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1.1 Abstract

Transfer and storage of information are fundamental processes of life. Glycoconjugates
like glycopeptides and glycolipids, as part of the glycocalyx, play a crucial role in such
biochemistry such as information transfer. The glycocalyx, a complex layer surrounding
every eukaryotic cell, predominantly consists of carbohydrates. A growing interest in their
biological functions led to the development of a new field of research, called glycobiology.
This thesis deals with the synthesis of glycopeptides and glycoclusters in the form of
glycomimetics for the investigation of multivalent interactions occurring during
recognition of carbohydrates. The first part of this thesis describes the assembly of a
glycoamino-acid library, where mannosyl moieties have been differently ligated to a series
of amino acids. This glycoamino-acid library was used in the second part of the thesis for
the synthesis of several glycopeptides by SPPS. Glycopeptides were also prepared in
solution. Target molecules were tested afterwards as inhibitors of bacterial adhesion.

In the third part of this work molecular dynamic simulations were used to study the
interactions of glycopeptides, such as the ones synthesized, in water, as water is always the
principle solute in all biological testing

systems. o0 I

The targeted glycoamino-acid library was
based on six different amino acids and

On solid phase

comprised, after all, eleven diversly constructed > > >
mannosyl amino-acids (19, 33, 39, 42, 56, 64, o -
65, 66, 75, 77 and 85). During the synthesis a Rgoéc& ro- T O - Polymer
lot of different reaction types were used and - amino acid
variable protecting group strategies Were i solution Q 1 R proteetng oroup
“
\

elaborated. ~The production of several 1
glycoamino-acids was accomplished even
without a protecting group of the carboxylic acid funtion (19, 33, 39, 56, 64, 65 and 66).
By combining a selection of the prepared building-blocks a number of di-, tri- and
tetravalent glycoclusters (114, 115, 130, 135, 136 and 137) were synthesized and also
tested as inhibitors of bacterial adhesion.

In the second part of this thesis seven glycopeptides (158-164) were synthesized by SPPS
for the peptides in the first step and subsequent functionalisation in solution utilizing
peptide coupling with carboxylic acid functionalized mannosides 92-94. These synthetic
peptides were also examined in adhesions tests. The results obtained with the
glycopeptides and glycoclusters approved previous studies, showing only a moderate
enhancement of the inhibitory potency for multivalent interactions in our testing system
with typ-1-fimbriated E. coli. Glycoconjugates with an aromatic aglycon showed in all
tests especially good results, presumably due to favourable interactions with the tyrosine
gate at the entrance of the FimH CRD.

Finally three glycopeptides (177-179) were synthesized on solid phase using the synthetic
glycoamino-acid building blocks prepared in the first part. All synthesized glycopeptides
vary in number of their conjugated carbohydrate moieties and in their distance and
conformational flexibility owing to the different spacers, which have been employed.

In the third part of the thesis two glycopeptides 185 and 186, which differ only in the
glycosidic atom (O and S), were analysed in molecular dynamic simulations with regard to
their water-solvat-interactions using different programs. The results show a definite
structuring of the water around the glycopeptides, with some dependency on the nature of
the glycosidic atom.
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1.2 Kurzfassung

Die Weitergabe und Speicherung von Informationen stellt einen notwendigen Prozess des
zelluldiren Lebens dar. Hierbei nehmen Glykokonjugate, wie sie als Bestandteile der
Glykokalyx u. a. in Form von Glykoproteinen und Glykolipiden vorkommen eine
entscheidende Rolle ein. Die Glykokalyx ist eine iiberwiegend aus Kohlenhydraten bestehende
Schicht, von der jede eukaryontische Zelle umgeben ist. Wegen ihrer strukturellen
Mannigfaltigkeit und dem stetig wachsenden Interesse an ihrer Bedeutung im biochemischen
Geschehen, riicken Glykonjugate immer stirker in den Fokus aktueller Forschung und bilden
mittlerweile ein eigenes Forschungsfeld, die Glykobiologie.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Synthese von Glykoproteinen und Glykoclustern
als Glykomimetika, die der Untersuchung von multivalenten Wechselwirkungen bei der
molekularen Erkennung von Zuckern dienen sollen. Im ersten Teil der Arbeit wird der Aufbau
einer Glykoaminosédure-Bibliothek beschrieben, in der Mannoside {iiber unterschiedliche
Ligationen mit einer Auswahl verschiedener Aminosduren verkniipft sind. Diese Zucker-
Bibliothek konnte dann im zweiten Teil der Arbeit fiir die Synthese einer Reihe von
Glykopeptiden per SPPS genutzt werden. Die Herstellung der Glykopeptide erfolgte sowohl an
fester Phase, als auch in Losung. Die wichtigsten Syntheseprodukte wurden als Inhibitoren
bakterieller Adhdsion getestet. Im dritten Teil wurden Molekiildynamik-Simulationen genutzt,
um die Wechselwirkungen von Glykopeptiden, wie sie hier synthetisch zuginglich gemacht
wurden, in und mit Wasser abschéitzen zu lernen.

Die Glykoaminosdure-Bibliothek wurde auf der Basis von sechs verschiedenen Aminoséuren
erstellt und umfasste schlieBlich insgesamt elf RO RO o
verschiedenen Mannoaminosdure-Derivate (19, roNL2 RO

33, 39, 42, 56, 64, 65, 66, 75, 77 und 85). Fiir An fester Phase

die einzelnen Synthesen wurde auf eine

Vielzahl von Reaktionstypen und auf sorgfaltig > > >
geplante  Schutzgruppenstrategien  zuriick- o a

gegriffen, wobei die Darstellung einiger RO& roL2 O Poymer

Glykoaminoséduren (19, 33, 39, 56, 64, 65 und
66) auch ohne Schutzgruppe der Aminoséure-
Carboxylgruppe gelang. Mit Hilfe des so
erhaltenen Bausteinearsenals konnten
interessante Glykocluster hergestellt werden,
wobei sowohl di-, als auch tri- und tetravalente Cluster 114, 115, 130, 135, 136 und 137)
erhalten und in Affinitétstests beziiglich ihrer inhibitorischen Potenz untersucht wurden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden sieben Glykopeptide (158-164) durch die nachtrégliche
Zucker-Funktionalisierung von synthetischen Peptiden mit den Carboxyl-funktionalisierten
Mannosiden 92-94 hergestellt und ebenfalls in Affinititstest untersucht. Die mit den
Glykopeptiden und Glykoclustern erzielten Ergebnisse bestitigen die bisherigen
Beobachtungen, dass durch multivalente Inhibitoren in unserem Testsystem nur eine moderate
Erhohung der inhibitorischen Potenz erreicht werden kann. Als besonders effektiv erwiesen
sich Glykokonjugate mit aromatischem Aglykon, wobei es mit den beiden aromatischen
Tyrosineinheiten am Eingang der CRD des untersuchten Lektins zu einer giinstigen Interaktion
kommt und so die Wechselwirkungen zwischen Ligand und Rezeptor verstéirkt wird.
SchlieBlich konnten drei Glykopeptide (177-179) an fester Phase durch Verwendung der
hergestellten Mannosylaminosdure-Derivate synthetisiert werden. In allen synthetisierten
Glykopeptiden sind die Anzahl der konjugierten Zucker, deren Abstand und die
konformationelle Flexibilitit ihrer Prasentation iiber verschiedene Spacer variiert.

Zwei Glykopeptide, 185 und 186, die sich lediglich in der Art des glykosidischen Atoms (O
bzw. S) unterscheiden, wurden im dritten Teil der Arbeit in Molekiildynamik-Simulationen auf
Wasser-Solvat-Interaktionen mit Hilfe mehrerer Analyseprogramme untersucht. Hierbei
konnte die deutliche Strukturierung der Wassermolekiile um die Glykopeptide herausgearbeitet
werden.

In Lésung R : Schutzgruppe|

R

Q
L
S
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1.4 Allgemeine Abklrzungen

Abb.
abs.

Ac
Ac,O
AIBN
Aq.

Ar

atm.
ber.
BF;*Et,0
BOC

br (IR)
bs (NMR)
Bz
CCA
COSY
CRD

d

d (NMR)
DBU
DC
DCC
DEPT
DHB
DIC
DIPEA
DMF
DMSO
DMTST
DNA
Dpr
ELISA
ESI

Abbildung

absolut

Acetyl

Essigsdureanhydrid
2,2’-Azoisobuttersaurenitril
Aquivalente

Aryl

Atmosphéren

Berechnet

Bortrifluorid-Etherat
tert-Butoxycarbonyl

breites Signal

breites Signal

Benzoyl
a-Cyano-4-hydroxyzimtséure
Correlated Spectroscopy
Carbohydrate Recognition Domain
Tag

duplett
1,8-Diazabicyclo[5.4.0]lundec-7-en
Diinnschichtchromatogramm
N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid
Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
2,5-Dihydroxybenzoesiure
N,N’-Diisopropylcarbodiimid
N-Ethyl-N-diisopropylamin
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Dimethylmethylthiosulfonium-Triflat
Desoxyribonukleinsdure
Diaminopropionsiure

Enzym Linked Immunosorbent Essay

Electron Spray Ionisation
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Et;N
Et,O
Fmoc
GPC
GPI
GFP

h
HATU

HBTU

HMBC
HOAt
HOBt
HPLC
HRESI
HSQC
IDCP

IR
IUPAC
Kap.

m (NMR)
m, (NMR)

MALDI
Man
MBP
MD
MeOH
min
MPLC
MS
n-Bu

NIS

Triethylamin

Diethylether

Fluorenylmethoxycarbonyl

Gel Permeations Chromatographie
Glykosylphosphatidylinositol

Green fluorescent protein

Stunde/n
O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N -tetramethyluronium-hexa-
fluorophosphat
O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N -tetramethyluronium-hexa-
fluorophosphat

Heteronuclear Multiple Bond Correlation
1-Hydroxy-7-Azabenzotriazol
1-Hydroxy-benzotriazol

High Performance Liquid Chromatography
High Resolution Electron Spray lonisation
Heteronuclear Single Quantum Coherence
Iodonium Collidin Perchlorat
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Trimethylsilyl
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Time of Flight

Retention time
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Ultraviolett
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1.5 Etymologie

In der Literatur finden sich zwei Schreibweisen fiir den Begriff Glykokalyx. Innerhalb
dieser Arbeit wurde sich fiir die Schreibweise Glykokalyx entschieden, die sich vom
griechischen glyko ,,yAvkOg“ (gr. = siil) und vom griechischen kalyx ,,koAv&“ (gr. =
Mantel, Hiille) und nicht vom lateinischen calix (lateinisch = Kelch) ableitet.

Analog wurde bei allen anderen Begriffen stets der griechische Wortursprung glyko

verwendet und auf das im angelséchsischen Sprachgebrauch iibliche glyco verzichtet.
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2 Einleitung

Jedes bisher bekannte Lebewesen' besteht aus mehr oder weniger dhnlich aufgebauten
Zellen."! Zusammengeschlossen konnen diese Zellen komplexe Systeme, wie etwa héhere
Organismen bilden. Eine der erstaunlichsten Eigenschaften ist dabei die Fahigkeit der
Zellen, innerhalb eines Gesamtsystems unterschiedliche Funktionen wahrzunehmen. So
gibt es im menschlichen Organismus z. B. Nervenzellen, Organzellen und Muskelzellen,
die im Wesentlichen immer die gleichen Bestandteile aufweisen. Was ist das Geheimnis
hinter der Differenzierungsfahigkeit der Zellen im Verlauf ihrer zelluldren Entwicklung? In
diesem Zusammenhang machte A. MOSCONA Im Jahr 1952 eine interessante Entdeckung:
Nachdem er die Zellen eines Hiithnerembryos durch Behandlung mit einer Enzymldsung
und vorsichtiges Schiitteln getrennt hatte, lagerten sich die Zellen nach kurzer Zeit wieder
zu einem Aggregat zusammen. In einem weiteren Versuch durchmischte er Leber- und
Netzhautzellen. Bei der darauf folgenden Aggregatbildung wanderten die Netzhautzellen
stets nach innen."”! Diese Versuche machen deutlich, dass Zellen die Fihigkeit besitzen
zwischen ,,eigenem* und ,,fremdem® Zellmaterial zu unterscheiden. Gleichartige Zellen
erkennen sich also und schlieBen sich zu Verbinden zusammen.™! Es findet offensichtlich
ein Transfer von Informationen statt, der diesen Vorgang vermitteln kann.

Die intra- und interzellulire Weitergabe von Informationen und deren Erhaltung iiber
mehrere Zellgenerationen ist ein zentraler und notwendiger Aspekt des zelluldren
Lebens.!”! Fir diese Aufgabe sind vor allem die drei groBen Biopolymerklassen
verantwortlich: die Nukleinsduren, die Proteine und die Glykokonjugate. Besonders die
Bedeutung der Glykokonjugate wurde bis vor wenigen Jahrzehnten noch stark
unterschitzt.”! Heutzutage ist jedoch bekannt, dass sie u. a. in Form von Glykolipiden und
Glykopeptiden Schliisselelemente in einer Reihe zelluldrer Prozesse sind. Hierfiir sind die
Zell-Zell-Erkennung, die korpereigene Immunantwort und die Fertilisation exemplarisch.
Interessant ist dabei auch die Beobachtung, dass Tumorzellen ein veridndertes
extrazelluldres Kohlenhydratmuster aufweisen und sich so von normalen, gesunden Zellen
unterscheiden. Von viralen und bakteriellen Pathogenen konnen Wirtszell-Glykokonjugate
als Bindungsstelle genutzt werden, um an die Zelle zu adhésieren und in der Folge
moglicherweise in sie einzudringen und sie zu infizieren. Glykokonjugate sind damit

sowohl niitzliche als auch anfillige Bestandteile einer Zelle.

' Auf die Differenzierung von Synzytien wird hier verzichtet, da sie in diesem Zusammenhang nicht von
Bedeutung sind.
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Dass Nukleinsduren Informationen molekular speichern konnen, gilt als etabliertes Wissen.
Dass auch Zucker Informationen molekular verschliisseln, ist noch nicht allgemein
bekannt. Dabei sind Glykokonjugate gut als Informationstriger geeignet, was an ihrem
speziellen Aufbau liegt.

Sie weisen in der Klasse der Naturstoffe die meisten Stereozentren auf engstem Raum auf.
Neben linearen Strukturen konnen sie auch stark verzweigte Oligomere aufbauen, was sie
von den linear gestalteten Proteinen und Nukleinsduren unterscheidet. Ein quantitativer
Vergleich zeigt: Die vier Bausteinen der DNA erlauben ,,nur* 4096 verschiedene hexamere
Strukturen, die moglichen Informationseinheiten entsprechen. Zwanzig verschiedene
Aminosdure-Monomere,  cbenfalls als  Hexamer, ergeben  bereits  6.4*10’
Informationseinheiten, wihrend ein Kohlenhydrathexamer eine biologische Sprache mit
umfangreichen 1.05%10'% Informationseinheiten ergibt. Addiert man zu dieser Vielfalt
noch die Moglichkeit von anomeren Stereoisomeren, verschiedenen Ringgréfen und
Substitution der Hydroxylgruppen durch z. B. Sulfat-, Phosphat-, Acetyl- oder
Methylgruppen, so entsteht ein extrem leistungsstarker Informationsspeicher — der als
GLYKOCODE bezeichnet werden konnte.!!

Die molekularen Details der biologischen Prozesse und die Verkniipfung von
Kohlenhydratstruktur und Informationskodierung bzw. —dekodierung sind jedoch in vielen
Fillen noch unbekannt'” Dies liegt vor allem in der strukturellen Vielfalt und
Komplexitit der Kohlenhydratwelt begriindet, weshalb beispielsweise die Aufkldrung der
genauen Konformation von Glykokonjugaten und deren Zusammenspiel im molekularen
Geschehen nicht unproblematisch ist. So kann zwar die Zuckerfolge eines Oligo- oder
Polysaccharids in  Sequenzierungsexperimenten mittels massenspektrometrischer
Untersuchungen geklart werden, doch eine Schlussfolgerung auf die dreidimensionale
Erkennungseinheit fiir ein bestimmtes Rezeptor-Protein ist nicht mdglich, da O- und auch
N-Glykosylierungen zu viele rdumliche Anordnungsméglichkeiten implizieren. Zudem ist
es schwierig, die fiir strukturelle und biologische Untersuchungen nétigen Substanzmengen
zu beschaffen, da ihre Synthese sehr anspruchsvoll ist und die Natur kein einheitliches,
sondern mikroheterogenes Material liefert.!'

