C(=O)CH3) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + H]* ber. fiir C1gHp,NOg: 252.1442; gef.: 252.1495.

Methyl-3-O-(3-tert-butoxycarbonylaminopropyl)-o-D-galaktopyranosid (102)

Das Amin 101 (6.49 g, 20.8 mmol) wurde in 70 ml Methanol ge- Ho P .
16st, mit 6.12 g (28.1 mmol) Di-tert-butyl-dicarbonat und 3.9 ml H\/\/o ~

OMe

(28 mmol) Triethylamin versetzt und iiber Nacht bei Raumtemp. /<Oj( "
geriihrt. Fliichtige Bestandteile wurden in vacuo entfernt und der 0
Riickstand iiber Kieselgel filtriert (Laufmittel: Essigester /Methanol, 9:1). Anschliefiende
Umbkristallisation aus Ethylacetat ergab das Produkt in Form farbloser Kristalle.

Ausbeute: 6.72 g (92 %);
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Schmp.: 108-110°C; [a]% +124 (c 1.05, MeOH);

IR (KBr): 3471, 3350, 2952, 2917, 1687, 1535, 1366, 1277, 1226, 1160, 1142, 1058, 1019, 928,
770,588 cm—!;

TH-NMR (500 MHz, DMSO-Dg): § = 6.77 (t, 1H, 3] = 5.6 Hz, NH), 4.56 (m,, 1H, 6-OH), 4.52
(d, 1H, 3] = 3.8 Hz, H-1), 4.50 (d, 1H, 3] = 7.3 Hz, 2-OH), 4.31 (d, 1H, 3] = 4.7 Hz, 4-OH),
3.90 (ddd~t, 1H, 3] = 3.8 Hz, H-4), 3.66 (ddd, 1H, 3] = 10.3Hz, 3] = 7.3 Hz, 3] = 3.8 Hz, H-2),
3.57 (ddd, 1H, 2] = 9.4Hz, 3] = 6.2Hz, 3] = 6.2Hz, OCHH), 3.54-3.43 (m, 3H, H-5, H-6,
H-67), 3.38-3.30 (m, 1H, OCHH), 3.28-3.26 (m, 1H, H-3), 3.26 (s, 3H, OCHj3), 3.02 (m,, 2H,
BocHNCH;), 1.59 (m., 2H, OCH,CH,CH,;NHBoc), 1.37 (s, 9H, C(CH3)3) ppm;

I3C-NMR (125.76 MHz, DMSO-Dy): & = 155.63 (C=0), 99.92 (C-1), 78.26 (C-3), 77.38
(C(CHa)s), 70.96 (C-5), 67.16 (C-2), 65.68 (OCH,), 65.03 (C-4), 60.55 (C-6), 54.28 (OCH3),
36.83 (BocHNCHy), 29.82 (OCH,CH,CH,NHBoc), 28.19 (C(CHz)3) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]™ ber. fiir C15sHy9NNaOsg: 374.1785; gef.: 374.1736.

Methyl-2,4,6-tri-O-acetyl-3-O-(3-tert-butoxycarbonylaminopropyl)-c-D-
galaktopyranosid (103)

Nach AAV 4 wurden 4.65 g (13.2 mmol) des Galaktosids 102 mit A0 P .
7.50 ml (79.4 mmol) Acetanhydrid in 50 ml trockenem Pyridin N\/\/O —

unter Zugabe einer kat. Menge DMAP umgesetzt. Reinigung /<°j(
erfolgte durch Sdulenchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: °
Toluol/Essigester, 2: 1). Man erhielt einen gelblichen Sirup.

Ausbeute: 6.29 g (quant.);
[o]5 +112 (c 0.540, CH,CL);
IR (KBr): 3422, 2975, 2934, 1747, 1712, 1512, 1370, 1234, 1171, 1138, 1054 cm™!;

H-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): § = 5.49 (d, 1H, 3] = 3.3Hz, H-4), 5.02 (dd, 1H, 3] =
10.4Hz, 3] = 3.7Hz, H-2), 4.97 (d, 1H, 3] = 3.7 Hz, H-1), 4.85 (br s, 1H, NH), 4.14 (dd, 1H,
2] =12.9Hz,3] = 8.6 Hz, H-6), 4.12-4.08 (m, 1H, H-5),4.10 (dd, 1H, %] = 12.8 Hz, 3] = 6.1 Hz,
H-6%), 3.77-3.72 (m, 1H, OCHH), 3.75 (dd, 1H, 3] = 10.4 Hz, 3] = 3.4 Hz, H-3), 3.44-3.39 (m,
1H, OCHH), 3.40 (s, 3H, OCH3), 3.23-3.14, 3.09-3.01 (je m, je 1H, BocHNCH,), 2.15, 2.12,
2.07 (je s, je 3H, 3 C(=0)CH3), 1.67 (m, 2H, OCH,CH,CH,NHBoc), 1.44 (s, 9H, C(CHj)3)

ppm,
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IBC.NMR (125.76 MHz, CDCl3): § = 170.49, 170.39 (3 C=0), 155.93 (NHC=0), 97.29 (C-1),
79.02 (C(CHj)3), 74.04 (C-3), 69.87 (C-2), 68.21 (OCHy), 67.27 (C-4), 66.43 (C-5), 62.31 (C-6),
55.42 (OCH3), 37.97 (BocHNCHy), 29.69 (OCH,CH,CH>NHBoc), 28.42 (C(CH3)3), 20.93,
20.77,20.72 (3 C(=O)CH3) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C,1H35NNaOj1: 500.2102; gef.: 500.2195.

Methyl-2,4,6-tri-O-acetyl-3-O-(3-aminopropyl)-a-D-galaktopyranosid (104)

Nach AAV 6 wurden 200 mg (0.419 mmol) des Galaktosids 103 um- Ao PAe
gesetzt. Man erhielt das Produkt als Trifluoracetat in Form eines farb- o

losen Sirups, welcher nicht weiter aufgereinigt werden musste.

Ausbeute: 206 mg (quant.);

[o]Z +105 (c 1.48, CHyCly);

IR (KBr): 3448 (br), 2939, 1744, 1681, 1374, 1236, 1203, 1136, 1056, 836, 800, 722 cm™};
TH-NMR (300 MHz, CDCl3/TMS): § = 7.84 (br s, 3H, NH3), 5.48 (d, 1H, 3] = 3.1 Hz, H-4),
5.05 (dd, 1H, 3] = 10.4Hz, 3] = 3.6 Hz, H-2), 4.93 (d, 1H, 3] = 3.6 Hz, H-1), 4.18-4.07 (m, 3H,
H-5, H-6, H-6"), 3.90 (m., 1H, OCHH), 3.84 (dd, 1H, 3] = 10.4Hz, 3] = 3.2Hz, H-3), 3.53

(m, 1H, OCHH), 3.41 (s, 3H, OCHj3), 3.03 (br s, 2H, NCH,), 2.16, 2.12, 2.07 (je s, je 3H, 3
C(=0)CHj), 1.89 (br m, 2H, OCH,CH,CH,N) ppm;

13C-NMR (75.47 MHz, CDCly): § = 171.21, 171.19, 170.53 (3 C=0), 161.66 (q, 2cF = 35.5
Hz, F3CC(=0)OH), 116.15 (q, YJcr = 288 Hz, CF3), 97.32 (C-1), 74.80 (C-3), 69.49 (C-2),
68.37 (OCH,), 67.22 (C-4), 66.35 (C-5), 62.05 (C-6), 55.45 (OCH3), 38.44 (NCH,), 26.65
(OCH,CH,CH,N), 20.77, 20.65, 20.48 (3 C(=O)CH3) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + H]* ber. fiir C14HsNOq: 378.1759; gef.: 378.1783.
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N*-9H-Fluorenylmethoxycarbonyl-N"-[3-(methyl-2,4,6-tri-O-acetyl-o-D-
galaktopyranosid-3-yl)-propyl]-L-asparagin-tert-butylester (105)

Zu einer Suspension von 266 mg (0.647 mmol) Fmoc-Asp(OH)- O
O'Bu und 286 mg (0.647 mmol) BOP in 2 ml trockenem Dichlor- .O
methan wurden unter Argonatmosphédre 0.30 ml (1.7 mmol) o

.....

\\\\ }\ W™ AD

methan, langsam zugegeben und der Ansatz riihrte tiber Nacht. Nach Verdiinnen mit

DIPEA gegeben und 1 h bei Raumtemp. geriihrt, wobei sich HN’H'&o Ao PAC
eine klare Losung bildete. Anschliefend wurden 206 mg O)\(\(
(0.431 mmol) des Amins 104, gelost in 5 ml trockenem Dichlor-

30 ml Dichlormethan wurde die Losung nacheinander mit je 10 ml 5%iger Salzsdure, ges.
Natriumhydrogencarbonatlsg. und ges. Natriumchloridlsg. gewaschen, {iber Magnesi-
umsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel in vacuo entfernt. Der Riickstand
wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: Toluol/Essigester,
1:2) und das Produkt als weifSer, voluminoser Schaum erhalten.