Gerade wegen ihrer Mannigfaltigkeit und der stetig wachsenden Erkenntnisse iiber ihre
Relevanz in biochemischen Prozessen, riicken die Glykonjugate immer stirker in den
Fokus der biologischen, medizinischen und chemischen Forschung und bilden mittlerweile

12,13]

ein eigenes Forschungsfeld, die Glykobiologie.! Innerhalb dieses Bereichs ist
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besonders die Erforschung der komplizierten Zuckermolekiile auf Zellmembranen von

Interesse.

2.1 Glykokonjugate als Bestandteile eukaryontischer und
prokaryontischer Glykokalices: Aufbau und Funktionen

Jede eukaryontische Zelle ist auf der extrazelluldren Seite ihrer Plasmamembran mit einer
dichten Hiille komplexer Oligosaccharide bedeckt, der Glykokalyx. Diese bis zu mehr als
100 nm dicke Schicht ist in Form von Glykolipiden, Glykopeptiden und GPI-Ankern in der
Zellmembran verankert.'"¥ Auch prokaryontische Zellen besitzen eine Glykokalyx. Diese
wird meist als ,,Kapsel“ bezeichnet, da sie das Bakterium mit einer volumindsen Hiille
umschliefit, die den Bakteriendurchmesser deutlich iibertreffen kann. Dariiber hinaus
werden auch einige nicht kovalent gebundene Exopolysaccharide mit unter diese
Bezeichnung gefasst.'™ Die Funktionen der prokaryontischen Glykokalyx bestehen vor
allem darin, Schutz vor Phagozytose und Austrocknung zu geben. Sie ist Nahrstoffreserve
und dient zur Adhision an Oberflichen. Bevor die Funktionen der eukaryontischen
Glykokalyx diskutiert werden, soll zunichst eine genauere Beschreibung ihres molekularen

Aufbaus folgen.

Abbildung 1: Elektronenmikroskop-Aufnahmen der Glykokalyx einer Katzen Darmzelle (links)!'®!
und einer Erythrozytenzelle (rechts).!'”"

Die Zusammensetzung der Glykokalyx ist jeweils charakteristisch fiir einen Zelltyp. Sie
variiert aber im Verlauf der Zellentwicklung und stellt einen Indikator fiir ihren
physiologischen bzw. pathologischen Zustand dar."*”! Die Kohlenhydratketten

eukaryontischer Zelloberflichen sind hauptsdchlich aus zwanzig verschiedenen



2 Finleitung 13

Monosacchariden aufgebaut, vor allem aus den monomeren Bausteinen L-Fucose, D-
Galaktose, D-Mannose, D-N-Acetylneuraminsiure, D-N-Acetylgalaktosamin und D-N-
Acetylglukosamin.*!!

Unter der Bezeichnung Glykokonjugate werden die makromolekularen Verbindungen von
Kohlenhydraten mit anderen Molekiiltypen, vor allem mit Proteinen (Glykoproteine) bzw.
Lipiden (Glykolipide) zusammengefasst.”] Diese werden intrazellulir im rauen
endoplasmatischen Retikulum und dem Golgi-Apparat der Zelle synthetisiert und
anschlieBend mit Hilfe von Vesikeln zur Zelloberfliche transportiert.”*! Der lipophile
Teil eines Glykokonjugates wird dort in der Lipiddoppelschicht verankert, sodass die
Saccharidstrukturen in den extrazelluliren Raum ragen, wie in Abbildung 2 dargestellt. Bei
den Glykoproteinen ist der Kohlenhydratteil mit dem Protein iiber N-glykosidische, O-
glykosidische Bindungen oder im Fall von GPI-Anker (Glykosylphosphatidylinositolen-

[24]

Anker) {iiber einen Ethanolaminphosphat-Linker verkniipft. Die zum Sauerstoff

analogen S-Glykopeptide kommen dagegen sehr selten vor. Die einzigen bisher bekannten
Vertreter wurden auf der Membran von Erythrozyten und in Glukosinolaten gefunden.!>>>°!
Bei den N-Glykanen sind die Kohlenhydratketten immer iiber das reduzierende Ende einer
N-Acetylglukosamin-Einheit mit der Seitenkette von Asparagin verkniipft. Bei den O-
Glykanen erfolgt die Bindung iiber die Hydroxylfunktionen von Serin und Threonin; der
proteingebundene Saccharidteil ist hierbei variabler als im Fall der N-Glykane. Andere O-

glykosidische Bindungen an Proteinseitenketten z. B. Verkniipfungen mit Tyrosin,

Hydroxylysin und Hydroxyprolin sind eher selten.

Glykoproteine

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Zellmembran.*”

Sowohl die N-Glykoproteine als auch die GPI-Anker besitzen biosynthetisch festgelegte

Grundstrukturen. Allen N-Glykanen ist eine innere Pentasaccharid-Core-Struktur
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gemeinsam, die aus zwei N-Acetylglukosamin- und drei Mannose-Einheiten besteht (Abb.
3).181 Ausgehend von dieser Kernstruktur bilden die N-Glykane weitere Verzweigungen
aus. Je nach deren Natur werden sie in high mannose-, complex- oder hybrid-type
Glykoproteine gegliedert.”” Bei den GPI-Ankern besteht die Kernstruktur aus vier
Monosacchariden und einem Inositolmolekiil, die auf der einen Seite iiber einen
Phosphatidylethanolamin-Linker mit einem Protein verbunden sind und auf der anderen
Seite liber die Inositoleinheit mit dem in der Membran verankerten Lipidteil verkniipft sind

(Abb. 3).5%
N . i
HO H,N NH
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Abbildung 3: Minimalstrukturen der N-Glykoproteine und der GPI-Anker, sowie ein Beispiel fiir O-Glykan.
Die Pfeile deuten mogliche Ankniipfpunkte fiir weitere Kohlenhydratketten an.

Glykolipide sind amphiphile, phosphorfreie Membranlipide, deren unpolarer Lipidteil
glykosidisch mit einem Mono- oder Oligosaccharidrest verbunden ist. Bekannte Vertreter
der Glykolipide sind die Glykoglycerolipide und die Glykosphingolipide (Abb. 4).*" Die
eher pflanzlichen Glykoglycerolipide bestehen aus einem 1,2-Diacylglycerinrest, dessen 3-
Sauerstoffatom glykosidisch mit dem Kohlenhydratteil verbunden ist. Bei den in tierischen
Zellen vorkommenden Glykosphingolipiden wird der unpolare Teil durch ein N-
Acylsphinganinderivat gebildet, das sogenannte Ceramid.**"]

Die einfachsten Vertreter der Glykosphingolipide sind die Cerebroside, die nur einen
Glukose- oder Galaktoserest besitzen. Ganglioside dagegen weisen verzweigte
Oligosaccharidstrukturen mit unterschiedlichen Zuckermonomeren auf, die sowohl im

Kohlenhydratteil als auch im Ceramidabschnitt variieren kénnen.**>%
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a) Glykoglycerolipid
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b) Glykosphingolipid
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% "
HO O

OH Galaktosylcerebrosid
Abbildung 4: Glykolipide der Zellmembran.

Der eukaryontischen Glykokalyx kommt groe Bedeutung in der Zell-Zell-
Kommunikation, bei der Signaltransduktion und der Zell-Zell-Erkennung zu (vide supra).
Ein sehr anschauliches Beispiel fiir die Spezifizierung von Zelltypen durch Zucker ist die
Unterscheidung zwischen den verschiedenen Blutgruppen. Schon minimale Anderungen in
der zellspezifischen Glykosylierung der Erythrozyten bewirken die Differenzierung der
entsprechenden Blutgruppenantigene (Abb. 5).°7 So unterscheidet sich Blutgruppe A nur
durch die N-Acetyl-Funktion an der 2-Position der a-D-Galaktose bestimmter
Erythrozyten-Glykane von der Blutgruppe B, die hier eine Hydroxylfunktion trigt. Bereits
dieser minimale Unterschied fiihrt bei Transfusion der falschen Blutgruppe zur

Antikorperbildung und lataler Himagglutination.

Blutgruppenantigen

A B H
OH OH
OH OH OH
O 1o M 0 o M HO n
ykan
HO Glykan HO Glykan Sy
AcHN | o oH | o HO o}
o (0] e}
o) o)
2 Lon
o) o)
OH OH OH
OH OH OH
OH OH
A B 0

Blutgruppenphanotyp

Abbildung 5: Das A,B,0-Blutgruppensystem mit dazugehdrigen Kohlenhydratepitopen
auf den Erythrozyten.
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Auch iiber das Blutgruppensystem hinaus verleiht die Glykokalyx einer Zelle
Antigeneigenschaften. So kann gegen eindringende Fremdorganismen durch Ausbildung
von Antikorpern gegen dessen Kohlenhydratstruktur vorgegangen werden. Auch die
Adhision von Toxinen, Viren und Bakterien an die Glykokalyx einer Zelle kann zu
Schidigungen und sogar zu Erkrankungen fiihren.”®

Viele der hier mit der Glykokalyx in Zusammenhang stehenden biochemischen Vorginge
basieren auf dem Wechselspiel von Zuckereinheiten und Proteinen. Um die
Funktionsweise der Glykokalyx begreifen zu konnen, ist das Verstdndnis der dabei

ablaufenden molekularen Mechanismen essentiell. Im Folgenden wird der aktuelle Stand

des Wissens detaillierter beschrieben.

2.2 Kohlenhydrat — Protein — Wechselwirkungen

In der Natur existiert eine Vielzahl an Proteinen, die mittels nichtkovalenter
Wechselwirkungen mit Kohlenhydraten interagieren konnen. Zu diesen gehoren die
kohlenhydratspezifischen = katalytisch  aktiven = Enzyme, kohlenhydratspezifische
Immunglobuline sowie die Lektine und Selektine.

Lektine (von lat. legere: aufsammeln) stehen momentan im Fokus vieler wissenschaftlicher
Untersuchungen, da sie auf Grund ihrer vielféltigen Eigenschaften zur Untersuchung und
Aufklarung von Funktionen und Strukturen komplexer Saccharide, besonders von
Glykoproteinen sehr geeignet sind. So sind sie speziell beim Erkennen von Verdnderungen
des Kohlenhydratmusters auf Zelloberflaichen, die wéhrend physiologischer oder
pathologischer Prozesse auftreten, duflerst niitzlich. Lektine erkennen und binden
spezifisch Monosaccharid-, Oligosaccharid- oder Polysaccharid-Partialstrukturen durch
schwache, reversible Kohlenhydrat-Rezeptor-Interaktionen. Sie besitzen aber keine
katalytische Aktivitdt und sind im Gegensatz zu Antikorpern kein Teil der Immunantwort.
Haufig handelt es sich um Membranproteine, deren kohlenhydraterkennende Dominen
(CRD, engl.: carbohydrate recognition domain), in den extrazelluliren oder luminalen
Raum ragen. Lektine kommen aber auch geldst vor, zum Beispiel im Serum und im
Interzellularraum. Die ersten pflanzlichen Lektine wurden bereits 1888 von P. H.
STILLMARK beschrieben, gefolgt von der Entdeckung tierischer (1902, S. FLEXNER, H.
NoOGUCHI), bakterieller (1902 R. KRAUS) und viraler (1941, G. K. HIRST) Vertreter,” so
dass sie heutzutage als ubiquitér gelten. Die Funktion der pflanzlichen Lektine ist noch

weitgehend unklar. Die wichtigsten Funktionen tierischer Lektine scheinen, nach heutiger
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Erkenntnis, der Zell-Zell-Kontakt und die Zell-Differenzierung zu sein. Mikroorganismen
nutzen eigene Lektine oft zur Adhdsion an Oberflichen. Die einzelnen Lektine
unterscheiden sich stark in ihrer Grof3e, Struktur, im molekularen Aufbau und besonders in
der Natur ihrer CRD.

Viele Lektine besitzen mehr als eine
Bindungsdoméne und konnen  dadurch
Querverbindungen zwischen Zellen aufbauen.
Das im  Serum  hoherer  Sdugetiere
vorkommende Mannose Binding Proteine-A
(MBP-A) (Abb. 6) besitzt beispielsweise drei
Bindungsstellen fiir Kohlenhydrate.!*” Hierbei

ist die Interaktion einer der drei

Bindungsstellen des MBP-A mit einer ’,-d
einzelnen Mannose-Einheit vergleichsweise 5 :
schwach. Eine starke Bindung entsteht nur, Abbildung 6: Das trimere MBP-A-Lektin mit
wenn alle drei Bindungsdoménen eines MBP-  drei gebundenen Kohlenhydrat-Liganden. ™"

A-Molekiils mit Liganden gleichzeitig wechsel-wirken konnen, wie z. B. in Interaktionen
mit einer mannosereichen Region. Der Abstand der Bindungseinheiten ldsst eine solche
Trimer-Bildung mit Sadugetieroligosacchariden nicht zu. Eine starke Trimer-Bindung ist
nur mit den mannosereichen Kohlenhydratstrukturen von Pilzen und Bakterien mdoglich,
die in den Organismus eingedrungen sind. Das MBP-A-Lektin erkennt so die Pathogene
im tierischen Organismus als feindlich, agglutiniert diese und leitet damit die

4 Diese Eigenschaft des ,,Ausflockens*

Neutralisation der Fremdorganismen ein.
(Agglutination) wird oft auch zur Detektion und Charakterisierung von Lektinen in
biologischen Testsystemen ausgenutzt. Besonders bekannt ist die Himagglutination, die
beim Vermischen von Erythrozyten nichtkompatibler Blutgruppen auftritt. Ein anderes
bekanntes Agglutinationsbeispiel ist das Entfernen gealterter Erythrozyten aus dem
Blutkreislauf. Alte Erythrozyten besitzen wesentlich weniger Sialinsduremolekiile auf ihrer
Oberfldache und diese Verdanderungen fithren dazu, dass die Asialoglykoproteinrezeptoren
der Leber die gealterten Erythrozyten binden und aus dem Blutkreislauf entfernen
kénnen.[*

Urspriinglich wurden Lektine anhand ihrer hochsten Zuckerspezifitit in fiinf Gruppen
unterteilt: 1) D-Man-spezifisch, 2) D-Gal- und D-GalNAc-spezifisch, 3) D-GIcNAc-

spezifisch, 4) L-Fuc-spezifisch und 5) D-N-Acetylneuraminsdure-spezifisch. Da diese
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Unterteilung nur einzelne Kohlenhydrate beriicksichtigte, viele Lektine aber spezifisch nur
mit Di-, Tri- oder Oligosacchariden interagieren, wurde diese Klassifizierung spéter
erweitert. Heutzutage unterteilt man nach Aminosduresequenz und 3D-Struktur, wobei

Lektine vom C-, P-, I- und S-Typ die hdufigsten Vertreter darstellen (Tab. 1).

Tabelle 1: Die wichtigsten Vertreter der Lektine nach A. Varki. 1**!

Typ Typische Liganden Eigenschaften Funktion

o . Beteiligung bei Blutbildung,
I-Typ sialylierte Liganden --
u. a. biologischen Prozessen

- . Glykoproteintransport
P-Typ Mannose-6-Phosphat | Ca” -abhingig
und —abbau
S-Typ Galaktoside Thiol-abhéngig Zelladhésion
Zelladhision,

C-Typ Variabel Ca®"-abhingig )
angeborene Immunitét

Die C-Typ-Lektine bilden die groBite Gruppe der tierischen Lektine. Viele Vertreter der C-
Typ-Lektine erkennen vor allem terminale Saccharidstrukturen. Dabei komplexieren die in
didquatorialer Konfiguration stehenden Sauerstoffatome an Position 3 und 4 des
Zuckerringes immer iiber ein Ca*"-Ion mit dem Protein. Es entsteht ein trimerer Komplex

aus Calcium-Ion, Protein und dem Zuckerliganden (s. Abb. 7).

Abbildung 7: Links: Calcium-Ionen abhingige Bindung von Mannose an eine CRD.
Rechts: CRD mit den 3,4-Hydroxylgruppen eines Kohlenhydrats und dem beteiligtem Ca-Ion.

[44]

Die Klasse der C-Typ-Lektine wird nochmals in a) endozytotische Lektine, b) Kollektine

und c) Selektine unterteilt. Endozytotische Lektine sind membrangebundene Rezeptoren
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mit einer breiten Kohlenhydratspezifitat. Wichtige Vertreter sind die mannosebindenden
Proteine der Makrophagen oder der schon diskutierte Asialoglykoproteinrezeptor. Im
Gegensatz zu den endozytotischen Lektinen sind Kollektine losliche Proteine des Serums.
Von den sechs bekannten Vertretern dieser Gruppe sind die Mannose-bindenden-Lektine
(MBPs) (vgl. Abb. 6) am besten untersucht. Selektine sind Lektine, die so genannt wurden,
weil sie selektive Kontakte zwischen Zellen bewirken konnen. Sie werden in drei
Untergruppen geteilt, in E-, P-, L-Selektine und spielen eine wichtige Rolle im
Frithstadium von Entziindungsantworten. Sie interagieren mit Sialyl-Lewis*-Einheiten der
Leukozytenoberfliche. Dies fiihrt zur Abbremsung der Leukozyten im Blutstrom, so dass
diese zielgenau am Ort der Entzlindung rekrutiert werden kénnen.

Trotz des groBen Detailwissens, das liber Lektine vorhanden ist, ist ihre Interaktion mit
Kohlenhydratliganden bisher nur ansatzweise verstanden. Ein wichtiger Aspekt, der dem
Verstidndnis der Kohlenhydrat-Protein-Interaktionen dienen kann, ist das Konzept der

Multivalenz.

2.2.1 Bindungsmechanismen und Multivalenzeffekte

Alle Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen basieren auf verschiedenen nichtkovalenten
oder sekunddren Wechselwirkungen, wie beispielsweise Wasserstoftbriickenbindungen,
Ion-Dipol-Wechselwirkungen, n-n- oder CH-n-Wechselwirkungen. Haufig kann dabei eine
iiber Wassermolekiile vermittelte Wechselwirkung beobachtet werden. Dabei ist eine
einzelne  Zuckerligand-Protein-Wechselwirkung  relativ  schwach.  Sie  besitzt
Dissoziationskonstanten im millimolaren oder hohen mikromolaren Bereich. In der Natur
werden hdufig multiple Interaktionen zwischen Zucker- und Rezeptoreinheiten
ausgebildet. So gelingt es, die Stirke (Aviditdt) und die Spezifitdt der Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkung zu erhhen.*! Die Vorteile der Multivalenz fiir biochemische Systeme
sind zahlreich, da Multivalenzeffekte zwischen den verschiedenen biologischen Einheiten
auftreten konnen. Multivalenz molekularer Interaktionen ermdglicht beispielsweise den
konformellen Kontakt zwischen biologischen Oberfldchen, verhindert das Auftreten von
Scherkréften bei Zelladhdsionsprozessen und iibernimmt die Feinsteuerung biochemischer

6] Fiihrt hierbei eine lineare ErhShung der Zahl an Rezeptor-

Aktionen und Signale.
Ligand-Wechselwirkungen zu einer exponentiellen Erh6hung der Aviditét, so spricht man
vom Glykocluster-Effekt, der zuerst 1978 von Y. C. LEE, anhand der Untersuchung

einfacher Glykocluster mit Leberlektinen, beschrieben wurde.*”
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Um eine quantitative Beschreibung von Multivalenzeffekten zu ermdglichen, fiihrte G. M.
WHITESIDES die Parameter o als MaBl der Kooperativitit und [ als MaBl des
Verstiarkungsfaktors ein. So beschreibt die Kooperativitdt, wie das Binden eines ersten
Liganden die Affinitit des Rezeptors zur Bindung eines weiteren Liganden

beeinflusst. %+

In der biochemischen Nomenklatur werden die polyvalenten
Wechselwirkungen als positiv kooperativ (synergistisch, a > 1), nicht kooperativ (additiv,
a=1) oder negativ kooperativ (interferierend, a < 1) beschrieben. Der Parameter a ist

hierbei definiert als:

. ng][\;oly
(ngmorw)N

Die durchschnittliche Gibbs-Wechselwirkungsenergie zwischen einem Liganden und
einem Rezeptor in einer polyvalenten Wechselwirkung (AG™Y) kann groBer, kleiner oder

gleich der monovalenten Wechselwirkung (AG™"™) sein. Hierbei gilt nun:

AG™ = aAG™™,

wobei AG™" die durchschnittliche freie Bindungsenthalpie jeder teilnehmenden Bindung
der multivalenten Bindung und AG™™° die Bindungsenthalpie mit nur einem Liganden ist.
Da aber die Bindungskonstante (KPY) multivalenter Systeme (die Aviditit) oft deutlich

von der monovalenten Bindungskonstante (K™

) abweicht und die Anzahl der einzelnen
Bindungen (N) in der Regel nicht bekannt ist, reicht a zur Beschreibung multivalenter
Wechselwirkungen nicht aus. Deshalb wurde ein weiterer empirischer Faktor eingefiihrt,
der die Bindungsverstirkung von multivalenten Systemen beschreibt, der

Verstiarkungsfaktor f3:

poly
_ K N

- K mono

B

Der Verstarkungsfaktor B kann nun auch bei unbekanntem N und a < 1 Multivalenzeffekte
quantifizieren, da er den Quotienten der gemessenen multivalenten und monovalenten
Bindungskonstante bildet.

Auf molekularer Ebene gibt es verschiedene Moglichkeiten, wie die Bindung multivalenter

Liganden an Rezeptoren stattfindet und zu Bindungsverstirkung fiihrt (Abb. 8).°%
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a) Chelatbildung c) zufallige Bindung
\FRE
'R N
$
b) Aggregation d) Bindung einer Mebenstelle

+d

Abbildung 8: Beispiele fiir Wechselwirkungen zwischen multivalenten Liganden
und verschiedenen Rezeptoren'™”

Bei der Chelatbildung (Abb. 8a) besetzt ein Ligand mit mehreren Bindungseinheiten
gleichzeitig mehrere Bindungsstellen eines oligomeren Rezeptors. Hierbei wird die
notwendige Translationsentropie wihrend des ersten Kontaktes zwischen Rezeptor und
Ligand aufgebraucht, weitere Bindungen kdnnen dann ohne zusétzlichen Entropieaufwand
gebildet werden.”! Dies gilt auch fiir Nebenbindungsstellen, die bei einigen Rezeptoren
existieren (Abb. 8d). Bei der Aggregation (Abb. 8b) kann ein oligomerer Ligand
bewirken, dass sich mehrere Rezeptoren zu einem Rezeptorkomplex zusammenschlieB3en,
was beispielsweise Signalkaskaden auslosen kann. Im Fall der zufilligen Bindung (Abb.
8c) ist nach der Auflosung einer Bindung die Wahrscheinlichkeit, dass gleich der néchste
Ligand an den Rezeptor gebunden wird, auf Grund der groBen Anzahl an unmittelbar
benachbarten Liganden groB.°” In der Praxis ist es jedoch sehr kompliziert, zwischen den
einzelnen Mechanismen, die zu einem Multivalenzeffekt filhren konnen, zu unterscheiden,
da dariiber hinaus auch noch Variationen des klassischen Chelat-Effekts auftreten konnen,
wie z. B. der cross-linking Cluster-Effekt (Abb. 9).°% Mit diesem Begriff wird der
Mechanismus bezeichnet, nach dem ein oligomerer Ligand nicht nur an einem oligomeren
Rezeptor bindet, sondern bei hoher Rezeptorkonzentration noch weitere Quervernetzungen
ausbildet und es zur Netzwerkbildung kommt.”*! Die Komplexitit dieser Vorginge wird
durch die Ergebnisse der Arbeitsgruppe LINDHORST unterstrichen, die bei der
Untersuchung von Glykoclustern als Liganden fiir das bakterielle FimH keinen reinen
Multivalenz-Effekt beobachten konnten und so einen makromolekularen Effekt als

alternativen Mechanismus vorschlugen.**!
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|
|

Abbildung 9: Schematische Darstellung des cross-linking Cluster-Effekts.[>

Trotz unzdhliger Erklarungsansitze ist das Multivalenz-Prinzip in der Glykowissenschaft
bis heute noch nicht vollstindig verstanden. Die Versuche, dieses Phdnomen sowohl
theoretisch als auch experimentell aufzukliren und zu beherrschen, werden durch die
Komplexitit der beteiligten molekularen Systeme erschwert.””! In diesem Forschungsfeld

konnen z. B. Glykomimetika wichtige Werkzeuge fiir systematische Untersuchungen sein.

2.2.2 Glykomimetika

Fiir die Struktur-Eigenschaftsuntersuchungen von Kohlenhydraten und Proteinen werden
genau definierte Kohlenhydratstrukturen in ausreichender Menge und hoher Reinheit
bendtigt. Das gelingt allerdings nicht fiir alle Substanzarten problemlos. So ldsst sich die
Festphasensynthese von Oligosacchariden keineswegs so leicht automatisieren wie die
Synthese von Proteinen und Nukleinsduren.¥ Dies liegt zum groBten Teil daran, dass eine
selektive Synthese unter Beriicksichtigung der Stereochemie nur mit Hilfe von
verschiedenen  Aktivierungsmethoden und durch Nutzung eines komplexen
Schutzgruppenarsenals moglich ist. Daher werden zur Aufkldrung von biologischen
Bindungsprozessen immer hdufiger Molekiilstrukturen verwendet, die natiirliche
Kohlenhydratstrukturen imitieren, aber einfacher zu synthetisieren sind. Diese
synthetischen, artifiziellen Systeme werden Glykomimetika genannt.”® Neben der cher
unkomplizierten Synthese konnen die Glykomimetika je nach Einsatzart noch weiteren
Anspriichen gentigen. Sie konnen beziiglich ihrer Affinitdt zum Rezeptor optimiert werden

und weisen dann z. B. verbesserte biologische Aktivitit auf oder zeigen verbesserte in
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vivo-Stabilitdt gegeniiber enzymatischem Abbau sowie verbesserte pharmakologische
Eigenschaften im Vergleich mit den natiirlichen Vorbildern.

Biologische Untersuchungen mit Glykomimetika haben ergeben, dass nicht unbedingt eine
strukturelle Ahnlichkeit, sondern eine groBe Funktionsverwandtschaft zwischen den
natiirlichen Vorbildern und ihren Mimetika vorhanden sein muss, damit mindestens die
gleiche biologische Wirkung erzielt werden kann. Ein Beispiel fiir diesen Ansatz stellt das
Mimetikum fiir Lewis a von R. Roy et al. (Abb. 10) dar, das in Titrationskalorimetrie-

untersuchungen mit den Lektinen des Bakteriums Pseudomonas ebenso effektiv wie das

natiirliche Vorbild wirkte. [*¥
OH
OH OH
OH

o) o ° N=N

OH HO N__
OH OH o NHAGC \)\CHZOH
0 o Q OH
HO O OH OI—||_|O
OH NHAc
Lewis a Mimetikum

Abbildung 10: Beispiel fiir ein Glykomimetikum mit gleichen Ligand-Eigenschaften
wie das natiirliche Vorbild Lewis a. *¥

Somit konnen die natiirlichen Verkniipfungen, wie sie in Oligosacchariden und
Glykokonjugaten vorkommen durch unnatiirliche und der nichtbindungsrelevante Teil des
Molekiils durch einfachere Strukturen ersetzt werden. Dies erdffnet zahlreiche
Moglichkeiten in der Glykowissenschaft. Glykomimetika konnen in mehrere Klassen

unterteilt werden (s. Abb. 11).

a) : ; ; z
b)
d) e)
Abbildung 11: Glykomimetika-Typen a) Glykocluster b) cyclische Glykocluster

¢) modifizierte Cyclodextrine/Calixarene d) Polymere/Peptoide e) Nanopartikel/Dendrimere
f) Selbstorganisierende Monoschichten (SAMs). [**]

f)
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Unter der Uberschrift Glykocluster werden alle Glykomimetika mit einem geringen
Molekulargewicht, definierter Struktur und wenigen Bindungsstellen sowie geringer
Symmetrie zusammengefasst (Abb. 11a und b)."! Ebenfalls eine definierte Struktur, aber
eine hohere Anzahl an Bindungsstellen und eine hohere Symmetrie besitzen die
Glykodendrimere (Abb. 11e). Eine dritte und vierte Gruppe von Mimetika bilden
abgewandelte Glykopeptide und die Glykopolymere (Abb.11d). Die an einem
Polymerriickgrat gebundenen Kohlenhydrateinheiten der Glykopolymere sind polydispers
und konnen hohe Molekulargewichte besitzen. Des Weiteren sind Glykomimetika
basierend auf dreidimensionalen supramolekularen Grundkoérpern (Abb. 11¢) und auch
selbstorganisierende Monoschichten (Abb. 11f) bekannt. Allgemein werden synthetische
Kohlenhydratmimetika,  besonders artifizielle = Glykoproteine, auch oft als
Neoglykokonjugate bezeichnet.”!

Die aufgezihlten architektonischen Moglichkeiten und die Vorteile von Glykomimetika
zeigen, wie niitzlich und wichtig die Entwicklung neuer Mimetika auf der Basis von
Kohlenhydraten ist. Da multivalente Kohlenhydratstrukturen auch im Zusammenhang der
Entstehung von Erkrankungen eine Rolle spielen, konnen die gleichen oder &hnliche

Strukturen dariiber hinaus neue Wege in der Therapie und Diagnostik weisen.
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3 Zielsetzung

Glykomimetika konnen dazu beitragen die Funktion und die Wirkungsweise der
Glykokalyx besser zu verstehen und diese Erkenntnisse womdglich auch therapeutisch zu
nutzen. Mittels einer moglichst vereinfachten Strukturkonzeption und einer praktischen
Syntheseplanung konnen solche Glykomimetika in ausreichender Menge und in
interessanter Strukturvielfalt hergestellt werden und stehen dann fiir unterschiedliche
biologische Untersuchungen bereit.

Das Ziel der vorliegenden Dissertation besteht in diesem Zusammenhang darin,
multivalente Glykomimetika zu synthetisieren, die in verschiedenen biologischen
Systemen evaluiert werden konnen und zur Aufkldrung der Funktion der Glykokalyx
beitragen sollen.

Das Projekt wurde in drei Teilbereiche gegliedert: Im ersten Teil sollte eine Bibliothek von
mannosidischen Glykoaminosduren aufgebaut werden, die im zweiten Teil zur Synthese
von unterschiedlichen mannosidischen Glykopeptiden an fester Phase genutzt werden
sollte. Im dritten Teil sollten Molekiildynamik-Simulationen genutzt werden, um die
Wechselwirkungen der synthetischen Glykopeptide in und mit Wasser abschitzen zu
lernen.

Die Projektdetails werden den folgenden Ergebniskapiteln jeweils einleitend vorangestellt.
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4 Mannosidische Glykoaminosauren

4.1 Einleitung

Glykopeptide existieren in allen lebenden Organismen. Thr Kohlenhydratanteil variiert von
weniger als 1% in einigen Kollagenen bis zu mehr als 99% in Glykogen.*" Die
Kohlenhydratstrukturen der Glykoproteine sind wichtige Liganden und Rezeptoren fiir
eine Vielzahl biologischer Prozesse. Des Weiteren schiitzt Glykosylierung ein Protein vor
Proteolyse, stabilisiert die Konformation eines Peptids, beeinflusst die Proteinfaltung und
verindert seine physikochemischen Eigenschaften.™™

Wihrend der zelluldre Syntheseapparat die Synthese verschiedener Glykoproteine perfekt
beherrscht, ist die in vitro-Synthese von Glykopeptiden auf Grund der Polyfunktionalitit
der Edukte und der Zielmolekiile sowie des parallelen Auftretens funktioneller Gruppen
gleicher Reaktivitit duBerst anspruchsvoll.”™ Besonders die Synthese groBerer, genau
definierter Glykopeptidstrukturen ist auf nasschemischem Weg wegen der héufigen
Aufreinigungsschritte sehr umsténdlich. Im Jahr 1963 reformierte R. B. MERRIFIELD dieses
Verfahren durch die Entwicklung der polymergebundenen Peptidsynthese.’®™®" Trotz
zahlreicher Weiterentwicklungen, besonders im Bereich der Kupplungsreagenzien und der
Festphasen-Materialien, entspricht das grundsitzliche Synthese-Schema fiir die Peptid-

Festphasensynthese immer noch dem damals vorgeschlagenen Verfahren (Abb. 12).