Ausbeute: 297 mg (89 %);
[a] +91.8 (c 0.560, CH,Cly);
IR (KBr): 3422 (br), 2934, 1742, 1654, 1450, 1370, 1233, 1155, 1054, 761, 742 cm ™ ;

'H-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): & = 7.76 (d, 2H, 3] = 7.5Hz, 2 Aryl-H), 7.62 (m,, 2H, 2
Aryl-H), 7.40 (dd=t, 2H, 3] = 7.5Hz, 2 Aryl-H), 7.31 (dd=t, 2H, 3] = 7.4 Hz, 2 Aryl-H), 6.25
(br, 1H, C(=0)NH), 6.14 (d, 1H, 3] = 8.6 Hz, OC(=O)NH), 5.48 (d, 1H, 3] = 2.8 Hz, H-4),
5.09 (dd, 1H, 3] = 10.5Hz, 3] = 3.7Hz, H-2), 491 (d, 1H, 3] = 3.6 Hz, H-1), 4.49 (ddd, 1H, 3]
=8.5Hz,3] =4.3Hz, 3] = 43Hz, H-a), 4.42 (dd, 1H, 3] = 10.1 Hz, 3] = 6.8 Hz, FluHCHH),
4.29-4.22 (m, 2H, FluHCHH), 4.15-4.07 (m, 3H, H-5, H-6, H-6"), 3.79-3.71 (m, 2H, H-3, Gal-
OCHH), 3.43-3.32 (m, 2H, C(=O)NHCHH, GalOCHH), 3.39 (s, 3H, GalOCH3), 3.11 (m,,
1H, C(=0)NHCHH), 2.90 (dd, 1H, ?] = 15.8 Hz, 3] = 4.6 Hz, H-B), 2.73 (dd, 1H, 2] = 15.8 Hz,
3] =4.2Hz, H-B"),2.13,2.10,2.07 (je s, je 3H, 3 C(=0)CH3), 1.67 (m¢, 2H, OCH,CH,CH,N),
1.47 (s, 9H, C(CH3)3) ppm;

I3C.NMR (125.75 MHz, CDCls): & = 170.98, 170.50, 170.46, 170.25, 170.01 (4 C(=0)O,
C(=O)N), 156.23 (OC(=O)N), 144.01, 143.82 (2 Aryl-Cy), 141.24 (2 Aryl-Cy), 127.67 (2
Aryl-C), 127.07, 127.04, 125.28, 125.19 (4 Aryl-C), 119.93 (2 Aryl-C), 97.45 (C-1), 82.04
(C(CHs)3), 74.38 (C-3), 69.51 (C-2), 68.18 (GalOCHy), 67.43 (C-4), 67.12 (FIuHCH,), 66.42
(C-5), 62.20 (C-6), 55.43 (GalOCHj3), 51.48 (C-w), 47.14 (HNC(=0)OCH,CH), 37.71 (C-
B), 36.78 (C(=O)NHCHS,), 29.15 (OCH,CH,CH,N), 27.92 (C(CH3)3), 20.95, 20.80, 20.71 (3
C(=0)CHj3) ppm;
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HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C3gHs50N2NaOq4: 793.3154; gef.: 793.3175.

N*-9H-Fluorenylmethoxycarbonyl-N"-[3-(methyl-2,4,6-tri-O-acetyl-a-D-
galaktopyranosid-3-yl)-propyl]-L-asparagin (106)

Nach AAV 6 wurden 1.01 g (1.31 mmol) des fert-Butylesters 105 O
entschiitzt. Der Riickstand wurde in Acetonitril/Wasser (1:1) .O

aufgenommen und lyophilisiert, um das Produkt als weifsen o

Schaum zu erhalten. ] “ﬁf;,'&o Aco PAC
HO»\L(O o Q

Ausbeute: 936 mg (quant.); N d

[a]® +125 (c 0.275, CHaCly);
IR (KBr): 3407 (br), 2939, 1743, 1654, 1534, 1450, 1372, 1233, 1138, 1053, 762, 742 cm ™ };

'H-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): & = 7.76 (d, 2H, 3] = 7.5Hz, 2 Aryl-H), 7.60 (m,, 2H, 2
Aryl-H), 7.40 (dd=t, 2H, 3] = 7.4 Hz, 2 Aryl-H), 7.31 (dd=t, 2H, 3] = 7.2 Hz, 2 Aryl-H), 6.94
(br, 1H, C(=0)NH), 6.17 (d, 1H, 3] = 5.6 Hz, OC(=O)NH), 5.50 (d, 1H, 3] = 2.4 Hz, H-4),
5.11(dd, 1H,3] = 10.4 Hz, 3] = 3.4Hz, H-2), 4.88 (d, 1H, 3] = 3.5 Hz, H-1), 4.48 (br, 1H, H-at),
4.40 (dd, 1H, ?] = 10.2 Hz, 3] = 7.3Hz, FluHCHH), 4.30 (dd, 1H, ?] = 10.4Hz, 3] = 7.5 Hz,
FluHCHH), 4.22 (dd=t, 1H, 3] = 7.1 Hz, FluH), 4.13-4.06 (m, 3H, H-5, H-6, H-6"), 3.83-3.74
(m, 2H, H-3, GalOCHH), 3.50-3.43 (m, 1H, C(=O)NHCHH), 3.43-3.36 (m, 1H, GalOCHH),
3.39 (s, 3H, OCHj3), 3.18 (m,, 1H, C(=O)NHCHH), 2.99 (dd, 1H, ?] = 15.7Hz, 3] = 1.3Hz,
H-B"),2.73 (dd, 1H, ?] = 16.1Hz, 3] = 9.2 Hz, H-B), 2.15, 2.10, 2.01 (je s, je 3H, 3 C(=0)CHj),
1.83-1.62 (m, 2H, OCH,CH,CH,N) ppm;

I3C-NMR (125.75 MHz, CDCls): § = 172.35, 171.85, 171.40, 170.62, 170.49 (4 C(=O)O,
C(=O)N), 155.80 (OC(=O)N), 143.81, 143.59, 141.27, 141.24 (4 Aryl-Cy), 127.77, 127.09
(je 2 Aryl-C), 125.16, 125.06 (2 Aryl-C), 120.01 (2 Aryl-C), 97.49 (C-1), 74.63 (C-3), 69.43
(C-2), 68.39 (GalOCH,), 67.66 (C-4), 67.32 (FluHCH,), 66.45 (C-5), 62.12 (C-6), 55.44
(GalOCH3), 50.36 (C-at), 47.02 (HNC(=0)OCH,CH), 37.72 (C-B, C(=O)NHCH,), 28.43
(OCH,CH,CH,N), 20.99, 20.84, 20.64 (3 C(=0)CH3) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C35sH4pNoNaOq4: 737.2528; gef.: 737.2567.
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Bernsteinsauremono-N-(8-tert-butoxycarbonylamino-3,6-di-oxa)-octylamid (107)

. . ,1— (0] (o]
Eine Losgng von .15.3 g (61.6 rrTmol) 8—.tert—Butoxycar— /.(o )J\N/\/O\/\o/\/n NOH
bonylamino-3,6-di-oxa-octylamin 109 in 150 ml tro- H 5

ckenem Dichlormethan wurde mit 18.5 g (185 mmol) Bernsteinsdureanhydrid, 9.4 ml
(68 mmol) Triethylamin und einer kat. Menge DMAP versetzt und tiber Nacht unter
Riickfluss erhitzt. Die Losung wurde anschlieffend in 200 ml ges. Natriumhydrogencar-
bonatlsg. gegeben, die Phasen getrennt und die wéssrige Phase mit 50 ml Dichlormethan
extrahiert. Die wassrige Phase wurde anschlieffend mit 2M Schwefelsdure angesduert
(pH 2) und zehnmal mit je 100 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten org. Pha-
sen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel in vacuo
entfernt. Man erhielt ein gelbliches Ol, welches nicht weiter aufgereinigt werden musste.

Ausbeute: 18.3 g (85 %);

IR (KBr): 3352 (br), 3085, 2977, 2933, 2876, 1709, 1696, 1655, 1541, 1367, 1279, 1252, 1171,
1135, 1100 cm ™ 1;

TH-NMR (300 MHz, DMSO-Dg): & = 12.07 (br s, 1H, COOH), 7.92 (t, 1H, 3] = 5.4 Hz,
CONH), 6.79 (t, 1H, 3] = 5.5 Hz, BocNH), 3.49 (s, 4H, OCH,CH,0), 3.42-3.29 (m, 4H, CH,-
OCH,CH,0CH,), 3.18, 3.06 (je m¢, je 2H, 2 NCH,), 2.40, 2.31 (je m,, je 2H, 2 C(=0)CHy),
1.37 (s, 9H, C(CH3)3) ppm;

BC-NMR (7647 MHz, DMSO-Dg): & = 173.78, 170.95 (COOH, CONH), 155.51
(OC(=0)NH), 77.53 (C(CHjz)3), 69.47, 69.38, 69.09, 69.05 (CHyOCH,CH,OCH,), 39.60,
38.50 (2 NCHy), 29.82, 29.03 (N(O=)CCH,CH,C(=O)N), 28.17 (C(CH3)3) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]" ber. fiir C15Hy3N>NaOy: 371.1794; gef.: 371.1795.

3-{2-[2-(2-Trityloxy-ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-propin (114)

Der Monoalkohol 113 (2.19 g, 4.58 mmol) wurde in 20 ml

trockenem THF gel6st und bei 0 °C mit 335 mg (8.37 mmol) R T N
Natriumhydrid (60%ige Suspension in Paraffin) versetzt. Q

Nach 1 h bei 0°C gab man tropfenweise Propargylbromid

zu (1.21 ml, 11.2 mmol, 80%ige Losung in Toluol) und der Ansatz riihrte tiber Nacht,
wobei er sich auf Raumtemp. erwdrmte. Nach Entfernen der fliichtigen Bestandteile
in vacuo wurde der Riickstand in 60 ml Essigester aufgenommen, nacheinander mit je
20 ml 5%iger Salzsdure, ges. Natriumhydrogencarbonatlsg. und ges. Natriumchloridlsg.
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gewaschen, liber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel in vacuo
entfernt. Das erhaltene farblose Ol ist fiir weitere Umsetzungen rein genug, kann aber bei
Bedarf sdulenchromatographisch gereinigt werden (Laufmittel: Cyclohexan/Essigester,
16:5).

Ausbeute: 2.30 g (96 %);

IR (KBr): 3286, 3057, 2870, 1490, 1448, 1350, 1220, 1099, 1033, 1010, 916, 763, 748, 707, 650,
633 cm~!;

'H-NMR (300 MHz, CDCl3/TMS): § = 7.48-7.40 (m, 6H, 6 Aryl-H), 7.30-7.21 (m, 9H, 9
Aryl-H), 4.19 (d, 2H, 4] = 2.4 Hz, OCH,C=CH), 3.76-3.61 (m, 10H, TrOCH,CH,OCH,CH,-
OCH,CH,0), 3.24 (t, 2H, 3] = 5.2 Hz, TrOCH}>), 2.40 (t, 1H, 4] = 2.4 Hz, OCH,C=CH) ppm;

1BC.NMR (75.47 MHz, CDCly): & = 144.11 (3 Aryl-Cy), 128.70, 127.73, 126.89 (6 0-Aryl-C,

6 m-Aryl-C, 3 p-Aryl-C), 86.52 (CPhs), 79.66 (C=CH), 74.46 (C=CH), 70.78, 70.74, 70.68,
70.48, 69.15, 63.32 (6 OCH,CH,0), 58.39 (OCH,C=CH) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir CogH30NaOy: 453.2036; gef.: 453.2096.

2-[2-(2-Propinyloxy-ethoxy)-ethoxy]-ethanol (111)

Eine Losung von 570 mg (1.32 mmol) 114 in 4 ml Chloro- " "o "o
form/Methanol (1:1) wurde mit 10 mg p-Toluolsulfonsdure ver-

setzt und iiber Nacht bei Raumtemp. geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 ml
Triethylamin abgebrochen, die fliichtigen Bestandteile in vacuo entfernt und der Riick-
stand an Kieselgel chromatographiert (Laufmittel: Essigester/Aceton, 5:1). Man erhielt

eine farblose Fliissigkeit.

Ausbeute: 232 mg (93 %);

n) 1.4600;

IR (Film): 3380, 3251, 2871, 2112, 1460, 1350, 1291, 1248, 1095, 1033, 934, 887, 840, 675 cm ~!;

TH-NMR (300 MHz, CDCl3/TMS): § = 4.21 (d, 2H, 4] = 2.4 Hz, OCH,C=CH), 3.77-3.64 (m,
10H, HOCH,CH,OCH,CH,0OCH,CH,0), 3.63-3.59 (m, 2H, HOCH,), 2.74 (br s, 1H, OH),
2.46 (t, 1H, ] = 2.4 Hz, OCH,C=CH) ppm;

I3C-NMR (75.47 MHz, CDCls): & = 79.46 (C=CH), 74.55 (C=CH), 72.40, 70.51, 70.25, 70.21,
68.95 (5 OCH,CH,0), 61.59 (HOCH}), 58.29 (OCH,C=CH) ppm;

HRESI-MS: /2 [M + Na]* ber. fiir CoH1gNaOy: 211.0941; gef.: 211.0979.
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(S)-2-(9H-Fluorenylmethoxycarbonylamino)-3-(4-{2-[2-(2-prop-2-inyloxy-ethoxy)-
ethoxy]-ethoxy}-phenyl)-propionsaure-benzylester (116)

Zu einer Losung von Boc-Tyr-OBn 134 (1.32 g, 3.56 mmol), dem
Alkohol 111 (670 mg, 3.56 mmol) und Triphenylphosphin (1.17 g,
4.45 mmol) in 30 ml trockenem THF wurden tropfenweise 0.56 ml
(3.6 mmol) DEAD zugegeben und der Ansatz iiber Nacht bei Raum-
temp. geriihrt. Anschliefendes Entfernen des Losungsmittels in va-

cuo und sdulenchromatographische Reinigung des Riickstandes an
Kieselgel (Laufmittel: Cyclohexan/Essigester, 3:2) ergab ein gelbes Ol

Ausbeute: 1.41 g (73 %);
[a]F +1.2 (¢ 1.02, CH,CLy);

IR (KBr): 3432, 3290, 2974, 2929, 2871, 1742, 1713, 1612, 1415, 1456, 1366, 1249, 1166, 1109,
1060, 699 cm~1;

TH-NMR (500 MHz, CDCl;/TMS): § = 7.38-7.26 (m, 5H, 5 Bn-Aryl-H), 6.92 (d, 2H, 3
= 83Hz, 2 Aryl-H), 6.77 (d, 2H, % = 85Hz, 2 Aryl-H), 517, 5.09 (je d, je 1H, 2] =
12.2 Hz, PhCH,), 4.96 (d, 1H, 3] = 8.0 Hz, NH), 4.57 (mc, 1H, H-a1), 4.20 (d, 2H, 4] = 2.4 Hz,
OCH,C=CH), 4.08 (m¢, 2H, ArOCH,CH,0), 3.84 (m, 2H, ArOCH,CH,0), 3.75-3.68 (m,
8H, OCH,CH,0CH,CH,0), 3.02 (br, 2H, 2 H-B), 2.42 (t, 1H, 4] = 2.4 Hz, C=CH), 1.42 (s,
9H, C(CH3)3) ppm;

BC.NMR (125.76 MHz, CDCl3): & = 171.72 (C(=0)0), 157.79 (Tyr-Aryl-C4-O), 155.03
(C(=O)N), 135.19 (Bn-Aryl-Cy), 130.26 (2 Tyr-m-Aryl-C), 128.52, 128.40 (5 Bn-Aryl-
C), 127.93 (Tyr-Aryl-Cy), 114.60 (2 Tyr-o-Aryl-C), 79.82 (C(CH)3), 79.63 (C=CH), 74.48
(C=CH), 70.78, 70.64, 70.43 (3 OCH,CH,0), 69.71 (ArOCH,CH,), 69.08 (OCH,CH,0),
67.33 (ArOCH,CH,), 66.99 (PhCH,0), 58.36 (OCH,C=CH), 54.51 (C-01), 37.32 (C-B), 28.27

(C(CH3)3) ppmy;
HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C30H39NNaOsg: 564.2568; gef.: 564.2576.
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Methyl-2,4,6-tri-O-acetyl-3-(6-{2-[2-(2-{4-[2-carboxy-2-(9H-fluoren-9-yImethoxycarbonyl-
amino)-ethyl]-phenoxy}-ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-hexyl)-a-b-galaktopyranosid (118)

Das Galaktosid 64 (170 mg, 0.349 mmol), 150 ul AcO OAc

(1.1 mmol) Triethylamin und 32.0 mg (27.7 pmol) Te- fwm%
AcO
OH OMe

trakis-(triphenylphosphin)-palladium wurden unter
O\/\o A~_©

Argonatmosphére in 7 ml trockenem THEF gelost.
Nach Zugabe von 21.2 mg (111 umol) Kupfer(I)-io-
did und 300 mg des Alkins 116 riihrte der Ansatz 24 h bei Raumtemp. Nach Ent-
fernen des Losungsmittels in vacuo wurde der Riickstand sdulenchromatographisch an
Kieselgel gereinigt (Laufmittel: Essigester/Cyclohexan, 4:3). Das erhaltene rétliche Ol
(124 mg) wurde in 5 ml THF aufgenommen, mit Pd/C-Katalysator versetzt und tiber
Nacht unter Wasserstoffatmosphére heftig geriihrt. Filtration tiber Celite (THF) ergab
einen Riickstand, der sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt wurde (Laufmit-
tel: Aceton/Essigester, 4:3). Man erhielt ein farbloses Ol

Ausbeute: 82 mg (26 %, liber 2 Stufen);
[o]% +59.1 (¢ 1.12, CH,CL);
IR (KBr): 3432, 2934, 2866, 1746, 1718, 1612, 1513, 1370, 1233, 1168, 1136, 1116, 1055 cm ™~ !;