1. Aminoséure an die
Festphase

H
H O-( }N-SG
HOOC- —N-SG n
Peptid-
Kupplung Entschitzung

H O<
O-{ }N—C— ~NH, ~NH,
n

\ Kupplung der

Peptid-

Entschitzung Kupplung /000 —H-SG
(0]
I H

Abspaltung O’( )BN_C‘ —N-SG
o SG: Schutzgruppe
H 1
HOOC*{ )~N—C— —NH, : Aminosaure
n

O :Harz

Abbildung 12: Syntheseschema fiir eine Peptid-Festphasensynthese.
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Der Synthese-Zyklus einer Peptid-Festphasensynthese beginnt mit der Verkniipfung einer
ersten Aminosdure mit der polymeren Trigersubstanz iiber die a-Carboxylgruppe der
Aminosédure. Alle weiteren funktionellen Gruppen sind dabei orthogonal geschiitzt. Die
Verkniipfung erfolgt jedoch nicht direkt mit dem Polymer, sondern iiber einen Linker, der
spater die Abspaltung des fertigen Peptids unter definierten Bedingungen ermoglicht.
Anschliefend wird die o-NH,-Schutzgruppe der festphasengebundenen Aminosdure
entfernt, die danach mit der ndchsten Aminosidure umgesetzt werden kann. Dieser Prozess
wird entsprechend der zu synthetisierenden Sequenz wiederholt und mit der Abspaltung
des Peptids vom Harz abgeschlossen. Die beschriebene Festphasenpeptidsynthese (SPPS)
besitzt viele Vorteile:

e Uberschiisse und Verunreinigungen kdnnen weggewaschen werden;

e Kontrolle auf vollstindigen Umsatz ist moglich;

e Hohe Ausbeuten konnen durch die Wiederholung eines Kupplungsschritts bei
unvollstindigen Umsatz gewéhrleistet werden;

e Loslichkeits- und Aufreinigungsprobleme sind minimiert;

e Durch die Nutzung von Syntheserobotern ist der Prozess automatisierbar.

Auf die breite Palette der einsetzbaren Polymere und Kupplungsreagenzien wird weiter
unten eingegangen.

Glykopeptide sind fiir den Aufbau multivalenter Glykomimetika besonders gut geeignet.
Die Vorteile gegeniiber anderen Architekturen sind vielfdltig:

e Die Einstellung des Abstandes zwischen den Kohlenhydrateinheiten ist auf Grund
ihrer sequenziellen Synthese leicht moglich. Hierdurch kdnnen beispielsweise
Bindungseffekte wie die Aggregatbildung, der Chelateffekt oder die Bindung an
Rezeptor-Nebenstellen nachgewiesen werden;

e Der Einsatz unterschiedlicher Linker zwischen dem Peptidgrundgeriist und dem
Kohlenhydratteil bietet Variationsmoglichkeiten beziiglich konformationeller
Flexibilitat, beziiglich des Abstands zwischen Peptid- und Kohlenhydratteil und
erlaubt Variationen der chemischen Eigenschaften. So kénnen Vororientierungen
des Kohlenhydrats oder Wechselwirkungen des Aglykons mit der Bindungsdoméne
erzielt werden;

e Komplexe Oligosaccharidsynthesen iiber die Kniipfung glykosidischer Bindungen
entfallen. Die ndtigen Glykosylierungreaktionen sind auf die Synthese einfacher

Bausteine beschrinkt;
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e FEine grofe Variationsbreite der Syntheseprodukte ist auf Grund der vielen
unterschiedlichen einsetzbaren Glykoaminosiure-Bausteine gegeben;

e FEine Verstirkung der Bindung zu einem Rezeptor ist auf Grund von
Wechselwirkungen zwischen dem Peptidriickgrat und der umgebenden Oberflédche
der Bindungsdoméine moglich.

Ein entscheidender Schritt bei der chemischen Synthese von Glykopeptiden ist die Zucker-
Dekorierung der Peptidstruktur. Hierfiir sind zwei Synthesewege moglich. Zum einen ist
die Synthese des Zielmolekiils an fester Phase durch den Einsatz von Glykoaminosaure-
Bausteinen moglich, zum anderen kann die nachtrigliche Glykosylierung eines fertigen
Peptids in Losung oder an der festen Phase erfolgen. Durch maBgeschneiderte
Glykopeptide konnen natiirliche komplexe Oligosaccharidstrukturen einfach mimikriert
werden (Abb. 13). Hierfiir werden, z. B. fiir die Komplexierung mit Mannose-spezifischen
Lektinen lediglich die fiir die Erkennung wichtigen terminalen Mannoseeinheiten bei der

Synthese des Mimetikums beriicksichtigt.

terminale
Mannoseeinheiten
Mannose

N\
Q Glykopeptid

L

Peptidriickgrat

Carboxylfunktionalisierte
Mannosederivate
COOH

|
COOH 4
. NH,
Zelloberflache NH,

mannosidische
Glykoaminoséure-

Bausteine Peptidriickgrat mit

freien Aminfunktionen

Cnatirich - ‘mimikriert

Abbildung 13: Schema der Mimikrierung von Oligosaccharidstrukturen mit Glykopeptiden.

Mannosylierte Glykopeptide sind wie weiter oben beschrieben auf zwei Wegen darstellbar.
Nachtriagliches Glykosylieren eines fertigen Peptids ist fiir den Aufbau groBerer
Glykopeptide nicht geeignet, flir die Darstellung von kleineren Glykopeptiden mit
einfachen Saccharidresten ist es jedoch praktikabel. Als problematisch erweist sich vor
allem die schlechte Loslichkeit peptidischer Strukturen in vielen organischen
Losungsmitteln. Damit verbunden sind  unvollstindige Glykosylierung,

Aufreinigungsprobleme und schlechte Ausbeuten.
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Heutzutage wird daher meist der schrittweise Aufbau von Glykopeptiden an fester Phase
unter Einsatz von Glykoaminosdure-Bausteinen als die Methode der Wahl favorisiert.
Hierbei stellt die Bereitstellung der Glykoaminosdure-Bausteine in ausreichender Menge
und Reinheit eher eine groBere Schwierigkeit dar als die eigentliche SPPS. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden beide Synthesewege zur Darstellung von Glykopeptiden probiert und
verglichen. Der schrittweise Aufbau an fester Phase wird im Folgenden als ,,Methode 1*
und die Methode der nachtriglichen Glykosylierung als ,Methode 2“ (Abb. 14)
bezeichnet. Im Zentrum der Synthesen stand Mannose, da Mannose in natiirlichen
Glykopeptiden des hochmannosidischen Typs sehr hiufig vertreten ist und fiir Mannose-
spezifische Erkennung Testsysteme in unserer Arbeitsgruppe etabliert und von Interesse
sind. So wurden die synthetisierten Glykopeptide spéter als multivalente Liganden fiir

Mannose-spezifische Lektine untersucht.

RO

RO OR OR
-0
RO

Methode 1

e D b by

RO OR OR
0 -0
RO .
oﬁﬁ RO O : Polymer
‘ : Aminoséure
X

X
Methode 2 v ) R : Schutzgruppe

Y Y

Abbildung 14: Die beiden unterschiedlichen Synthesewege zur Darstellung von Glykopeptiden.

Im Folgenden wird ndher auf den Aufbau einer Glykoaminosédurebibliothek fiir die
Glykopeptidsynthese nach Methode 1 eingegangen. Dabei werden auch die
Schutzgruppenstrategie, die Vor- und Nachteile verschiedener Spacersysteme und die

verwendeten Aminosduren diskutiert und erldutert.
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4.2 Synthesekonzept fur die Glykoaminosauren

4.2.1 Wahl der Schutzgruppenstrategie

Viele Methoden und Reaktionsbedingungen, die in SPPS normalerweise eingesetzt
werden, sind fiir die Synthese von Glykopeptiden nicht anwendbar. Dies liegt
hauptsidchlich an der Labilitit der O-glykosidischen Bindung. Sie ist zum einen
sdurelabil,™ zum anderen kénnen starke Basen mit O-verkniipften Glykopeptiden p-
Eliminierungen bewirken. Die richtige Auswahl der Schutzgruppen ist daher fiir den Erfolg
der Synthese entscheidend. Fiir die Herstellung von Glykopeptiden hat sich eine
Kombination = von dem  konventionellen = Fmoc-Protokoll ~ (Abb.15) und
Acetylschutzgruppen fiir die Hydroxylfunktionen der Kohlenhydrat-Bausteine als am
besten geeignet erwiesen. ) In allen Reaktionen ist hierbei die a-Aminfunktion mit einer
Fmoc-Gruppe geschiitzt. Die Wahl der Schutzgruppe fiir die a-Carboxylfunktion muss auf
den jeweilig verwendeten Reaktionstyp abgestimmt werden. Die iterative Entfernung der
N*-Fmoc-Schutzgruppe wéhrend der SPPS kann durch milde Basen wie Piperidin und
Morpholin  erreicht werden, ohne dass es zu einer Beeinflussung der
O-Acetylschutzgruppen des Saccharids bzw. zu B-Eliminierungen kommt. Des Weiteren
stabilisieren die Esterschutzgruppen durch ihre elektronenziehenden Eigenschaften die
glykosidische Bindung wihrend der Abspaltung vom Polymer mittels TFA. Die
Abspaltung der O-Acetylschutzgruppen kann abschlieBend in Losung mittels katalytischer
Mengen von Natriummethanolat, Hydrazin oder einer gesittigten Ammoniakldsung in
Methanol erfolgen. Diese Bedingungen beeinflussen bei stindiger Umsatzkontrolle die
Struktur des Glykopeptids nicht. Andererseits ist der Einsatz von O-Acetylschutzgruppen
auch nicht vollig unproblematisch. So kann die abschlieBende De-O-Acetylierung die
Seitenketten von Cystein, Asparagin- und Glutaminsdure beeinflussen. Cysteinhaltige
Peptide konnen durch oxidative Dimerisierung weiterreagieren und so zu einer Vielzahl
von Nebenprodukten fiihren. Die freie Séaurefunktion der Asparaginsdure- und
Glutaminséure-Seitenketten kann bei der Verwendung von Ammoniak fiir die De-O-
Acetylierung reagieren, was die Bildung von Asparagin und Glutamin zur Folge hat.!®**
Des Weiteren kann bei der Peptidkupplung mit acetylgeschiitzten Glykoaminobausteinen
eine Acetylgruppenwanderung zur terminalen Aminofunktion des Peptids auftreten, falls
die Kupplungsreaktion besonders langsam abléduft. Dieses so genannte capping wiirde ein

weiteres Wachsen der Peptidkette verhindern.
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Dennoch {iberwiegen die Vorteile der Verwendung O-acetylierter Zuckerbausteine im

Fmoc-Protokoll so deutlich, dass fiir die Synthese der Glykoaminosduren und

Glykopeptide per SPPS diese Methoden-Kombination gewéhlt wurde.
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Abbildung 15: Darstellung des Fmoc-Protokolls. Nach der selektiven Entschiitzung der terminalen
Aminofunktion erfolgt im néchsten Schritt die Peptidkupplung mit der néchsten Aminoséure.
Anschlieend erfolgt die erneute Abspaltung der terminalen Fmoc-Gruppe, so dass eine erneute
Peptidkupplung folgen kann.

4.2.2 Die Auswahl der Aminosauren

Da der Aufbau der Peptidsequenz durch SPPS iiber die a-Aminofunktion und die o-
Carboxylgruppe einer Aminosdure stattfindet, muss die Zuckerfunktionalitit iiber die
funktionellen Gruppen an Seitenketten der Aminosdure gebunden werden. Weil fiir den
Aufbau einer Glykoaminosdurebibliothek proteinogene Aminosiduren verwendet werden

sollten, stehen damit sieben Aminosduren fiir die Funktionalisierung der Seitenkette mit

Mannose zur Verfiigung (Abb. 16).
0>\ /_< } )v
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Abbildung 16: Ubersicht iiber die verwendeten Aminoséuren fiir eine Mannose-Funktionalisierung
an der Seitenkette.
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Entsprechend der verschiedenen Aminosdureseitenketten konnen unterschiedliche
Verkniipfungsarten fiir die Zuckerfunktionalisierung gewihlt werden. Offensichtlich ist die
O-Glykosylierung der Hydroxylfunktionen in der Seitenkette von Serin, Threonin oder
Tyrosin moglich. Des Weiteren bietet sich eine S-Glykosylierung der Thiolgruppe in der
Seitenkette von Cystein an. Ebenso ist der Einsatz der stark nukleophilen Thiolfunktion in
Substitutionsreaktionen =~ mit  Halogenalkanen = moglich.  Hierbei  kann  die
Halogenabgangsgruppe iiber unterschiedliche Linker an ein Mannosederivat gebunden
sein. Auflerdem sind radikalische Reaktionen, z. B. Addition der Cysteinseitenkette an
Allylgruppen eine Option. Interessant und vielseitig anwendbar ist die Funktionalisierung
der Seitenketten von Lysin, Asparaginsdure und Glutaminsdure iiber Amidbindungen. Fiir
eine entsprechende Reaktion mit Lysin muss dazu eine Sdurefunktion und bei der
Verwendung von Asparaginsdure und Glutaminsdure ein Amin eingesetzt werden.
SchlieBlich bietet Lysin auch die Moglichkeit der reduktiven Aminierung mit einem
Aldehyd-funktionalisierten Zuckerderivat, um ungew6hnliche mannosidische Aminoséure-
Bausteine zu erhalten.

Der Gebrauch von Esterfunktionen zur Verbindung des Aminosdureteils mit einem
Mannose-Derivat ist auf Grund der gewdhlten Schutzgruppenstrategie nicht moglich. Eine

Esterbindung wiirde bei der basischen De-O-Acetylierung ebenfalls gespalten.

4.2.3 Spacer fur die Glykoaminoséauren

Die Glykoaminosdure-Zielmolekiile lassen sich retrosynthetisch in einen Zuckerteil, einen

Aminoséureteil und einen Spacerteil zerlegen (Abb. 17).

RO

OR
RO -Q
RO

Y————

OH o,
HO 2+ Ho———v &
HO

OH
D-Mannose Spacer Aminosaure
X=0,S,N

Y =Br, I, C=C, CHO, COOH, NH,, N;
Z = OH, SH, NH,, COOH

Abbildung 17: Retrosynthetische Aufspaltung der Glykoaminosaure-Bausteine.
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Der Auswahl der eingesetzten Spacer zwischen der Mannose-Einheit und der Aminosaure
kommt bei der Synthese von entsprechenden Glykomimetika eine besondere Bedeutung
zu, da die Spacereigenschaften spiter nachweislich Einfluss auf die Affinitdt zwischen

(65661 abei kommt auch der Flexibilitit

einer Glykoaminoséure und einem Rezeptor haben.
des Spacers Bedeutung zu. Gerade bei multivalenten Rezeptoren muss ein Kompromiss
zwischen der Flexibilitét der an einem Peptidriickgrat gebundenen Zuckerliganden und der
genauen Festlegung ihres Abstandes gefunden werden. Bei zu hoher Flexibilitdt geht eine
multivalente Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung mit einem zu groBen Entropieverlust
einher, was schlechte Bindungskonstanten bewirkt. Doch auch sehr rigide Systeme ergeben
keine guten Bindungskonstanten, da hier eine optimale Ausrichtung der
Kohlenhydratliganden zum Rezeptor nicht zu gewihrleisten ist.”) Die gleiche Problematik
betrifft die Wahl der Abstinde zwischen Kohlenhydratteil und Peptidriickgrat. Zu kurze
Abstinde konnen bewirken, dass die rdumliche Abschirmung durch das Peptid die
Bindung zu einem Rezeptor negativ beeintrachtigt. Zu grof3 gewihlte Abstéinde konnen zu
einer Interaktion des Zuckers mit dem Peptidriickgrat fithren, so dass die Zuckerliganden
fiir eine Komplexierung mit einem Rezeptor ebenfalls nicht optimal zur Verfiigung stehen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Spacer jeweils als eine Kombination aus den
Seitenketten der Aminosduren und der funktionalisierten Kohlenhydratbausteine gewahlt
(Abb. 18). Aus den resultierenden Systemen kann dann ein optimales Spacersystem fiir die
Wechselwirkung eines Glykopeptidmimetikums mit einem bestimmten Lektin erstellt

werden.