'H-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): § = 7.05 (d, 2H, 3] = 8.0 Hz, 2 Aryl-H), 6.78 (d, 2H, 3]
= 7.2Hz, 2 Aryl-H), 5.46 (d, 1H, 3] = 3.3 Hz, H-4), 5.13 (bs, 1H, NH), 5.01 (dd, 1H, 3] =
10.4Hz, 3] = 3.7Hz, H-2), 4.93 (d, 1H, 3] = 3.7Hz, H-1), 4.44 (bs, 1H, H-a), 4.14-4.00 (m,
5H, H-5, H-6, H-6", ArOCH,CH,0), 3.81-3.77 (m, 2H, ArOCH,CH,0), 3.72 (dd, 1H, 3] =
10.4Hz, 3] = 3.4Hz, H-3), 3.70-3.52 (m, 9H, OCH,CH,OCH,CH,0, GalOCHHCH,), 3.41
(t, 2H, 3] = 6.8 Hz, GalOC5H;(CH,0), 3.37 (s, 3H, OCH3), 3.31 (ddd=~dt, 1H, 2] =9.0Hz, 3]
= 6.6 Hz, GalOCHHCH}), 3.07, 2.94 (je bs, je 1H, 2 H-B), 2.10 (s, 3H, 4-C(=0)CH3), 2.08 (s,
3H, 2-C(=0)CH3), 2.05 (s, 3H, 6-C(=0)CHj), 1.56-1.51 (m, 2H, GalOC4HgCH,), 1.47-1.42
(m, 2H, GalOCH,CH,), 1.36 (s, 9H, C(CH3)3), 1.31-1.21 (m, 4H, 2 CH,) ppm;

I3C-NMR (125.76 MHz, CDCl3): § = 175.88 (COOH), 170.53, 170.41, 170.25 (3 C(=O)CHj3),
157.61 (Aryl-C4-O), 155.52 (C(=O)N), 130.32 (2 m-Aryl-C), 128.62 (Aryl-Cy), 114.52 (2 o-
Aryl-C), 97.29 (C-1), 79.87 (C(CH3)3), 73.56 (C-3), 71.33, 70.68, 70.51, 70.09, 69.95, 69.85
(7 CHy), 69.68 (C-2), 67.31 (C-4), 67.25 (ArOCH,CH,0), 66.47 (C-5), 62.40 (C-6), 55.31
(OCH3), 54.90 (C-wv), 36.95 (C-B), 29.51 (GalOCH,CH,C,H,CH,CH,0), 28.26 (C(CHj)3),
25.77,25.73 (2 CHy), 20.88, 20.70, 20.68 (3 C(=0)CH3) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C3gHg NNaOq7: 838.3832; gef.: 838.3911; m/z [M - H +
2Na]" ber. fiir C39HggNNapO;7: 860.3651; gef.: 860.3737.
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Methyl-2,4,6-tri-O-acetyl-3-O-[3-(3-{2-[2-(2-tert-butoxycarbonylamino-ethoxy)-ethoxy]-
ethylcarbamoyl}-propionylamino)-propyl]-o-D-galaktopyranosid (110)

Die Saure 107 (2.77 g, 7.94 mmol) und . AcO  OAc
HBTU (3.01 g, 7.94 mmol) wurden unter ﬁfo\(“\/\o /\/o\/\H )J\/\[(H\/\/o 0
Argonatmosphére in 20 ml trockenem o o AcO d

Dichlormethan suspendiert. Nach Zugabe von 5.5 ml (32 mmol) DIPEA riihrte der An-
satz 1 h bei Raumtemp., wobei eine klare Losung entstand. Zu dieser wurde tropfenwei-
se eine Losung von 104 (3.12 g, 6.35 mmol) in 30 ml trockenem Dichlormethan gegeben
und anschliefSend iiber Nacht bei Raumtemp. geriihrt. Dann wurde mit 100 ml Dichlor-
methan verdiinnt, nacheinander mit je 30 ml 5%iger Salzsdure, ges. Natriumhydrogen-
carbonatlsg. und ges. Natriumchloridlsg. gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet,
filtriert und das Losungsmittel in vacuo entfernt. Der Riickstand wurde sdulenchromato-
graphisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: Aceton/Cyclohexan, 5:1) und das Produkt
als farbloser Schaum erhalten.

Ausbeute: 4.42 g (98 %);
[0]Z +83.8 (c 1.06, CH2Cly);

IR (KBr): 3425 (br), 2936, 1746, 1654, 1542, 1458, 1371, 1236, 1170, 1138, 1053, 848, 770,
558 cm~1;

'H-NMR (500 MHz, CDCl3/TMS): § = 6.62 (br s, 1H, NHCH,CH,0), 6.46 (br s, 1H,
NHCH,CH,CH,0), 5.51 (d, 1H, 3] = 3.3Hz, H-4), 5.13 (br s, 1H, BocNH), 5.07 (dd, 1H,
3] =10.5Hz, 3] = 3.7Hz, H-2), 492 (d, 1H, 3] = 3.7Hz, H-1), 4.17-4.08 (m, 3H, H-5, H-6,
H-67), 3.79 (dd, 1H, 3] = 10.5Hz, 3] = 3.3Hz, H-3), 3.72 (m., 1H, GalOCHH), 3.64-3.59
(m, 4H, OCH,CH,0), 3.56 (m., 4H, CH,OCH,CH,OCH,), 3.46-3.41 (m, 3H, GalOCHH,
NHCH,CH,0), 3.41 (s, 3H, OCH3), 3.35-3.25 (m, 3H, BocNHCH,, NHCHHCH,CH,0),
3.11 (m., 1H, NHCHHCH,CH,O0), 2.52 (m, 4H, N(O=)CCH,CH,C(=O)N), 2.15,2.12,2.08
(je s, je 3H, 3 C(=0)CH3), 1.72-1.60 (m, 2H, NHCH,CH,CH,0), 1.44 (s, 9H, C(CH3)3) ppm;

I3C-NMR (125.76 MHz, CDCls): & = 173.09, 172.50 (2 CONH), 170.86, 170.56, 170.50 (3
C(=0)CHs), 156.61 (OC(=0)NH), 97.39 (C-1), 79.55 (C(CHs)s), 74.22 (C-3), 70.93, 70.17
(CH,OCH,CH,OCH,), 70.02, 69.90 (OCH,CH,0), 69.58 (C-2), 68.12 (GalOCH,), 67.53 (C-
1), 66.42 (C-5), 62.24 (C-6), 55.38 (OCHj3), 40.29 (BocNHCHS,), 39.13 (C(=0)NHCH,CH,0),
36.71 (C(=0)NHCH,CH,CH,0), 31.55, 31.37 (N(O=)CCH,CH,C(=O)N), 29.07 (NHCH,-
CH,CH,0), 28.32 (C(CH3)3), 20.92, 20.77, 20.69 (3 C(=0)CH3) ppm;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C3;Hs53N3NaO;5: 730.3374; gef.: 730.3365.
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Methyl-3-O-[3-(3-{2-[2-(2-tert-butoxycarbonylamino-ethoxy)-ethoxy]-ethylcarbamoyl}-
propionylamino)-propyl]-a-D-galaktopyranosid (127)

Nach AAV 2 wurden 531 mg . HO OH
(0.750 mmol) 110 entschiitzt. Nach ;(O\[(H\/\O/\/O\/\HJ\AW“\/\/O Q
Entfernen der fliichtigen Bestandteile 0 o "ol

erhielt man einen farblosen, klebrigen Schaum. Die Verbindung konnte ohne Reinigung
weiter umgesetzt werden.

Ausbeute: 436 mg (quant.);
[oc]zD5 +77.1 (c 0.950, Aceton);
IR (KBr): 3333, 2931, 1691, 1654, 1543, 1451, 1366, 1252, 1170, 1143, 1127, 1088, 1053 cm ™~ ;

'H-NMR (500 MHz, Aceton-Dg): 8 = 7.39 (br s, 1H, NHCH,CH,CH,0), 7.30 (br s,
1H, NHCH,CH,0), 5.99 (br s, 1H, BocNH), 4.66 (d, 1H, 3] = 3.7Hz, H-1), 4.13 (d,
1H, 3] = 2.8Hz, H-4), 3.87 (dd, 1H, 3] = 10.0Hz, 3] = 3.8Hz, H-2), 3.78-3.72 (m, 2H,
OCHHCH,CH,N, H-6), 3.72-3.65 (m, 2H, H-5, H-6), 3.58 (s, 4H, OCH,CH,0), 3.54-3.49
(m, 5H, CH,OCH,CH,OCH,, OCHHCH,CH,N), 3.49-3.38 (m, 1H, NCHHCH,CH,0),
3.45 (dd, 1H, 3] = 10.0Hz, 3] = 3.1 Hz, H-3), 3.38-3.31 (m, 2H, NCH,CH,0), 3.35 (s, 3H,
OCH3), 3.31-3.25 (m, 1H, NCHHCH,CH,0), 3.25-3.18 (m, 2H, BocNHCH),), 2.51-2.35 (m,
4H, N(O=)CCH,CH,C(=O)N), 1.71 (m., 2H, NHCH,CH,CH,0), 1.40 (s, 9H, C(CHj3)3)
ppm;

I3C.NMR (125.76 MHz, Aceton-Dyg): 8 = 173.99, 173.89 (2 CONH), 157.69 (OC(=O)NH),
102.21 (C-1), 80.94 (C-3), 79.64 (C(CHz)3), 72.76 (C-5), 71.92, 71.87 (OCH,CH,O), 71.67,
7142 (CH,OCH,CH,OCH,), 69.92 (C-2), 68.37 (GalOCH,), 67.76 (C-4), 63.45 (C-6),
56.21 (OCHj), 42.05 (BocNHCH,), 40.95 (C(=O)NHCH,CH,0), 38.23 (C(=<O)NHCH,-
CH,CH,0), 33.20, 33.14 (N(O=)CCH,CH,C(=O)N), 31.47 (NHCH,CH,CH,0), 29.65
(C(CHs)s) ppmy;

HRESI-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir Co5H4yN3NaOq;: 604.3052; gef.: 604.3071.
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Methyl-3-O-[3-(3-{2-[2-(2-amino-ethoxy)-ethoxy]-ethylcarbamoyl}-propionylamino)-
propyl]-a-D-galaktopyranosid (128)

Nach AAV 6 wurden 2.03 g (3.49 mmol) 127 o Yk

entschiitzt. Anschlieflfend wurde der Riick- HZN\/\O/\/O\/\NJ\/\W“\/\/O <
H HO

stand in 20 ml Methanol aufgenommen und © e

mit Ionenaustauscher III (Merck, OH -Form) neutralisiert. Nach Filtration tiber eine Glas-
fritte und Entfernen des Losungsmittels in vacuo erhielt man einen weifien Schaum, der
nicht weiter aufgereinigt werden musste.

Ausbeute: 1.61 g (96 %);
[a]® +75.6 (c 1.10, MeOH);
IR (KBr): 3418, 3090, 2925, 1650, 1556, 1446, 1353, 1202, 1132, 1185, 1048 cm ™~ ;

'H-NMR (300 MHz, MeOH-D,): § = 475 (d, 1H, 3] = 3.9Hz, H-1), 413 (d, 1H, 3] =
3.1Hz, H-4), 3.90 (dd, 1H, 3] = 10.1 Hz, 3] = 3.9Hz, H-2), 3.84-3.73 (m, 4H, H-5, H-6, H-
6", OCHHCH,CH,N), 3.72-3.63 (m, 6H, OCH,CH,0, OCH,CH,NH)), 3.61-3.51 (m, 3H,
OCH,CH,NHC(=0), OCHHCH,CH,N), 3.51 (dd, 1H, 3] = 10.1 Hz, 3] = 3.1 Hz, H-3), 3.45
(s, 3H, OCH3), 3.44-3.27 (m, 4H, OCH,CH,CH,N, OCH,CH,NHC(=0)), 3.00 (m., 2H,
OCH,CH,NH,), 2.52 (m., 4H, N(O=)CCH,CH,C(=O)N), 1.81 (m,, 2H, OCH,CH,CH,N)
ppm;

BC-NMR (75.47 MHz, MeOH-D,): § = 174.83, 174.69 (2 CONH), 101.45 (C-1), 79.93
(C-3), 72.20 (C-5), 71.37, 71.35 (OCH,CH,0), 70.80, 70.63 (CH,OCH,CH,OCH,), 69.29
(C-2), 68.13 (GalOCHy), 67.51 (C-4), 62.80 (C-6), 55.64 (OCHsy), 41.45 (H,NCH,), 40.37
(C(=0)NHCH,CH,0), 37.95 (C(=0)NHCH,CH,CH,0), 32.32, 32.24 (N(O=)CCH,CH,-
C(=O)N), 30.54 (NCH,CH,CH,0) ppm;

HRESI-MS: /2 [M + H]* ber. fiir CogH4N3010: 482.2708; gef.: 482.2744.
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5.4 Peptidsynthesen

5.4.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften

Peptidsynthesen wurden manuell in ei-

Schliff

nem Glasreaktor (s. nebenstehende Abb., HE 96

nach Lit. [18) bei Raumtemp. durchgefiihrt.

Wahrend der gesamten Synthese sorgte Heiz-f
ein leichter Argon- bzw. Stickstoffstrom fiir Kuhlrmantel — Auslass —3
die Durchmischung. Als feste Phase wur- \‘

de Rink Amid MBHA Harz (Novabiochem) Glasfritte
mit einer Beladung von 0.64 mmol/g ein- /

gesetzt. Es wurde DMF (Peptide grade) —

von Fluka und DIPEA (Biotech Quality) 3-|\_/’|Vlte199-
ann

von Aldrich verwendet, Rink Amide MB-
HA resin, Fmoc--Ala-OH, Fmoc-Ala-OH K'
und Fmoc-Lys(Boc)-OH wurde von Nova-

biochem, Fmoc-Glu(OAIll)-OH von Bachem Schliff
NS 14.5

Einlass -——

Argon -e—

Zum Kolben mit
Vakuumanschluss

bezogen.

Zunachst wurde das Harz (0.50 g, 0.32 mmol) in den Reaktor eingebracht. Anschliefiend
wurden folgende Arbeitsschritte ausgefiihrt:

Quellen Das Harz wurde 1 h in 5 ml DMF gequollen. AnschliefSend wurde abgesaugt.

Entschiitzen Das Harz wurde zunédchst 5 min, dann 20 min mit je 5 ml Entschiitzungs-
16sung (25 % Piperidin in DMF) behandelt.

Waschen Dieser Schritt wurde nach jedem Kupplungs- und Entschiitzungsschritt durch-
geftihrt. Das Harz wurde fiinfmal je 1 min mit je 5 ml DMF gewaschen. Sollte die
Synthese tiber Nacht unterbrochen werden, so wurde noch dreimal je 3 min mit je
5 ml DCM gewaschen, abgesaugt und das Harz unter Argon stehen gelassen.

Kupplung der ersten Aminoséaure 498 mg (1.60 mmol, 5 eq. [bezogen auf die Bela-
dung des Harzes]) [181] Fmoc-B-Ala-OH, 607 mg (1.60 mmol) HBTU und 245 mg
(1.60 mmol) HOBT wurden in 5 ml DMF gelost, mit 0.56 ml (3.2 mmol, 10 eq.) DI-
PEA versetzt, 2 min geschiittelt und die Losung zum Harz gegeben. Nach 16 h wur-
de ein Kaiser-Test durchgefiihrt (s. u.) und abgesaugt.
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Kuppeln Eine Losung der Aminosdure (Fmoc-Lys(Boc)-OH: 600 mg, Fmoc-Glu(OAll)-
OH: 524 mg, Fmoc-Ala-OH: 398 mg, jeweils 1.28 mmol, 4 eq.), HBTU (437 mg,
1.15 mmol, 3.6 eq.) und HOBT (196 mg, 1.28 mmol, 4 eq.) in 5 ml DMF wurde mit
0.22 ml (1.3 mmol, 4 eq.) DIPEA versetzt, 2 min geschiittelt und anschliefSend zum
Harz gegeben. Nach 1.5-4 h wurde ein Kaiser-Test (s.u.) durchgefiihrt, abgesaugt
und ggf. erneut gekuppelt.

Kaiser-Test zur Kupplungsiiberpriiffung Nach jeder Kupplung wurde ein Kaiser-
Test [182] zur Uberpriifung der Vollstindigkeit der Kupplung durchgefiihrt. Dazu
werden einige Harzkiigelchen in ein Reagenzglas iiberfiihrt und mehrfach mit Etha-
nol gewaschen. AnschliefSfend wurden je 2 Tropfen der Losungen I-III zugegeben
und langsam bis zum Sieden erhitzt. Blieben die Kugeln farblos, war die Kupplung
vollstandig, war eine Blaufdrbung zu erkennen, so wurde die Kupplungszeit ver-
langert bzw. nach erneutem pos. Test eine Zweitkupplung angeschlossen.

Losung I: 1.0 g Ninhydrin in 20 ml Ethanol
Losung II: 80 g Phenol in 20 ml Ethanol
Losung III: 0.4 ml 0.001M KCN-Losung (aq.) in 20 ml Pyridin

Acetylierung Nach Fmoc-Entschiitzung der N-terminalen Aminosdure (s.0.) und Wa-
schen des Harzes wurde das Harz zweimal jeweils fiir 10 min mit einer Losung
von 0.15 ml (1.6 mmol, 5 eq.) Essigsdureanhydrid und 0.28 ml (1.6 mmol, 5 eq.) DI-
PEA in 4.6 ml DMF behandelt. Nach dem Waschen mit DMF wurde noch fiinfmal
mit je 5 ml DCM gewaschen und das Harz anschliefSend im Reaktor tiber Nacht in
vacuo getrocknet.