RO OR RO OR
RO -Q RO -Q
RO RO
X——1— X—
X=0,SN
Glykoaminosaure-Baustein mit Glykoaminosaure-Baustein aufgebaut
zusétzlicher Spacereinheit aus Zucker- und Aminoséureeinheit

Abbildung 18: Schematische Darstellung der Spacer-Kombinationen.

4.3 Durchgefihrte Synthesen

Die Synthesen der unterschiedlichen Glykoaminosiure-Bausteine sind so gegliedert, dass
jeweils alle Synthesen, die mit einer bestimmten Aminosdure durchgefiihrt wurden, in
einem Abschnitt zusammengefasst sind. Die Aufteilung nach verwendeten Aminosduren

wurde der besseren Ubersicht halber gewihlt, auch wenn damit verschiedene
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Reaktionstypen und Verfahren in einem Kapitel vorkommen. Auf wiederkehrende
Besonderheiten und Details im Zusammenhang mit den einzelnen Reaktionen wird jeweils
eingegangen, wenn der Reaktionstyp das erste Mal erwéhnt wird. Bei den verwendeten
Aminosduren handelt es sich immer um L-Aminoséduren, daher wird die Stereochemie der
Aminosduren im weiteren Text nicht explizit angegeben. Die Bezeichnung der
Aminosduren und ihrer Schutzgruppen erfolgt in der gebrduchlichen Kurzform.
Beispielsweise wird durch die Kurzform Fmoc-Ser(O'Bu)-OBn, von links nach rechts
gelesen, zuerst die Schutzgruppe der a-Aminofunktion, dann die Aminosdure genannt. Es
folgen weitere funktionelle Gruppen und deren Schutzgruppen in Klammern. Fehlt die
Klammer, so liegen die weiteren Funktionalititen frei vor. SchlieBlich folgt die a-

Séurefunktion der Aminosédure mit einer eventuellen Schutzgruppe.

4.3.1 Glykoaminosauren mit L-Serin

In der Natur kommen o-D-mannosidische Verkniipfungen der Hydroxylfunktion von Serin
unter anderem in vielen Hefen hiufig vor.® Die synthetische Darstellung solcher Serin-
Mannoside im Multigrammmafstab kann iiber Glykosylierungsreaktionen unter
Verwendung verschiedener Glykosyldonoren, Promotoren und den Einsatz unterschiedlich

geschiitzter Serinderivate erfolgen (Abb. 19).

OAc
OAc
OAc HO AcO ©
OAc
0 Promot AcO
ACO - + o romotor
AcO FmocHN @)
OR
X 0]
1 2 FmocHN]\f
X = Austrittsgruppe, R = H oder Schutzgruppe 3 OR

Abbildung 19: Allgemeiner Zugang zu mannosylierten Serin-Derivaten durch
Glykosylierung der Seitenketten-OH-Funktion.

Die Glykosyldonoren unterscheiden sich in ihrer Stabilitdt, Reaktivitit und dem
Syntheseaufwand fiir ihre Darstellung. Héufig verwendete Glykosyldonoren und

Promotoren sind in Tabelle 2 aufgelistet.
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Tabelle 2: Géngige Glykosyldonoren und Promotoren fiir die Glykosylierung.

Austrittsgruppe X
Promotoren Vor- und Nachteile
am Glykosyldonor
leicht herstellbar,
BF;-Etherat, SnCly,
OAc moderate Ausbeuten,
TMSOTT
lagerbare Glykosyldonoren
Br AgCOs, AgOTf, Hg(CN), oft instabil, hohe Ausbeuten
Cl AgCOs, AgOTf, Hg(CN), | meist stabiler als Glykosylbromide
milde Reaktionsbedingungen,
OC(NH)CCl; BF;-Etherat, TMSOTTf
hohe Ausbeuten, lagerbar
TfOH-NIS, DMTST, vielseitig verwendbar,
SR (R = Alkyl, Aryl)
IDCP auch als Akzeptor

Nach Aktivierung des Glykosyldonors 4 mit Hilfe eines Promotors und Abspaltung der
Abgangsgruppe, kommt es zur Bildung eines mesomeriestabilisierten Oxocarbeniumions 5
und 6. Bei der Verwendung von Esterschutzgruppen entsteht ein Gleichgewicht zwischen
dem Oxocarbeniumion und einem mesomeriestabilisierten Acyloxonium-Ion 7 und 8, das
im Folgenden mit der freien Hydroxylfunktion des Glykosylakzeptors zum Glykosid 9
oder zum Orthoester 10 reagiert, der anschliefend zum erwiinschten Produkt 9

isomerisieren kann (Abb. 20).
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OAc
OAc
AcO -0
AcO

4 X

Promotor X I R

OAc OAc J\

OAc 0~ ~0®
ACO O _ A0 'O® —— AcO e+ ACO -0
AcO AcO AcO AcO
8
|
OAc
OAc

OAc
AcO -Q O
AcO -
Isomerisation ACO
9 OR AcO
10
Glykosid Orthoester

Abbildung 20: Mechanismus der Glykosidierung am Beispiel von Mannose. X = Austrittsgruppe (vgl.
Tabelle 2).

Als Startmaterialen fiir die SPPS sollten die bendtigten Glykoaminosdure-Derivate auf
moglichst einfachem Weg erhalten werden. Getestet wurden zum einem die Koenigs-
Knorr-,'%? zum anderen die Trichloracetimidat-Methode!””’ und auch Mannosepentaacetat
wurde mit verschiedenen Promotoren als Glykosyldonor validiert. Die Aminosdure wurde
in diesen Reaktionen komplett geschiitzt eingesetzt, da so die sdulenchromatographische
Aufreinigung des Produktes leichter ist und aulerdem hohere Ausbeuten erwartet werden
konnen als im ungeschiitzten Fall. Kommerziell verfiigbares Fmoc-Ser-OH (11) wurde

daher zuerst zum Benzylester (Fmoc-Ser-OBn) (12) funktionalisiert (Abb. 21).""

HO

HO KHCO3, BnBr, TBAI,
DMSO, RT
0 o)
FmocHN 63% FmocHN

11 OH 12 OBn

Abbildung 21: Benzylschiitzung des Fmoc-Serins.

Der Ester (12) wurde dann mit Acetobrommannose (13), welches wiederum selbst leicht in
zwei Stufen aus D-Mannose (14) herstellbar ist,l’? in einer Koenigs-Knorr-Reaktion unter
Zusatz von Silbertriflat zur Glykoaminosédure (15) in guter Ausbeute umgesetzt (Abb. 22).
Obwohl die Zielverbindung 15 auf diesem Weg gut erhalten wurde, ist dieser Zugang mit
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Nachteilen verbunden. Dies liegt sowohl an der hohen Instabilitdit und
Lichtempfindlichkeit von 13 als auch der schwierigen Handhabung von Silbertriflat ohne
Glovebox. Deshalb wurden auch alternative Ansdtze fiir die Synthese von 15 ausprobiert,
zum einen die Trichloracetimidatmethode, zum anderen die Verwendung von
Mannosepentaacetat (16) als Glykosyldonor. Das Trichloracetimidat 17 wurde nach
literaturbekannten Methoden in zwei Schritten ausgehend vom Pentaacetat 16 mit 76%

Ausbeute erhalten (Abb. 23).

OH OAc OAc
. OAc . , OA
OH Ac,0, Pyridin _0 HBr, Eisessig ,OC
HO -0 AcO AcO
HO quant. AcO quant. AcO
14 OH 16 OAc 13 Br
12, AgOTHf,
0°C~RT, | 61%
CH,CI,
OAc
OAc
AcO -Q
AcO
(0]
FmocHN)\[(OBn
15 ©

Abbildung 22: Darstellung des vollgeschiitzten Mannosylserins (15) nach der Koenigs-Knorr-Methode.

Die Umsetzung des Mannosyltrichloracetimidat 17 mit dem Serinderivat (12) lieferte die
erwartete hohe Ausbeute an 15, aber auch bei der Verwendung des weniger reaktiven und
leichter zugdnglichen Glykosyldonors 16 war die Synthese mit 66% Ausbeute erfolgreich
(Abb. 23).
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OAc
OAc I OAc DBU, CI.CCN OAc
OAc Ethylendiamin, OAC it _0
_o  Eisessig, "o GHCl, 0°C, AcO
AcO THE. RT AcO 15 min AcO
AcO — > AcO -
76% Uber O.__CCly
16 OAc 18 OH beide Schritte 17 \ﬂ/
NH
12, TMSOTHf, 0
0°C—RT 80%
CH,CI,
OAc
OAc
OAc AcO -0
OAc 12, BF3*Et,0, AcO
AcO -Q 0°C—RT, CH,Cl,
AcO O
66%
16 OAc OBn
FmocHN

15 ©

Abbildung 23: Synthese des Trichloracetimidat (17) in zwei Schritten ausgehend vom Pentaacetat 16.
und die Darstellung von 15 aus dem Trichloracetimidat 17 und dem Pentaacetat 16.

Die Bildung von Glykosylorthoestern im Verlauf der Glykosylierungsreaktionen konnte
durch die langen Reaktionszeiten verhindert werden. Um den Glykoaminosiure-Baustein
15 in der SPPS verwenden zu konnen, musste in einem weiteren Schritt die selektive
Entschiitzung der Benzylgruppe erfolgen. Allerdings erwies sich die hydrogenolytische
Esterspaltung, die in vielen Literaturbeispielen erfolgreich zur Entschiitzung verwendet

73761 als problematisch. Bei einer Testreaktion im 100 mg-Mafstab konnte eine

wurde,[
vollstindige Entschiitzung von 15 innerhalb von zwei Stunden erzielt werden, im
GrammmafRstab konnte jedoch kaum noch ausreichend Produkt isoliert werden, die
Ausbeute lag stets unter 30%. Dieses Problem konnte durch eine Verlangerung der
Reaktionszeit nicht behoben werden, da spitestens nach vier Stunden eine Abspaltung der
Fmoc-Schutzgruppe zu beobachten war (Abb. 24). Auch eine Zugabe von Essigsdure
fiihrte zu keiner Verbesserung. Die Labilitdit der Fmoc-Gruppe unter den gewdéhlten
Bedingungen ist literaturbekannt,”” doch stellte die hydrogenolytische Esterspaltung in
den oben zitierten Arbeiten kein Problem dar und ermdglichte dort Ausbeuten zwischen
70% und 98% im GrammmalBstab. Die Probleme, die hier bei der Umsetzung von 15 zu 19
auftraten, wurden allerdings von BRIMBLE et al. geteilt, die bei der Synthese von
Glukoaminosdure-Bausteinen mit den gleichen Aminosédureschutzgruppen ebenfalls zu

keinem positiven Ergebnis gelangten.!”™
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OAc
OAc
AcO -Q
AcO
100 mg-MaRstab, O
OAc H, Pd/C, EE, 2h
OAc ' OH
e, FmocHN
AcO 98% e}
AcO 19
(@]
OBn OAc OAc
FmocHN OAc OAc
15 o) AcO -Q Aco -Q
AcO AcO
(0] + (0]
Anséatze > 300mg OH OH
H,, Pd/C, EE, 4h FmocHNj\,( H,N
< 30% 19 © 20 ©
OAc
OAc
AcO -Q
AcO
+ o)
21 HOBn
H,N

O

Abbildung 24: Versuche zur hydrogenolytische Entschiitzung des Benzoyl-geschiitzten
Mannose-Derivats 15 zum Glykoaminosdure-Baustein 19.

Fiir die erfolgreiche Synthese auch groBerer Mengen des Glykoaminosdure-Bausteins 19
wurde auf Literaturbeispiele zuriickgegriffen, in denen der Einsatz von Sduren mit
ungeschiitzter Carboxylfunktion in Glykosylierungsreaktionen erfolgreich getestet
wurde.”*") Dabei wurden die zunichst gebildeten anomeren Ester (wie 19, Abb. 25) stets

zum gewliinschten Produkt 18 umgelagert.

OAcC OA%)Ac
OAc OAc ACO o)
QAC AcO O AcO
-0 11 AcO
AcO o
AcO O O H
X 1 OH
4 FmocHN OH FmocHN I
22 19

Abbildung 25: Bildung und anschlieBende Umlagerung zum gewiinschten Produkt 19
der moglichen Ester 22 am Beispiel von Fmoc-Serin. X = Austrittsgruppe (vgl Tabelle 2).
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Diese Synthese war durch ldngere Reaktionszeiten, die Verwendung von BF;-Etherat im
deutlichen Uberschuss und durch den Verzicht auf den Zusatz von Molekularsieb, der die
Umlagerung in allen Fillen verhinderte, erfolgreich. Allerdings wurden die Reaktionen
bislang nur im Milligramm-Ma@Bstab mit anschlieBender HPLC-Reinigung durchgefiihrt.
Fiir ein Upscaling wurden fiir diesen Syntheseweg geringere Ausbeuten und vor allem
Probleme bei der Aufreinigung erwartet, da sich eine HPLC-Aufreinigung mit groflen
Ansitzen nicht anbietet. Im Rahmen dieser Arbeit wurden fiir die Synthese von 18 daher
unterschiedliche Glykosyldonoren, Katalysatoren und Losungsmittel fiir die Optimierung
der Synthesen getestet. Im Gegensatz zu den Beobachtungen von J. KIHLBERG"®" konnten
durch die Verwendung von Acetonitril statt Dichlormethan in der Reaktion 16 und 17 zu
19 keine besseren Ausbeuten erzielt werden. Auch die in der Literatur beschriebenen
Loslichkeitsprobleme mit Fmoc-geschiitzten Aminoséuren in Dichlormethan konnten hier
nicht beobachtet werden, spitestens nach der Zugabe des Promotors wurde in allen
Reaktionen aus Abbildung 26 eine klare Losung erhalten. Allerdings konnte bei der
Umsetzung von 16 mit Fmoc-Serin, genau wie in der Literatur beschrieben, lediglich ein
geringer Ausbeutenunterschied festgestellt werden (Abb. 26), je nachdem ob BF;*Et,0
oder SnCly fiir die Aktivierung des Pentaacetats 16 verwendet wurde. Die Umsetzung von
17 mit 11 zu 19 mit TMSOTT als Promotor verlief unproblematisch und lieferte das

gewiinschte Produkt in moderaten Ausbeuten (Abb. 26).

OAc
OAc
AcO Q
AcO
17 O\H/CC'3 11, TMSOTH,
NH OOC_’RT, CH2C|2
47%
OAc OAcC
OAc 11, BRF3*Et,0, OAc
AcO -Q 0°C—~RT, CH,Cl, AcO -
AcO 38% AcO
16 OAc @)
OH
11, SnCly, FmocHN)ﬁ(
RT, CH,Cl, 19 o)
OAc
OAc 32%
AcO -Q
AcO
16 OAc

Abbildung 26: Glykosylierungsreaktionen zu 19 mit unterschiedlichen Systemen.
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Die sdulenchromatographische Aufreinigung des Produktes 19 an Kieselgel konnte durch
den Einsatz von saurem und groberem (0.063-0.2 mm) Kieselgel anstelle des sonst fiir
Glykosylierungsprodukte iiblichen neutralen Kieselgels gelost werden. Die Verwendung
von Methanol als Laufmittel ist dabei nicht moglich, da dann ein GroBteil des Produktes
auf der Saule zum Methylester weiterreagiert. Dagegen wurde mit Ethanol als Eluent keine
Veresterung beobachtet. Unter Beriicksichtigung dieser Aspekte war die Aufreinigung aller
Glykoaminosdure-Bausteine mit freien Carboxylfunktionen an Kieselgel moglich.