Entschiitzung der Allylester Eine Losung von 1.11 g Pd(PPh3)4 (961 mmol, 1.5 eq. pro Al-
lylgruppe) in 7.5 ml CHClz /AcOH/NMM (37:2:1) wurde zum Harz gegeben und
reagierte tiber Nacht. Anschlieffend wurde das Harz zuerst mit 5 ml einer 0.5%igen
Losung von DIPEA in DMEF, dann mit einer Natrium-diethyl-dithiocarbamat-Lsg.
(5 ml, 0.5%ig in DMF) und noch dreimal mit je 5 ml DMF gewaschen. [172]

Kuppeln der Galaktosebausteine Eine Losung von 566 mg BOP (1.28 mmol, 2 eq. pro
Glutaminsdure) und 0.33 ml DIPEA (1.9 mmol, 3 eq. pro Glutaminsdure) wurde
zum Harz gegeben. Nach 5 min Voraktivierung wurde eine Losung von 616 mg 128
(1.28 mmol, 2 eq. pro Glutaminsdure) in 3 ml DMF zugegeben und reagierte iiber
Nacht. Anschlieffend wurde gewaschen.
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Abspalten der Peptide Das Harz wurde zur vollstindigen Entfernung von DMF zu-
ndchst dreimal mit Methanol, einmal mit Methanol/DCM (1:1) und noch dreimal
mit DCM gewaschen (jeweils 5 ml), auf eine Glasfritte tiberfiihrt und dort noch
fiinfmal mit Methanol gewaschen, bis es vollstandig geschrumpft war. Dann wur-
de es im Exsiccator in vacuo tiber Kaliumhydroxid 16 h getrocknet. Von der Halfte
des Harzes wurde nun das Peptid abgespalten. Dazu wurde es auf der Glasfritte
fiir 3 h mit 8 ml Abspaltlosung behandelt (94 %TFA, 2.5 % Wasser, 2.5 % EDT, 1%
TIS). Das Harz wurde dann noch zweimal gewaschen (je 8 ml TFA mit 5 % Wasser),
die Phasen vereinigt und in vacuo ohne Erwdrmen eingeengt. Die Peptide wurden
durch Zugabe von 20 ml TBME ausgefillt (2 h bei 0 °C), dekantiert, noch zweimal
mit TBME gewaschen, in Wasser suspendiert und lyophilisiert. ['8] Zur Entfernung
von TFA wurde der Riickstand in ca. 10 ml 0.1M Salzsdure aufgenommen und er-
neut lyophilisiert.

Anschlieflfend wurden die Peptide durch GPC an Sephadex LH-20 (Laufmittel: Wasser)
gereinigt und lyophilisiert.
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5.4.2 Analytische Daten

NH, NH, NH, NH, NH, NH, NH,
0 0 0 0 o o
H H H H H H H
N N N N N N N NH,
AcHN <N N N N N N \/\”/
i H H H H H H H H
o = o o o |f o o =
l - o l
HN o 0

OMe o OMe

N*-Acetyl-L-lysyl-N°-{2-[2-(2-{3-[3-(methyl-a-D-galaktopyranosid-3-yl)-
propylcarbamoyl]-propionylamino}-ethoxy)-ethoxy]-ethyl}-L-glutaminyl-L-lysyl-L-
alanyl-L-lysyl-L-alanyl-L-lysyl-L-alanyl-L-lysyl-L-alanyl-L-lysyl-N°-{2-[2-(2-{3-[3-(methyl-
a-D-galaktopyranosid-3-yl)-propylcarbamoyl]-propionylamino}-ethoxy)-ethoxy]-ethyl}-
L-glutaminyl-L-lysyl-B-alanyl-amid (129)

AcHN®*-L-Lys-L-GIn(GalOMe)-L-Lys-L-Ala-L-Lys-L-Ala-L-Lys-L-Ala-L-Lys-L-Ala-L-Lys-
L-GIn(GalOMe)-L-Lys-B-Ala-NHj, n = 1

Weifler, amorpher Feststoff;
Ausbeute: 95.4 mg (22 %);
[a]5 —29 (c 0.975, HyO);

TH-NMR (600 MHz, D,0): § = 4.73 (d, 2H, 3] = 4.0Hz, 2 H-1), 4.22-4.08 (m, 13H, 4 Ala-
a-H, 2 GIn-o-H, 7 Lys-0-H), 4.07 (d, 2H, 3] = 3.1 Hz, 2 H-4), 3.79-3.74 (m, 2H, 2 H-5), 3.76
(dd, 2H, 3] = 10.1Hz, 3] = 4.0Hz, 2 H-2), 3.68-3.61 (m, 6H, 4 H-6, 2 OCHHCH,CH,N),
3.59-3.55 (m, 8H, 2 OCH,CH,0), 3.54-3.49 (m, 8H, 2 CH,OCH,CH,0CH,), 3.47 (dd, 2H,
3] =10.3Hz, 3] = 3.2Hz, 2 H-3), 3.44 (m,, 3H, p-Ala-p-H, 2 OCHHCH,CH,N), 3.34-3.26
(m, 9H, B-Ala-B’-H, 2 NCH,CH,OCH,CH,0OCH,CH,N), 3.31 (s, 6H, 2 OCH3), 3.18 (m,,
4H, 2 OCH,CH,CH,N), 2.91 (m¢, 14H, 7 Lys-e-CH,), 2.46-2.35 (m, 10H, 2 B-Ala-a-H, 2
N(O=)CCH,CH,C(=O)N), 2.31-2.21 (m, 4H, 2 GIn-y-CH,), 2.05-1.92 (m, 2H, 2 GIn-B-H),
1.94 (s, 3H, N(O=)CCH3), 1.92-1.82 (m, 2H, 2 GIn-B"-H), 1.77-1.54 (m, 18H, 7 Lys-B-CH, 2
OCH,CH,CH,N), 1.59 (m, 14H, 7 Lys-§-CHj), 1.36 (m, 14H, 7 Lys-y-CH}), 1.28 (d, 12H,
3] =7.1Hz, 4 Ala-CH3) ppm;
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I3C-NMR (150.90 MHz, D,0): § = 178.32, 176.65, 176.60, 176.52, 176.33, 176.21, 176.17,
175.44, 17533, 175.30, 175.26, 175.17, 175.03, 174.65 (21 C=0), 102.02 (2 C-1), 79.27
(2 C-3), 72.36 (2 C-5), 71.13 (2 OCH,CH,0), 70.53, 70.48 (2 CH,OCH,CH,OCH,),
68.98 (2 C-2), 68.37 (2 OCH,CH,CH,N), 67.47 (2 C-4), 62.99 (2 C-6), 56.72 (2 OCHa),
55.64, 55.26, 55.16, 55.13, 55.09, 54.79, 54.72, 51.35, 51.28, 51.24 (4 Ala-0-C, 2 Gln-
0-C, 7 Lys-0-C), 40.89 (7 Lys-e-C), 40.67, 40.61 (2 NCH,CH,OCH,CH,OCH,CH,N),
38.21 (2 NCH,CH,CH,0), 37.42 (B-Ala-B-C), 36.12 (B-Ala-a-C), 33.43, 33.41 (2 Gln-y-
C), 32.90, 32.84 (2 N(O=)CCH,CH,C(=O)N), 32.18, 32.09, 32.04 (7 Lys-B-C), 30.21 (2
OCH,CH,CH,N), 28.86, 28.49 (2 GIn-B-C), 27.97 (7 Lys-8-C), 23.87, 23.80 (7 Lys-y-C), 23 44
(N(O=)CCH3), 18.30, 18.24 (4 Ala-CH3) ppm;

MALDI-TOF-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C199H02N28NaOs7: 2518.47; gef.: 2518.35;
711/2 [M + K]+ ber. fiir C109H202N28KO37: 253444, gef.: 2534.31.

N*-Acetyl-L-lysyl-N°-{2-[2-(2-{3-[3-(methyl-0-D-galaktopyranosid-3-yI)-
propylcarbamoyl]-propionylamino}-ethoxy)-ethoxy]-ethyl}-L-glutaminyl-L-lysyl-L-
alanyl-L-lysyl-L-alanyl-L-lysyl-L-alanyl-L-lysyl-L-alanyl-L-lysyl-L-alanyl-L-lysyl-N°-{2-[2-
(2-{3-[3-(methyl-a-D-galaktopyranosid-3-yl)-propylcarbamoyl]-propionylamino}-
ethoxy)-ethoxy]-ethyl}-L-glutaminyl-L-lysyl-f-alanyl-amid (130)

AcHN®*-L-Lys-L-GIn(GalOMe)-L-Lys-L-Ala-L-Lys-L-Ala-L-Lys-L-Ala-L-Lys-L-Ala-L-Lys-
L-Ala-L-Lys-L-GIn(GalOMe)-L-Lys-B-Ala-NHy, n = 2

Weifser, amorpher Feststoff;
Ausbeute: 90.8 mg (19 %);
[a]f —35 (¢ 1.10, H,0);

'H-NMR (600 MHz, D,0): § = 473 (d, 2H, 3] = 40Hz, 2 H-1), 421-4.07 (m, 15H,
5 Ala-o-H, 2 Gln-o-H, 8 Lys-o-H), 4.07 (d, 2H, 3] = 31Hz, 2 H-4), 3.78-3.74 (m,
4H, 2 H-2, 2 H-5), 3.67-3.60 (m, 6H, 4 H-6, 2 OCHHCH,CH,N), 3.57 (s, 8H, 2
OCH,CH,0), 3.53-3.48 (m, 8H, 2 CH,OCH,CH,0OCH), 3.47 (dd, 2H, 3] = 10.3Hz, 3]
= 3.2Hz, 2 H-3), 3.43 (m., 3H, B-Ala-f-H, 2 OCHHCH,CH,N), 3.34-3.25 (m, 9H, -
Ala-f’-H, 2 NCH,CH,0OCH,CH,OCH,CH>,N), 3.30 (s, 6H, 2 OCH3), 3.17 (m., 4H, 2
OCH,CH,CH;N), 2.93-2.86 (m, 16H, 8 Lys-e-CH,), 2.45-2.34 (m, 10H, 2 B-Ala-a-H, 2
N(O=)CCH,;CH,C(=O)N), 2.31-2.21 (m, 4H, 2 GIn-y-CH3), 2.03-1.92 (m, 2H, 2 GIn-B-H),
1.94 (s, 3H, N(O=)CCH3), 1.91-1.82 (m, 2H, 2 GIn-f"-H), 1.76-1.61 (m, 20H, 8 Lys-B-CHy, 2
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OCH,CH,CH;,N), 1.59 (m,, 16H, 8 Lys-8-CH,), 1.36 (m,, 16H, 8 Lys-y-CH>), 1.27 (d, 15H,
3] =7.2Hz, 5 Ala-CH3) ppm;

I3C-NMR (150.90 MHz, D,O): & = 178.32, 176.65, 176.60, 176.51, 176.33, 176.21, 176.18,
175.44, 175.35, 175.32, 175.30, 175.26, 175.17, 175.04, 174.65 (23 C=0), 101.01 (2 C-1),
79.26 (2 C-3), 72.36 (2 C-5), 71.13 (2 OCH,CH;0), 70.53, 70.48 (2 CH,OCH,CH,OCHy),
68.98 (2 C-2), 68.36 (2 OCH,CH,CH;N), 67.47 (2 C-4), 62.99 (2 C-6), 56.72 (2 OCH3),
55.65, 55.27, 55.12-55.02, 54.80, 55.09, 54.71, 51.36, 51.35-51.18 (5 Ala-a-C, 2 GIn-o-
C, 8 Lys-o-C), 40.89 (8 Lys-e-C), 40.66, 40.61 (2 NCH,CH,OCH,CH,OCH,CH;,N),
38.21 (2 NCH,CH,CH,0), 37.42 (B-Ala-B-C), 36.11 (B-Ala-a-C), 33.43, 33.41 (2 GIn-y-
C), 32.89, 32.84 (2 N(O=)CCH,CH,C(=O)N), 32.18, 32.09, 32.04 (8 Lys-B-C), 30.21 (2
OCH,CH,CH,N), 28.86, 28.48 (2 GIn-B-C), 27.97 (8 Lys-5-C), 23.87, 23.79 (8 Lys-y-C), 23.43
(N(O=)CCH3), 18.39-18.17 (5 Ala-CH3) ppm;

MALDI-TOFE-MS: m/z [M + H]* ber. fiir C118H0N31039: 2695.62; gef.: 2695.35;
m/z [M + Na]+ ber. fir C118H219N31Na039: 2717.60,‘ gef.: 2717.32,‘
m/z [M + K]+ ber. fiir C118H219KN310392 2733.57; gef.: 2733.32.

N-Acetyl-L-lysyl-N°-{2-[2-(2-{3-[3-(methyl-0-D-galaktopyranosid-3-yI)-
propylcarbamoyl]-propionylamino}-ethoxy)-ethoxy]-ethyl}-L-glutaminyl-L-lysyl-L-
alanyl-L-lysyl-L-alanyl-L-lysyl-L-alanyl-L-lysyl-L-alanyl-L-lysyl-L-alanyl-L-lysyl-L-alanyl-
L-lysyl-L-alanyl-L-lysyl-N°-{2-[2-(2-{3-[3-(methyl-a-D-galaktopyranosid-3-yl)-
propylcarbamoyl]-propionylamino}-ethoxy)-ethoxy]-ethyl}-L-glutaminyl-L-lysyl-[3-
alanyl-amid (132)

AcHN®-L-Lys-L-GIn(GalOMe)-L-Lys-L-Ala-L-Lys-L-Ala-L-Lys-L-Ala-L-Lys-L-Ala-L-Lys-
L-Ala-L-Lys-L-Ala-L-Lys-L-Ala-L-Lys-L-GIn(GalOMe)-L-Lys-B-Ala-NHy, n = 4

Weifser, amorpher Feststoff;

Ausbeute: 102 mg (18 %);

[a]5 —50 (c 1.10, H,0);

TH-NMR (600 MHz, D,O): § = 4.73 (d, 2H, 3] = 40Hz, 2 H-1), 4.21-4.07 (m, 19H,
7 Ala-a-H, 2 GIn-o-H, 10 Lys-a-H), 4.07 (d, 2H, 3] = 2.7Hz, 2 H-4), 3.77-3.74 (m,
4H, 2 H-2, 2 H-5), 3.67-3.60 (m, 6H, 4 H-6, 2 OCHHCH,CH,N), 3.56 (s, 8H, 2
OCH,CH,0), 3.53-3.48 (m, 8H, 2 CH,OCH,CH,0OCH>), 3.47 (dd, 2H, 3] = 10.3Hz,

3] = 32Hz, 2 H-3), 3.43 (m., 3H, p-Ala-B-H, 2 OCHHCH,CH,N), 3.34-3.25 (m, 9H,
B-Ala-B"-H, 2 NCH,CH,OCH,CH,OCH,CH,N), 3.30 (s, 6H, 2 OCHj3), 3.17 (m¢, 4H,
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2 OCH,CH,CH,N), 2.90 (m¢, 20H, 10 Lys-e-CHj), 2.44-2.34 (m, 10H, 2 B-Ala-a-H, 2
N(O=)CCH,CH,C(=O)N), 2.31-2.21 (m, 4H, 2 GIn-y-CH,), 2.03-1.92 (m, 2H, 2 GIn-B-H),
1.94 (s, 3H, N(O=)CCHj3), 1.91-1.82 (m, 2H, 2 GIn-$"-H), 1.76-1.61 (m, 24H, 10 Lys-B-CH,,
2 OCH,CH,CH;N), 1.59 (m, 20H, 10 Lys-86-CHy), 1.35 (m,, 20H, 10 Lys-y-CH,), 1.27 (d,
21H, 3] = 7.2 Hz, 7 Ala-CH3) ppm;

I3C-NMR (150.90 MHz, D,O): & = 178.33, 176.71, 176.69, 176.67, 176.65, 176.61, 176.52,
176.34, 176.22, 176.19, 175.44, 175.40, 175.37, 175.35, 175.34, 175.32, 175.29, 175.26, 175.17,
175.06, 174.65 (27 C=0), 101.02 (2 C-1), 79.27 (2 C-3), 72.36 (2 C-5), 71.13 (2 OCH,CH,0),
70.53, 70.48 (2 CH,OCH,;CH,OCH)y), 68.98 (2 C-2), 68.36 (2 OCH,CH,CH;N), 67.47 (2 C-
4), 62.99 (2 C-6), 56.72 (2 OCH3), 55.65, 55.29, 55.21-55.05, 54.82, 54.81, 54.71, 51.39, 51.36,
51.32,51.30, 51.26, 51.24 (7 Ala-a-C, 2 GIn-a.-C, 10 Lys-a-C), 40.89 (10 Lys-e-C), 40.67, 40.61
(2 NCH,CH,OCH,CH,OCH,CH;N), 38.21 (2 NCH,CH,CH,0), 37.42 (B-Ala-B-C), 36.12
(B-Ala-a-C), 33.44, 33.41 (2 GIn-y-C), 32.90, 32.85 (2 N(O=)CCH,CH,C(=0O)N), 32.24-31.90
(10 Lys-B-C), 30.21 (2 OCH,CH,CH;N)), 28.86, 28.47 (2 GIn-B-C), 27.98 (10 Lys-6-C), 23.87,
23.79 (10 Lys-y-C), 23.44 (N(O=)CCH3), 18.37-18.18 (7 Ala-CH3) ppm;

MALDI-TOF-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C136H253N37NaOy3: 3115.86; gef.: 3115.30;
m/z [M + K]* ber. fur Cy36H253KN37043: 3131.84; gef.: 3131.27.