Der Vergleich aller durchgefiihrten Versuche im Hinblick auf Gesamtausbeute und
Darstellungszeit zeigt, dass beim Umsatz von 16 mit 11 mit der BFs-Etherat katalysierten
Variante die besten Ergebnisse bei der Synthese von 19 erzielt werden konnten (Tab. 3).
Nach diesen Optimierungsarbeiten stand der erste Glykoaminosdure-Baustein fiir die SPPS

nach zweistufiger Synthese im GrammmaBstab zur Verfiigung.

Tabelle 3: Vergleich der Ausbeuten und der Darstellungszeit bei der Reaktion von 19.

Ausbeute ausgehend '
Methode Ausbeute Darstellungszeit
von D-Mannose

17, TMSOTf 47% 36% ca. 6 Tage

16, BF5*EtO, 38% 38% 3-4 Tage

16, SnCl,4 32% 32% 3-4 Tage
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4.3.1.1 Beobachtete Nebenprodukte bei der Glykosylierung von Fmoc
Aminosauren
Bei allen Glykosylierungsreaktionen mit Fmoc-Aminosduren konnten stets dieselben

Nebenprodukte isoliert bzw. detektiert werden. Fiir die Aminoséure-Benzylester wird dies

hier am Beispiel von Fmoc-Serin-OBn erldutert (Abb. 27).

H
OAc
oA o OACO QA COOBn
-0 _
AcO -X_ AcO Q ACO/&/ NHFmoc
AcO AcO AcO
4 X 6
J'H+ NHFmoc
OAc
ﬁ OACA O\)\COOBH
-0 (@]
AcO
AcO @ Aco/w
6 OAC AcO
OH / /\rcoosn
AcO -Q NHFmoc
AcO NHFmoc 12
coosn O
COOBnN
(@)
24 NHFmoc
OAc
AcO
AcO
AcO
AcO NHFmoc
COOBn

Abbildung 27: Postulierter Mechanismus fiir die Nebenproduktbildung bei der Umsetzung von
Glykosyldonor 4 mit 12 nach VEGAD et al.””®

Das im Verlauf einer Glykosylierungsreaktion entstandene intermedidre Acyloxonium-lon
7 kann mit dem Alkohol 12 zur Bildung des Orthoester 23 fiihren, der mit einem weiteren
Aminosduremolekiil zu Fmoc-Ser(OAc)-OBn (24) als einem ersten Nebenprodukt fiihrt. In
diesem Schritt entsteht auch das Glykosid 25, das eine ungeschiitzte Hydroxylfunktion an
2-Position trigt. Diese kann im Folgenden mit dem Glykosyldonor 4 zu einem Disaccharid
(26) reagieren.®!! Beide Nebenprodukte, 24 und 26, wurden massenspektrometrisch
nachgewiesen. Die Menge von 24 wurde nicht bestimmt, im Fall des Disaccharids 26 lag

die Ausbeute stets unter 1%, und damit deutlich unter den in der Literatur angegebenen
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Mengen (z. B. 17%).7%) Bei der Verwendung anderer Aminosduren mit ungeschiitzter
Séurefunktion wurden die analogen Nebenprodukte detektiert.

Bei der Glykosylierung der Aminosiure-Bausteine Fmoc-Ser-OH, Fmoc-Thr-OH und
Fmoc-Cys-OH wies die MALDI-ToF-MS-Analyse der Produktgemische jeweils auf die
Bildung eines unbekannten Nebenproduktes hin. Ein Vergleich der zugehdrigen
Massenpeaks (Abb. 28) zeigte, dass die Massendifferenzen in allen drei Féllen auf die
Natur der verwendeten Aminosdure zuriickzufilhren waren, was darauf hinwies, dass es
sich jeweils um analoge Nebenprodukte handelte. Zudem wurden entsprechende MS-Peaks
nicht gefunden, wenn carboxylgeschiitzte Aminosduren eingesetzt wurden. Zu diesen
Befunden passt die Bildung der Glykosylaminosdureester 27-29 (Abb. 29), die sich nach
Glykosylierung der  Aminoseitenkette  durch  Veresterung der  Aminosdure-
Carboxylfunktion mit dem 1-OH-freien Zuckerderivat bilden kdnnen. Dabei entsteht der
reduzierende Zucker womdglich intermedidr durch Hydrolyse des eingesetzten

Glykosyldonors.

Serin Threonin Cystein
: T 1026.62

1042.60

Bl . Mo O_

| <— ™MD 14 | MD 2 —> |
| MD16 ———> |

MD = Massendifferenz

Abbildung 28: MALDI-TOF-MS-Spektren der Umsetzung der entsprecheden Fmoc-Aminoséuren
mit 15 und 17, deren Analyse zu den Strukturen der Nebenprodukte fiihrte.
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Abbildung 29: Strukturvorschlége fiir die drei gefundenen Nebenprodukte 27-29.

Eine Verifizierung dieses Vorschlags per NMR-Analyse war allerdings nicht moglich, da
die Ausbeute stets unter 1% lag, wodurch keine genaue Ausbeutenbestimmung moglich

war.

4.3.2 Glykoaminosauren mit L-Threonin

Die O-Mannosylierung von Threonin ist genau wie die des Serins eine typische
Proteinmodifikation in Hefen.® Sie konnte aber auch in Pilzen,[83] in Rattenhirnen und in
geringer Anzahl auch in Glykopeptiden des Gehirns, der Nerven und der Muskulatur von
Saugern nachgewiesen werden.[**®"]

Die Synthesen mit Fmoc-Threonin (30) wurden analog zu den Synthesen von Fmoc-Serin
durchgefiihrt. Trotz der negativen Erfahrung mit der hydrogenolytischen Entschiitzung von
15 wurden das geschiitzte und das ungeschiitzte Threonin-Derivat umgesetzt, um einen

Ausbeutenvergleich zu erhalten. Daher wurde zunichst der Benzylesters 31 des Threonins

hergestellt (Abb. 30).

HO.., KHCOs, BnBr, TBAI, HO..,
DMSO, RT o
FmocHN 54% FmocHN
30 OH 31 OBn

Abbildung 30: Darstellung des Fmoc-Thr-OBn 31.

Auf Grund der positiven Ergebnisse von Mannosepentaacetat als Glykosyldonor und BF3-
Etherat als Promotor fiir die Synthese der Serin-Derivate wurde in den Reaktionen mit
Fmoc-Thr-OBn auf diese Methode zuriickgegriffen, die freie Sdure wurde dagegen nach

der Trichloracetimidatmethode umgesetzt.
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OAc
OAc
OAcC 31, BF3*Et,0, ACO -Q
OAC  0°C—RT, CH,Cl, AcO
ACO _ 72% 0
AcO 0 >
16 OAc FmocHN OBn

32 O

OAc

30, TMSOTS ey
OAc ; ; -
OAc _0°C—RT, CHyCl, A

AcO O 30%

AcO O,
17 O\H/CCI3 FmocHN OH

NH 33 )

Abbildung 31: Darstellung der Glykoaminosdurebausteine mit Threonin.

Die Synthese des benzylgeschiitzten Produkts (32) ausgehend von 31 verlief in guten
Ausbeuten, die mit den Ergebnissen der Synthese von 15 vergleichbar sind. Die
hydrogenolytische Entschiitzung brachte auch hier nicht den gewiinschten Erfolg. Die
Umsetzung mit der freien Séure 30 verlief allerdings problemlos und ergab das gewiinschte
Produkt 33 in moderater Ausbeute und damit den zweiten Baustein der projektierten

Glykoaminoséiure-Bibliothek.

4.3.3 Glykoaminosauren mit L-Tyrosin

Die O-glykosidische Modifikation an Tyrosin ist in der Natur eher selten, konnte aber in

86,87]

Form von Tyr(B-D-Glc) als Tyrosinspeicher! in verschiedenen Insektenarten

nachgewiesen werden. Auch die Antibiotika Vancomycin und Teicoplanin enthalten B-
Glukoside und -Mannoside, die O-glykosidisch an Tyrosin gebunden sind.*®!

Auf Grund ihrer Fahigkeit n-n-Wechselwirkungen mit anderen aromatischen Systemen
und 7n-H-Interaktionen ausbilden zu konnen, stellen glykosylierte Tyrosinderivate
interessante Bausteine dar. Im Arbeitskreis LINDHORST konnte an mehreren Beispielen
gezeigt werden, dass bei der Verwendung eines aromatischen Aglykons die inhibitorische
Potenz der synthetisierten Glykokonjugate in ELISA mit dem bakteriellen Lektin FimH
um zwei Zehnerpotenzen gegeniiber den aliphatischen Derivaten ansteigt.*”) Dieser Effekt

beruht auf der Interaktion von zwei aromatischen Tyrosineinheiten am Eingangsbereich

der CRD des Lektins mit dem Aglykon des Glykosids. Aus der Kristallstruktur des FimH
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ist bekannt, dass diese Tyrosin-Seitenketten eine tordhnliche Anordnung am Eingang der
Bindungstasche ausbilden und mit geeigneten Liganden durch diese zusitzlichen m-mt-
Interaktionen die Wechselwirkung verstirken.!*>*"!

Da die Synthesen mit Tyrosin zeitgleich zu den Synthesen mit Serin durchgefiihrt wurden,
erfolgte zuerst eine Benzylschiitzung der Sdurefunktion. Dabei wurde als Edukt
kommerziell erhiltliches Fmoc-Tyr(O'Bu)-OH (34) verwendet, da dieses viel preiswerter

als Fmoc-Tyr-OH (35) ist. Der Ester 36 wurde dann ausgehend von 34 in zwei
Reaktionsschritten erfolgreich hergestellt (Abb. 32).

X X o

KHCOg3, TBAI, BnBr,

DMSO, RT TFA, CH,Cl,, RT
OH 68% OBn quant. OBn
(@] (@] (@]
NHFmoc NHFmoc NHFmoc
34 37 36

Abbildung 32: Darstellung von Fmoc-Tyr-OBn (36) in zwei Schritten.

Anschlieffend konnte der Ester 36 in einer Glykosylierungsreaktion mit 16 umgesetzt
werden. Der erste Versuch erzielte jedoch nicht das gewiinschte Resultat, es konnten
lediglich 36% des Mannosyltyrosins 38 erhalten werden. Durch den Einsatz des
reaktiveren Trichloracetimidats 17 konnte die Ausbeute erheblich gesteigert und 38 in

guten 74% isoliert werden (Abb. 33).

OAc
OAc
AcO -Q
AcO 36, BF3*Et,0,
16 OAC 0°C— RT, CH2C|2 OACOAC
36%
° AcO -Q
AcO
(@)
36, TMSOT(,
OAc 0°C— RT, 38
OAcC CH,CI
AcO -Q 74% OBn
AcO FmocHN
(@]
o _Ccl
S0
NH

Abbildung 33: Glykosylierungsreaktionen zur Darstellung von 38.
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Erstaunlicherweise gelang mit dem Tyrosin-Derivat 38 die hydrogenolytische
Entschiitzung der Esterfunktion zumindest teilweise. Nach vierstiindigem Riihren unter
Wasserstoffatmosphire konnten 50% der freien Sdure 39 isoliert werden, die andere Hélfte
des Ansatzes wurde als Edukt (38) zuriickgewonnen. Eine Abspaltung der Fmoc-Gruppe
wurde dabei nicht festgestellt. Allerdings wurde auf Grund der Erfahrungen in der Serin-
und Threonin-Reihe (vide supra) auch mit Tyrosin eine Umsetzung mit der ungeschiitzten
Sdurefunktion angestrebt. Der erste Glykosylierungsversuch von 35 mit dem
Mannosyldonor 16 und BF;-Etherat-Katalyse erzielte jedoch nur unbefriedigende 20%
Ausbeute. Die Verwendung von SnCl, als Promotor dagegen lieferte das Mannosid 39 in

einer Ausbeute von 62% (Abb. 34).

OAc
OAc
AcO -Q
-0 35, SnCly, o
Ao S RT, CH,Cl,
16 OAc 62% 39
FmocHN OH
(@]

Abbildung 34: Darstellung des Mannosids 39 mit Fmoc-Tyr-OH (35) und SnCl,.

Im Vergleich zu den Ergebnissen bei der Glykosylierung der aliphatischen
Hydroxylfunktionen von Serin und Threonin sind die erzielten Ausbeuten mit Tyrosin
erstaunlich hoch. Die geringere Nukleophilie der phenolischen OH-Gruppe hitte eine
geringere Ausbeute erwarten lassen. Eine Erklarung fiir die unerwartet hohen Ausbeuten
konnte in der einfacheren sidulenchromatographischen Aufreinigung der Tyrosinderivate
im Vergleich zu den Serin- und Threonin-Derivaten liegen. Mit der Herstellung von 36
konnte ein weiterer interessanter Glykoaminosdure-Baustein in guten Ausbeuten

erfolgreich dargestellt werden.

4.3.4 Synthesen mit L-Cystein

S-Glykoside sind in der Natur &uBerst selten. Durch den Ersatz des anomeren
Sauerstoffatoms durch ein Schwefelatom konnen Glykokonjugate erhalten werden, die von
den meisten biologischen Systemen toleriert werden, aber gegen enzymatischen Abbau
bestindig sind und eine hohere Stabilitét gegeniiber Sduren und Basen aufweisen als O-

Glykoside.”*™) Die Thioderivate unterscheiden sich in ihrem konformellen Verhalten
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kaum von ihren natiirlichen Vorbildern. In vergleichenden Studien konnte gezeigt werden,
dass S-Glykoside sogar etwas flexibler als ihre O-Analoga sind und daher fiir
Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen sogar die giinstigeren Derivate sein konnen.”*°!
Auf Grund dieser Eigenschaften nehmen Thioglykoside eine bedeutende Rolle im Bereich
der Glykomimetika und der artifiziellen Vakzine ein.’”**) Auch fir die SPPS von
Thioglykopeptiden sind es interessante Glykoamino-Bausteine.

Nach den guten Erfahrungen mit der Glykosylierung von Aminosduren mit freier
Carboxylfunktion sollte diese Variante auch fiir die Funktionalisierung von Cystein
angewandt werden. Gerade durch die stirkere Nukleophilie des Schwefelatoms im
Vergleich zum Sauerstoffatom wurden gute Ausbeuten erwartet. Ausgehend von
kommerziell erhiltlichem Fmoc-Cys(Trt)-OH (40) wurde zundchst die Thiolfunktion der
Aminosdure mit Hilfe von TFA freigesetzt. Das erhaltene Produkt Fmoc-Cys-OH (41)

wurde dann in mehreren Glykosylierungsreaktionen mit den Glykosyldonoren 16 und 17

umgesetzt (Abb. 35).

OAcC
OAc

-0
AcO
AcO 41, TMSOTHT,

OOC_’RT, CH2C|2 OAC

o.__Ccl
NH AcO -
AcO + Verunreinigungen
S

OAcOA 41, BF3*Et,0, oH
C 0°C—RT,CH,Cl,
AcO -0 / FmocHN I
42
16  OAc

Abbildung 35: Glykosylierungsreaktionen mit dem Cystein-Derivat 41 und den Glykosyldonoren 16 und 17

Allerdings konnte das gewiinschte Produkt in keinem Fall sauber isoliert und nur per
MALDI-TOF-MS-Analyse detektiert werden. Auch nach mehrfacher
sdulenchromatographischer Aufreinigung wurden stets noch Verunreinigungen per DC und
in NMR-Spektren ausgemacht.

Daher wurde im Folgenden ein Cystein-Derivat mit geschiitzter Carboxylgruppe fiir die
Glykosylierungen verwendet. Im Fall des Fmoc-Cys(Trt)-OH (40) konnten weder basen-
noch sdurelabile Esterschutzgruppen auf Grund der vorhandenen Fmoc- und
Tritylschutzgruppen eingesetzt werden, die dann nicht mehr orthogonal abspaltbar wéren.

Bedingt durch die schlechten Erfahrungen mit Benzylestern wurde nun auf eine
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Allylschutzgruppe fiir die Carboxylgruppe zuriickgegriffen. Die schon seit den 1950er

100]

Jahren bekannte Allylschutzgruppe'® ist in der Organischen Chemie erst durch die

Entwicklung einer milden Ubergangsmetall-katalysierten Abspaltungsmethode gut

U1 Hierbei bildet das Olefin mit einem Pd(0)-Katalysator ein n’-nt-

etabliert.
Allylintermediat 43, das die Allylgruppe auf einen nukleophilen Fanger (Morpholin, p-

Toluolsulfinsdure-Natrium-Salz) iibertragt (Abb. 36).