N%-Acetyl-L-lysyl-N°-{2-[2-(2-{3-[3-(methyl-0-D-galaktopyranosid-3-yl)-
propylcarbamoyl]-propionylamino}-ethoxy)-ethoxy]-ethyl}-L-glutaminyl-L-lysyl-L-
alanyl-L-lysyl-L-alanyl-L-lysyl-L-alanyl-L-lysyl-L-alanyl-L-lysyl-L-alanyl-L-lysyl-L-alanyl-
L-lysyl-L-alanyl-L-lysyl-L-alanyl-L-lysyl-L-alanyl-L-lysyl-N°-{2-[2-(2-{3-[3-(methyl-c-D-
galaktopyranosid-3-yl)-propylcarbamoyl]-propionylamino}-ethoxy)-ethoxy]-ethyl}-L-
glutaminyl-L-lysyl-B-alanyl-amid (133)

AcHN®*-L-Lys-L-GIn(GalOMe)-L-Lys-L-Ala-L-Lys-L-Ala-L-Lys-L-Ala-L-Lys-L-Ala-L-Lys-
L-Ala-L-Lys-L-Ala-L-Lys-L-Ala-L-Lys-L-Ala-L-Lys-L-Ala-L-Lys-L-GIn(GalOMe)-L-Lys-B-
Ala-NHj,n =6

Weifser, amorpher Feststoff;
Ausbeute: 138 mg (22 %);
[0]5 —64 (c 1.12, H,0);

IH-NMR (600 MHz, D,0): & = 473 (d, 2H, 3] = 39Hz, 2 H-1), 4.21-4.08 (m, 23H,
9 Ala-o-H, 2 Gln-o-H, 12 Lys-a-H), 4.07 (d, 2H, 3] = 2.9Hz, 2 H-4), 3.77-3.74 (m,
4H, 2 H-2, 2 H-5), 3.67-3.60 (m, 6H, 4 H-6, 2 OCHHCH,CH,N), 3.56 (s, 8H, 2
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OCH,CH,0), 3.53-3.48 (m, 8H, 2 CH,OCH,CH,OCH,), 3.47 (dd, 2H, 3] = 10.3Hz,
3] = 3.1Hz, 2 H-3), 343 (m, 3H, B-Ala-p-H, 2 OCHHCH,CH,N), 3.34-3.24 (m, 9H,
B-Ala-B-H, 2 NCH,CH,OCH,CH,OCH,CH,N), 3.30 (s, 6H, 2 OCH3), 3.17 (m., 4H,
2 OCH,CH,CH;N), 2.90 (m, 24H, 12 Lys-e-CHj), 2.45-2.36 (m, 10H, 2 B-Ala-a-H, 2
N(O=)CCH,CH,C(=O)N), 2.31-2.21 (m, 4H, 2 GIn-y-CH,), 2.03-1.92 (m, 2H, 2 GIn-B-H),
1.94 (s, 3H, N(O=)CCH3), 1.91-1.82 (m, 2H, 2 GIn-"-H), 1.77-1.61 (m, 28H, 12 Lys-B-CH,,
2 OCH,CH,CH;N), 1.59 (m,, 24H, 12 Lys-8-CHy), 1.36 (m,, 24H, 12 Lys-y-CH,), 1.28 (d,
27H, 3] = 7.1 Hz, 9 Ala-CH3) ppm;

I3C-NMR (150.90 MHz, D,0): § = 178.33, 176.76-176.56, 176.52, 176.34, 176.23, 176.20,
175.44, 175.42-175.27, 175.26, 175.17, 175.08, 174.65 (31 C=0), 101.02 (2 C-1), 79.27 (2 C-
3), 72.37 (2 C-5), 71.13 (2 OCH,CH,0), 70.53, 70.48 (2 CHyOCH,CH,OCHj,), 68.98 (2 C-2),
68.37 (2 OCH,CH,CH,N), 67.47 (2 C-4), 62.99 (2 C-6), 56.73 (2 OCH3), 55.67, 55.65, 55.31,
55.28-55.00, 54.84, 54.72, 51.48-51.20 (9 Ala-0-C, 2 GIn-0--C, 12 Lys-0-C), 40.90 (12 Lys-g-C),
40.67, 40.61 (2 NCH,CH,OCH,CH,OCH,CH,N), 38.21 (2 NCH,CH,CH,0), 37.42 (B-Ala-
B-C), 36.12 (B-Ala-a-C), 33.44, 33.41 (2 GIn-y-C), 32.90, 32.85 (2 N(O=)CCH,CH,C(=O)N),
32.27-31.94 (12 Lys-B-C), 30.21 (2 OCH,CH,CH,N), 28.86, 28.46 (2 GIn-B-C), 27.98 (12 Lys-
8-C), 23.87, 23.80 (12 Lys-y-C), 23.44 (N(O=)CCHj), 18.40-18.16 (9 Ala-CH3) ppm;

MALDI-TOF-MS: m/z [M + Na]+ ber. fiir C154H287N43Na047: 3514.13,‘ gef.: 3513.25;
MALDI-TOF-MS: m/z [M + Na]* ber. fiir C54H87Ny3NaOy7: 3530.10; gef.: 3529.17.
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5.5 ELISA

5.5.1 Verwendete Materialien

Puffer

Puffer

Bestandteile [171]

PBS-Puffer

PBSE-Puffer

PBSET-Puffer

Carbonat-Puffer

Citrat-Puffer

8.00 g Natriumchlorid
0.20 g Kaliumchlorid
0.20g Kalium-dihydrogenphosphat
1.44 ¢ Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat
mit Kalium-dihydrogenphosphat auf pH 7.2 eingestellt

wie PBS
100 mg Thimerosal

wie PBSE
500 ul Tween 20

1.59 ¢ Natriumcarbonat
2.52 g Natriumhydrogencarbonat
100 mg Thimerosal
mit Natriumcarbonat auf pH 9.5 eingestellt

29.4 g Trinatriumcitrat Dihydrat
mit 2.5M Citronensdure auf pH 4.5 eingestellt

Weitere Materialien

Inhibitorlésungen Von jedem Inhibitor wurden ca. 2 umol eingewogen und in 250 pl

bidest. Wasser gelost.

Bakterien Bakterien des Stammes E. coli (HB101, pPKI4) wurden auf mit Ampicilin ver-

setzten Agarplatten iiber Nacht vermehrt. Am ndchsten Tag wurden ca. 50 mg Bak-

terienkultur abgestrichen und in ca. 10 ml PBS-Puffer suspendiert. Diese Suspensi-

on wurde zentrifugiert, der Puffer abdekantiert und der Riickstand wieder in PBS-

Puffer aufgenommen, sodass 10 mg Feuchtgewicht der Bakterienkultur in 1 ml PBS-
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Puffer suspendiert war. Fiir den Test wurde diese Suspension 1:20 mit PBS-Puffer
verdiinnt.

Antikorper Fiir den Test wurden zwei Antikorper verwendet. Bei dem zuerst eingesetz-

ten Antikorper handelt es sich um einen polyklonalen, aus Kaninchen gewonnenen
Antikorper, der die von den Bakterien exprimierten Fimbrien erkennt und bindet.
Dieser Antikorper wird zur Verwendung im Test 1:1000 mit PBSE-Puffer, versetzt
mit 2 % Magermilchpulver (w/v), verdiinnt. Der zweite fiir den Test bendtigte An-
tikorper kann den ersten Antikoérper binden und ist Peroxidase-konjugiert. Dieser
Antikorper ist ebenfalls polyklonal und wird aus Ziegen gewonnen. Im Test wur-
de dieser Antikorper in einer Verdiinnung von 1:4000 ebenfalls in mit 2 % Mager-
milchpulver (w/v) versetztem PBSE-Puffer eingesetzt.

5.5.2 Durchgefuhrte Arbeitsschritte

1.

10.

11.

12.

13.

Coaten der Mikrotiterplatten mit Hefemannan durch Beftillen der Wells mit je 100 pl
Mannanlésung (1 mg/ml in Carbonatpuffer) und Trocknen tiber Nacht bei 37 °C.

Waschen (einmal mit 150 pul PBSE-Puffer).
Blocken (30 min) mit 5 % Magermilchpulver (w/v) in PBSE-Puffer (150 ul).

Waschen (einmal mit 150 pul PBSE-Puffer).

. Je 50 ul PBSE-Puffer in die Wells pipettieren.

In eine Reihe jeweils 50 pl Inhibitorldsung zupipettieren, serienweise 1:2 verdiin-

nen.
50 ul Bakterienlosung in die Wells zupipettieren.

Inkubieren (1 h, 37 °C).

. Waschen (viermal mit je 150 ul PBSE-Puffer).

50 pl der Losung des 1. Antikorpers zupipettieren.
Inkubieren (30 min, 37 °C).
Waschen (zweimal mit je 150 ul PBSET-Puffer).

50 ul der Losung des 2. Antikorpers zupipettieren.
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14. Inkubieren (30 min, 37 °C).

15. Waschen (dreimal mit je 150 ul PBSET-Puffer).
16. Waschen (einmal mit 150 ul PBSE-Puffer).

17. Waschen (einmal mit 150 pul Citrat-Puffer).

18. 50 pl einer frisch angesetzten Losung aus ABTS (1 mg/ml) und H,O, (25 ul/ml,
0.01%ig in Citratpuffer) zupipettieren.

19. Inkubieren (30 min, 37 °C).

20. Auslesen im ELISA-Reader bei 405 nm (Referenzfilter 490 nm).
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