©)
e L L IVL A R NS
// /Pd\ - 7~ ~ - ~ L
L L
44 45 43
+RCOO@

-PdL, -L| RoNH

R OH
\n/ + RZN/\/
0]
46 47

Abbildung 36: Mechanismus der Allylentschiitzung mit Pd(0).

Der allylgeschiitzte Glykosylakzeptor 48 wurde gemidBl einer Vorschrift von H. M.

BRANDERHORST et al. in zwei Schritten ausgehend vom Cysteinderivat 40 erhalten.!'%

sTrt  KoCOg TBAI, STrt
DMF, RT, 10 min.,
OH dann ~~Br 16 h /o)
FmocHN FmocHN ~xx
o 89% o
TFA, TES,
40 49 CH,CI, RT, 3h
60%
SH
O~
FmocHN X
(@]

48
Abbildung 37: Darstellung des allylgeschiitzten Fmoc-Cys-OAllyl (48) in zwei Schritten.

Das freie Thiol 48 wurde im nédchsten Schritt mit den Glykosyldonoren 16 und 17 unter

Verwendung verschiedener Lewis-Sduren zum Mannosid umgesetzt.
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OAc
OAc
AcO -Q
ACO 48, TMSOTT,
. o\n/cas 0°C—RT, CH,Cl,
98% OAc
NH ° OAcC
OAC AcO -0
OAc 48, BF3*Et,0, AcO
AcO -Q 0°C—>RT, CH,Cl, .
AcO 48%
16 OAc o)
FmocHN X
48, SnCly, 50 o)
OAC RT, CH,Cl,
OAc .
AcO -Q 69%
AcO
16 OAc

Abbildung 38: Darstellung des Glykoaminosiure-Bausteins 50 ausgehend von 16 und 17.

Die exzellente Ausbeute von 98% in der Umsetzung von 48 mit dem Trichloracetimidat 17
stellt ein hervorragendes Resultat dar. Die Umsetzungen von 48 mit dem Pentaacetat 16
verliefen ebenfalls in befriedigenden Ausbeuten und bestitigten die Ergebnisse von J. P.
KAMERLING!' ! und J. KiHLBERG™, die bei der Verwendung von SnCly stets signifikant
bessere Ausbeuten erzielten als mit BFs-Etherat. Ein Vergleich der erzielten
Gesamtausbeuten zeigt erneut, dass, trotz der hervorragenden Ausbeuten in der
Trichloracetimidatmethode, die Glykosylierung von Cystein-Derivaten mit dem
Pentaacetat und SnCly als Promotor auf Grund des geringen Zeitaufwandes und des
deutlich unempfindlicheren Eduktes die bequemere Methode fiir die Synthese von

Glykoaminosduren darstellt (Tab. 4).

Tabelle 4: Vergleich der Ausbeuten und der Darstellungszeit bei der Synthese von 50.

Gesamtausbeute
_ Ausbeute an _
Reagenzien - ausgehend von D- | Darstellungszeit
Mannose
17, TMSOTf 98% 74% ca. 6 Tage
16, BF;*EtO, 48% 48% 3-4 Tage
16, SnCl4 69% 69% 3-4 Tage
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AbschlieBend erfolgte die Entschiitzung des Allylesters nach einer adaptierten Vorschrift
von [. NAGAKURA mit Pd(PPhs)s und p-Toluolsulfinsdure-Natrium-Salz zum
Glykoaminosdure-Baustein (42) (Abb. 39).' Damit wurde der Thioglykoaminoséure-

Baustein 42 in guter Ausbeute synthetisiert und in ausreichender Menge fiir die SPPS

bereitgestellt.
OAc OAc
OAc OAc
-0 -0
A S Pd(PPhg),, TolSONa, A0
THF/MeOH, RT, 3 h
S 87% S
O OH
FmocHN)ﬁ( X FmocHN)\[(
@] @]
50 42

Abbildung 39: Pd-katalysierte Entschiitzung des Allylesters (50).

Die Thiolfunktion in Cystein erlaubt noch andere interessante Umsetzungen. In Frage
kommen die radikalische Addition von freien Thiolen an Doppelbindungen und eine
Williamson-analoge Substitutionsreaktionen. In der Kohlenhydratchemie werden
Radikalreaktionen wegen ihrer milden Bedingungen und ihrer hohen Toleranz gegeniiber
vielen funktionellen Gruppen und Schutzgruppen hiufig verwendet. M. DUBBER!' ! und C.
106]

D. HEIDECKE!
Hydrochlorid/UV-Licht und Mercaptoethanol/AIBN an allylische Glykoside sehr gute

erzielten in radikalischen Additionsreaktion mit Cysteamin-

Ergebnisse. Daher wurde im Folgenden die Umsetzung des Cystein-Derivats 41 mit dem

literaturbekannten Allylmannosid!'®” 51 versucht (Abb. 40).

OH OH
OH 41, MeOH, DMF, og
HO -0 RT, 254nm,2h HO -
HO._ _O
HO HO v\/[
0 S
51 OV\ 52 ~ N NHFmoc

Abbildung 40: Versuch zur Darstellung von 52 mittels radikalischer Addition an 51.

In einer ersten Umsetzung von 51 mit 41 in einer Quarzglaskiivette in Methanol und mit
UV-Licht als Radikalstarter konnte kein Produkt nachgewiesen werden, da sich die
Aminosédure in der geringen Methanolmenge kaum l6ste. Nach Zugabe einiger Tropfen
DMF und erneuter Belichtung konnte das gewiinschte Produkt zwar

massenspektrometrisch nachgewiesen werden, doch auch nach mehrfacher Aufreinigung



52 4 Mannosidische Glykoaminosiduren

an Kieselgel und Sephadex LH-20 konnte 52 nicht in reiner Form isoliert werden.
AuBerdem konnten nur moderate Ausbeuten erzielt werden, da selbst das unsaubere
Produkt in maximal 47%iger Ausbeute vorlag. Weitere Versuche mit O-acetylgeschiitztem
Allylmannosid zeigten gar keinen Umsatz, der Einsatz von AIBN als Radikalstarter
produzierte nur minimale Umsétze. In der Literatur beschriebene erfolgreiche Versuche
zur radikalischen Addition von Thiolen verwendeten immer groBe Uberschiisse des
Thiols."**!%! Der Einsatz des Fmoc-Cys-OH im Uberschuss war aus Skonomischen
Griinden und auf Grund der geringen Loslichkeit nicht sinnvoll. Daher erfolgte keine
weitere Optimierung dieser Umsetzung.

Die Verwendung von Thiolen in Williamson-analogen Thioethersynthesen ist bedingt
durch die hohe Nukleophilie des Schwefels eine gingige Methode."*'*Auf Grund der
basischen Reaktionsbedingungen ist O-Deactylierung eine mdgliche Nebenreaktion, sodass
zunichst mehrere Testreaktionen durchgefithrt wurden, um das optimale Verhiltnis von
Thiol zu Base zu ermitteln. Fiir Testansdtze dienten das aus dem Pentaacetat 16
hergestellte literaturbekannte Bromethylmannosid!'®*!''” 53 und Benzylmercaptan (54).

Die Ergebnisse der Tests sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

OAc
OAc B BnSH OAc
OAC ase, Bn -0
AcO
AcO -Q DMF, RT AcO
AcO o
~
O\/\ S
53 Br 54 /\©
Abbildung 41: Testreaktion zur Darstellung von Thioethern.
Tabelle 5: Vergleich der Basen und Aquivalenten in der Sy-Reaktion.
DBU DBU DBU | DIPEA | DIPEA | NaH TEA
Aq. 2 1 0.5 2 1 1 1

Ausbeute 54 | 0% <10% | <10% | 66% 50% 84% 50%

Entschiitzung | komplett | komplett | teilweise | nein nein Nein | Nein
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Die Testreaktionen zeigten, dass eine Verwendung von DBU nicht moglich war, aber die
Umsetzung mit allen anderen Basen erfolgreich gelang. Ermutigt durch die Ergebnisse
wurde im Folgenden Fmoc-Cys-OH (41) mit dem Iodethylmannosid 55 umgesetzt. Das
Iodid 55 wurde vorher quantitativ mittels einer Finkelsteinreaktion aus dem Bromid 53

[111

gewonnen.!"'"? Nach abschlieBender Reinigung an Sephadex-LH20 konnte 56 in guter

Ausbeute erhalten werden (Abb. 42).

OAc
OAc NaH. 41 OAc
OAc ard, 41, o)
AcO
AcO -O M, AcO
AcO 81% o NHF
1, moc

55 | 56 COOH

Abbildung 42: Darstellung des Thioesters 56 mittels NaH.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Darstellung von zwei unterschiedlichen
Glykoaminosdure-Bausteinen, 42 und 56, mit Fmoc-Cystein moglich war. Die Umsetzung
mittels einer radikalischen Additionsreaktion der Cysteinthiolgruppe an Alkenen war

dagegen nicht realisierbar.

4.3.5 Synthesen mit L-Lysin

Lysin-Derivate sind auf Grund ihrer e-Aminogruppen und ihrer flexiblen Seitenkette
interessante Bausteine fiir den Aufbau von dendritischen Strukturen und synthetischen
Glykopeptiden. So gelang beispielsweise J. C. ROBBINS et al. 1981 die Darstellung eines
vierfach mannosylierten Glykopeptidbausteins iiber die &-Aminogruppen von Lysin.!''!
Bei der Darstellung eines Hexaglykopeptids erreichten E. A. L. BIESSEN et al. eine
deutliche Erhohung der Affinitit gegeniiber a-D-Mannose mit jedem weiteren in das
Glykomimetikum eingebauten Zuckerbaustein und schlieSlich eine Bindungskonstante im

nanomolaren Bereich (Abb. 43).!'"’!
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HOL O HO o
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Abbildung 43: Struktur des Hexaglykopeptids von Biessen et al. !''*!

Hierbei erfolgte die Anbindung der Kohlenhydrateinheiten wiederum iiber die e-
Aminogruppen von Lysin. Die Darstellung eines glykopeptidischen Lysin-Dendrimers
konnte von C. GRANDIEAN et al. erreicht werden.'" Zur Darstellung von
Glykoaminosdure-Bausteinen kann die e-Aminogruppen des Lysins auf mehreren Wegen
funktionalisiert werden. Hierbei bieten sich besonders eine Peptidkupplung und die
reduktive Aminierung an. Beide Synthesewege wurden im Weiteren verfolgt.

Die Amino-funktionalisierte Seitenkette von Lysin ist relativ lang und flexibel. Um diese
Flexibilitit nicht noch weiter zu erhohen, sollte die Carboxylfunktion fiir eine
Peptidkupplung mit Lysin moglichst direkt am Zucker platziert werden. Daher wurde fiir
die Reaktion mit Fmoc-Lys-OH (57) das Carboxymethylmannosid S8 (Abb. 44)
vorgesehen. Die Darstellung von 58 erfolgte in drei Schritten ausgehend vom
Allylmannosid 51. Nach Acetylschiitzung zu 59 und anschlieBender Ozonolyse zum
Aldehyd 60 sollte in einer abschliefenden Oxidation die freie Séure 58 erhalten werden.
Zur Darstellung des Aldehyds wurde eine Vorschrift von M. DUBBER verwendet, mit der

[115]

60 in guten Ausbeuten dargestellt werden konnte. Fiir den abschlieenden

Reaktionsschritt wurde eine Vorschrift von R. W. ARMSTRONG adaptiert, in der die
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Oxidation mit Hilfe von Natriumdihydrogenphosphat, 2-Methyl-2-buten und

Natriumchlorit durchgefiihrt wird.!''®!

OH OAc O3, CHyCl,, OAc
OH Ac,0, Pyridin, OAc -78°C, 15 min, OAc
HO -Q RT ACO -Q Me,S,RT,3d AcO -Q
HO quant. AcO 79% AcO
O

‘BUOH, 2-Methyl-2-buten, | 750
NaH,PO,, NaClO,, RT

a) O3, CH,Cl, -78°C, 15 min
b) 33%ige H,0, -78°C—RT, 14 h

OAc
OAc

AcO -0
7 AcO 0
58 o\)J\OH

Abbildung 44: Darstellung des Carboxymethylmannosids (58) in drei Stufen ausgehen von
Allylmannosid 51 und die versuchte Darstellungsmethode iiber den Ozonolyseweg.

Die Synthese von 58 iiber 59 und 60 konnte zwar mit 75% in guten Ausbeuten vollzogen
werden, doch bereitete die Aufreinigung der freien Séure einige Probleme. Trotz
mehrfacher Reinigung an Kieselgel waren immer noch deutliche Verunreinigungen laut
'H-NMR-Spektren vorhanden. Diese konnten erst durch eine abschlieBende GPC-Siulen-
Reinigung entfernt werden. Der Versuch, 58 unkomplizierter, direkt aus 59 durch
Ozonolyse mit anschlieBender oxidativer Aufarbeitung zu erhalten, war dagegen nicht
erfolgreich. Es konnte nach der Aufarbeitung weder Produkt noch Edukt detektiert werden.
Um die Bereitstellung dieses Bausteins zu vereinfachen, wurde daher ein anderer
Syntheseweg eingeschlagen. Nach den positiven Erfahrungen bei der Verwendungen der
Allylschutzgruppe wurde die Glycolsdure 61 in einem ersten Schritt selektiv mit
Allylalkohol verestert!''”! (Abb. 45) und dann in einer Glykosylierungsreaktion mit
Mannosepentaacetat (16) weiter umgesetzt. Nach abschlieBender Allylabspaltung konnte
die Sdure 58 in guten Ausbeuten und ohne Aufreinigungsprobleme wihrend der gesamten

Synthesesequenz erhalten werden.
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N"0OH, HpSOy,

OH 100°C, 6h O
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Abbildung 45: Darstellung der freien Saure 58 iiber den mannosidischen Allylester 63.

Die Sdure 58 konnte anschlieBend in moderaten Ausbeuten mit dem Fmoc-Lys-OH 57

gekuppelt werden und ergab so den zur Glykopeptidsynthese geeigneten Baustein 64.

OAc
58, HATU, DIPEA o
FmocHN H -Q
mOCHN~COO B, o°cl=RT _ AcO
z 57% AcO NHFmoc
O /\/\/\
\)J\N COOH
57 64

NH,
Abbildung 46: Peptidkupplung mit dem Mannosebaustein 58 und Fmoc-Lys-OH (57).

Eine weitere vielversprechende Reaktionsmoglichkeit mit Fmoc-Lys-OH ist die reduktive
Amminierung. So erzielten W. B. TURNBULL et al. mit dieser Methode bei der Synthese
von komplexen Glykokonjugaten sehr gute Ergebnisse und auch im Arbeitskreis
LINDHORST konnten hiermit mehrere Kohlenhydratcluster erfolgreich aufgebaut werden.
5118 Aysgehend vom Aldeyhd 60 wurde mit 57 eine erste Reaktion in Dichlormethan
und Natriumtriacetoxyborhydrid!''”! durchgefiihrt. Dabei konnte das erwartete Produkt 65
nur in geringen Mengen isoliert werden, die Ausbeute lie sich jedoch durch die
Verwendung von Acetonitril'*” deutlich auf 76% Ausbeute steigern. Besonderes Interesse
weckte bei dieser Reaktion eines der zwei isolierten Nebenprodukte, das sich als das
tertidre Amin 66 mit zwei Kohlenhydrateinheiten (Abb. 47) an der N°-Position
identifizieren lieB. Erwartungsgemif3 wurde das zweite Nebenprodukt als das geschiitzte 2-
Hydroxyethylmannosid identifiziert, derjenige Alkohol, der unter den reduktiven
Bedingungen aus 60 entsteht.
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Abbildung 47: Reduktive Aminierung von 60 mit Fmoc-Lys-OH (57).

Angespornt durch diese Entdeckung wurde die Synthese des Glykoaminosdure-Bausteins
66 optimiert. Dies konnte mittels iterativer Zugabe von 60 und anschlieBender Zugabe von
Natriumtriacetoxyborhydrid erreicht werden, wodurch das verzweigte Glykoaminoséure-
Derivat 66 als Hauptprodukt isoliert werden konnte.

Durch die Synthesen mit Fmoc-Lysin (57) wurde die Palette der Glykoaminosdure-
Bausteine um drei Grundbausteine erweitert. Besonders 66 ist auf Grund seiner

Verzweigung und den zwei Kohlenhydrateinheiten ein interessanter Baustein filir die

Spps.21]

4.3.6 Synthesen mit L-Asparaginsaure

Eine der héufigsten natiirlichen Verkniipfungen von Kohlenhydraten an Aminosduren ist
die N-glykosidische Bindung an die Seitenkette von Asparagin, die auch durch die
Umsetzung von Asparaginsiure erhalten werden kann (vgl. Kapitel 2). Fiir den Aufbau von
natiirlichen und auch artifiziellen Kohlenhydrat-Asparaginderivaten gibt es in der Literatur

[122-124

viele Beispiele. I So stellten unter anderem L. L. KIESSLING und Mitarbeiter durch

Verkniipfung der Saccharidstrukturen mit Asparaginsdure Glykopeptide mit mehreren
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1251 Ebenso ist der Aufbau von natiirlichen Core-

Kohlenhydrateinheiten ~dar.!
Pentasaccharidstrukturen durchfiihrbar.'*®" Aber auch kiinstliche Glykolipidstrukturen
konnten auf diesem Wege erstellt werden, wie Beispiele der Arbeitsgruppe um I. HAMACHI
verdeutlichen."””! Zum Aufbau von Zucker-Asparaginsiure-Konjugaten sollten Varianten
der natilirlichen Verkniipfungsarten benutzt werden. Als Zuckerbausteine dienten hierbei
das geschiitzte 2-Aminoethylmannosid 67 und das O-acetylgeschiitzte Mannosylamin 68.
Bei der Verwendung von aminofunktionalisierten Kohlenhydraten mit O-
Acetylschutzgruppen besteht oft die Problematik der (O— N)-Acetylgruppenwanderungen.
Um diese Problematik moglichst gering zu halten und eine stabile Lagerung der Edukte zu

gewihrleisten, wurde zunichst das Boc-geschiitzte Amin 69 in einer flinfstufigen Synthese

ausgehend von 53 hergestellt (Abb. 48).

OAC Ac  NaNsTBAI, DMF, R R
0 60°C, 5 h, dann e
AcO - RT, 16 h RO
AcO T RO
o)
53 e 70 R\:\Ng
=AC
CH3ONa, MeOH, Pd/C, H,,
RT, 4 h, 90% 71 R=H MeOH, RT,
16 h, quant.
OH
OH
HO -Q
HO
Boc,0, Et;N, 2 O\/\NH2
OAcC OR MeOH .
OAc TFA, CH,Cl, 1:1 OR 78%
AcO -O 15 min RO e
AcO quant. RO
o o)
" NH, "> NHBoc
67 . 73R=H
Ac,0, Pyndm,[>
quant. 69 R= OAC

Abbildung 48: Darstellung des Boc-geschiitzen Amins 69 und die Entschiitzung zum freien Amin 67.

Ausgehend vom Bromethylmannosid 53 wurde das ungeschiitzte Amin 72 in drei Schritten
dargestellt. Nach Substitution zum Azid 70 erfolgte die Deacetylierung unter
Standardbedingungen, um anschlieBend 72 durch Reduktion des Azids 71 zu erhalten.
Nach Boc-Schiitzung wurde das Mannosid 73 erhalten, welches aus Essigester
umkristallisiert werden konnte. Die abschlieBende Acetylschiitzung ergab das lagerbare

Boc-geschiitzte Amin 69, das unter Standardbedingungen zu 67 entschiitzt werden konnte.
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AnschlieBend wurde das freie Amin 67 ziigig mit dem kommerziell erworbenen Fmoc-
Asp(OH)-O'Bu 74 zum Konjugat 75 gekuppelt, wobei eher moderate Ausbeuten von 45%
erzielt wurden (Abb. 49).

o OAc
67, HATU, DIPEA Ohe
OH DMF, 0°C—RT
0 AcO
FmocHN 7< 45% AcO /U\J\:
(@]
NHFmoc

74

Abbildung 49: Kupplung des Aminbausteins 67 mit 74 zum Glykoaminoséure-Baustein 75.

Auch der Baustein 68 konnte ausgehend von Mannosepentaacetat 16 in drei Schritten
synthetisiert werden. Durch Umsetzen mit Trimethylsilylazid wurde zundchst das
anomerenreine o-Azid 76 nach einer adaptierten Vorschrift von J. P. MALKINSON in

t'2] yund im nichsten Schritt zum Amin 68 reduziert.

quantitativer Ausbeute dargestell
Dieses Produkt wurde nach der Aufarbeitung sofort in einer Peptidkupplung mit der
Aminosdure 74 umgesetzt, um einer (O— N)-Acetylgruppenmigration vorzubeugen. Doch
konnte der Baustein 77 auch nach mehrmaliger sdulenchromatographischer Aufreinigung
an Kieselgel und nach einer GPC-Siule nie sauber isoliert werden und nur im MALDI-

ToF-MS-Spektrum nachgewiesen werden (Abb. 50).

o THSNaSnCly “one HicGH A, Aonc
AcO -Q 272 -Q AcO -0
AcO quant. ACO quant. AcO

74, HATU, DIPEA
OAC DMF, 0°C— RT

AcO -Q
AcO

\[qNHFmoc
+ Verunrelnlgungen

Abbildung 50: Darstellung des Mannosylamins 68 und anschlieBender Peptidkupplung
mit 74 zum Mannosederivat 77.

Zusammenfassend betrachtet ist die Synthese des 2-Aminoethylmannosid 67 umsténdlich
und die Darstellung des Mannosylamins 68 von Anomerisierungen begleitet. Die

Peptidkupplung von 67 mit dem Asparaginsdurederivat 74 lieferte schlechte Ausbeuten
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und eine saubere Darstellung von 77 gelang gar nicht. Hinzu kam das allgegenwartige
Problem der (O—N)-Acetylgruppenwanderung so dass an dieser Stelle ein
Strategiewechsel vorgenommen wurde. Hierfiir erwies sich eine modifizierte Variante der
Staudinger-Reaktion,!*” die so genannte Staudinger-Ligation als geeignet. J. GARCIA et al.
zeigten 1984 erstmals, dass die Umsetzung einer Carbonsdure mit einem Azid zum Amid
unter den von H. STAUDINGER beschrieben Bedingungen méglich ist."*” Auf Grund der
milden Reaktionsbedingungen und der Moglichkeit sowohl geschiitzte als auch
ungeschiitzte Kohlenhydrate zu verwenden, ist die Staudinger-Ligation eine leistungsstarke
Methode in der Naturstoffchemie und hierbei besonders in der Glykopeptidchemie.!'*'"'?!
Der Mechanismus der Reaktion ist bisher nur teilweise gekldrt, nachgewiesen werden

konnte das Aza-Ylid 78, das im Weiteren vermutlich mit dem Carboxylkohlenstoffatom

der Sdure reagiert und nach abschlieBender Hydrolyse das gewiinschte Amid 79 bildet.

a)
OR OR
D/% _BuP N2 N
N3 oN”
80 81 —~Bu
@ N @/P
EU:P/ Bu Bu
u’l
B
b) 0

Abbildung 51: a) Durch Nachweis der Intermediate untermauerter Mechanismus der Staudinger-Ligation,
b) vermuteter weiterer mechanistischer Verlauf zum Amid.!"**!

N. ROCKENDORF konnte im Arbeitskreis LINDHORST durch die Verwendung von
Trimethylphosphin schon mehrere Staudinger-Ligationen erfolgreich durchfithren.!*"
Allerdings besteht bei der Verwendung von Trimethylphopshin eine erhohte Gefahr
ausschlieBlich das Nebenprodukt Trimethyliminophosphazen zu erhalten, welches sich in
Literaturbeispielen nicht zum Produkt umlagerte (vgl. Abb. 53).*!) Daher erschien die
Adaption einer Vorschrift von J. P. MALKINSON, bei der Tri-n-butylphosphin verwendet
wird, als geeigneter, da die entstehenden Iminophosphazene stets mit dem aktivierten

. .. . . . 128
Aminoséuren zum Amid weiterreagierten.'*
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Abbildung 52: Darstellung der Asparaginsdurederivate 75 und 77 unter Staudinger-Ligations-Bedingungen.

Die Darstellungen des Glykoaminosdure-Bausteins 75 direkt aus dem Azid mittels
Staudinger-Ligation verliefen dann tatsdchlich ohne Probleme und in guter Ausbeute.
Auch die Darstellung des Bausteins 77 gelang in guter Ausbeute und ohne
Schwierigkeiten, jedoch wurde durch 'H-NMR-Spektren ein a,p-Anomerenverhiltnis von
1:1 festgestellt. Das Auftreten von Anomerengemischen bei der Verwendung des
Mannopyranosylazids 76 ist bekannt. Es wird angenommen, dass das aus dem Aza-Ylid 78
gebildete Mannosylphosphazen-Derivat 83 iiber die offenkettige Form 84 zum B-

konfigurierten Isomer 85 isomerisiert, das dann mit der Sdaure zum B-konfigurierten Amid

86 abreagiert (Abb. 53).!"*]

R OR OR
o |
AN R N\ 84 N\
78 @!D\’ 83 !:)\/R [©) !:)/R
R' R Rl R R. R'
OR
T T nr
P— N—P-R
-~ \
YR %
o)
86 85

Abbildung 53: Mechanismus der Anomerisierung wahrend der Staudinger-Ligation.
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Trotz des Anomerisierungsproblems bei der Darstellung von 77 konnte mittels der
Staudinger-Ligation insgesamt der umsténdliche Syntheseweg zu den Glykoaminoséiure-
Derivaten 75 und 77 tiber die Amine 67 und 68 deutlich verkiirzt und die Gesamtausbeuten
optimiert werden. Die Ausbeute in der Synthese des Bausteins 75 konnte dabei verdoppelt
und die Syntheseroute um fiinf Stufen verringert werden. Bei der Darstellung der
Glykoaminosdure 77 konnte eine Stufe eingespart und das gewlinschte Produkt sauber
isoliert werden. In Tabelle 6 werden die Strategien zur Darstellung der Glykoaminosaure-

Derivate 75 und 77 verglichen.

Tabelle 6: Gesamtausbeutenvergleich und Stufenanzahlen fiir die Synthese von 75 und 77.

Gesamtstufenanzahl ausgehend von 16
Gesamtausbeute
zur Darstellung von 75 bzw. 77
Peptid- Staudinger- Peptid- ) o
o Staudinger-Ligation
Kupplung Ligation Kupplung
75 19% 42% 8 3
77 ? 73% 3 2

H. SHAIKH aus dem Arbeitskreis LINDHORST konnte in seiner Doktorarbeit
benzoylgeschiitzte 1-Azidomannoside erfolgreich in Staudinger-Ligationen zum reinen o-

[36] Hierfiir verwendete er neben den Benzoylschutzgruppen deutlich

Anomer umsetzen.
tiefere Temperaturen (-70 °C) und das sterisch anspruchslosere Trimethylphosphin. In
zweil Testansidtzen sollte daher der Einfluss der Schutzgruppen in der Staudinger-Ligation
getestet werden, wodurch die Synthese des reinen a-Anomers erhofft wurde. Neben dem
Schutzgruppenwechsel wurden alle weiteren Bedingungen von den vorherigen Reaktionen
beibehalten. In der ersten Reaktion wurde das Azid (87) mit Fmoc-Asp(OH)-O'Bu (74), in

der zweiten mit Fmoc-Cys(Trt)-OH (40) umgesetzt (Abb. 54).
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Abbildung 54: Testansitze zur Darstellung von reinen Anomeren
bei der Staudinger-Ligation von 1-Azidomannosiden.

O'Bu

Die Versuche fiihrten aber nicht zu den erhofften reinen Anomeren. Bei der Umsetzung
mit 74 konnte ein a,B-Anomerenverhéltnis von 1:7 festgestellt werden. Der Unterschied zu
den  Acetylschutzgruppen bestand darin, dass bei der Verwendung der
Benzoylschutzgruppen eine Isolierung der Anomeren an Kieselgel moglich war. Bei der
Umsetzung mit 40 konnte zwar nur das B-Anomer 89 isoliert werden, doch deutet die
moderate Ausbeute von 42% auf die Bildung eines a-Anomers hin, da alle durchgefiihrten
Staudinger-Ligationen eine Ausbeute um die 70% erzielten.

Somit war eine Darstellung von reinen Anomeren durch einen einfachen
Schutzgruppenwechsel nicht méglich. In weiteren Testreaktionen miisste im Folgenden
nun der Einfluss der Temperatur und des verwendeten Phosphins untersucht werden, doch

wurden diese Untersuchungen nicht mehr im Rahmen dieser Arbeit vollzogen.

4.3.7 Synthesen mit L-Glutaminsaure

Die Saccharidketten in natiirlichen N-Glykoproteinen sind immer mit der Seitenkette von
Asparagin verkniipft. Dagegen wurden bis zum heutigen Zeitpunkt in der Natur keine
glykosylierten Glutaminsduren gefunden.*”) Glutaminsdure kann jedoch herangezogen
werden, um die synthetische Glykoaminosdure-Bibliothek um einen weiteren Baustein zu
erginzen. Das Derivat Fmoc-Glu(OH)-O'Bu (90) wurde in Analogie zum Asparaginsiure-

Derivat 74 in einer Staudinger-Ligation mit dem Azid 70 zum Glykoaminosdure-Baustein
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91 umgesetzt (Abb. 55). Die einzige Modifikation bestand in der Verwendung von
Triphenylphosphin statt Tri-n-butylphosphin, dessen grundsétzliche Eignung fiir diese
Reaktion getestet wurde, da bei der Verwendung von Triphenylphosphin fiir die

Staudinger-Ligation von Glykosylaziden in der Literatur kein Umsatz beschrieben

wurde.[128,131]

a) HOBt, DIC, THF,
0°C, 10 min. 64%

b) (Ph)3P, 0°C, 1h,
dann 14 h, RT

OAc
OAc

AcO -Q
AcO e}

O\/\NJ\/\_/NHFmoc

H :
oz
91 07 >oMBu

Abbildung 55: Darstellung des unnatiirlichen Glutaminsiure-Bausteins (91).

Der Einsatz von Triphenylphosphin anstelle von Tri-n-butylphosphin bewirkte bei der
Darstellung von 91 einen minimalen Ausbeuteverlust im Vergleich zur Synthese von 75,
war aber mit dem Azidoethylmannosid 70, im Gegensatz zu Literaturbeispielen, in denen

28131 Der  erfolgreiche Einsatz von

anomere Azide eingesetzt wurden, moglich.!
Triphenylphosphin kann durch die geringere sterische Abschirmung bei der Verwendung
von Azidoethylglykosiden gegeniiber einer Ligation mit einem Glykosylazid erklart
werden. Also erlaubte diese Vorschrift damit die Herstellung des Glutaminséure-Bausteins

91 mit 64% Ausbeute.

4.3.8 Zusammenfassung: Mannosidische Glykoaminsosauren

Ziel des ersten Teils dieser Arbeit war der Aufbau einer Glykoaminosdure-Bibliothek aus
Mannose und natiirlichen Aminosduren unter Variation der Spacer und
Verkniipfungschemie. Dieses Ziel konnte durch die Synthese von insgesamt elf

verschiedenen Glykoaminosdure-Bausteinen (Tab. 7) erfolgreich abgeschlossen werden.
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Hierbei wurden neben einer Vielzahl an Reaktionstypen und Schutzgruppenstrategien auch

die Darstellung der Glykoaminosduren 19, 33, 36, 56, 61, 62 und 63 ohne
Saureschutzgruppe durchgefiihrt.

Tabelle 7: Zusammenfassung aller synthetisierten Glykoaminosdurebausteine.
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5 Mannose-Derivate fur Verkntipfungen mit Peptiden

Die Synthese der Glykopeptide sollte wie einleitend beschrieben sowohl an fester Phase
mit den Glykoaminosdure-Bausteinen als auch auf nasschemischem Wege durch die
Methode der nachtridglichen Glykosylierung von fertigen Peptiden erzielt werden.
Wihrend im letzten Kapitel die Darstellung von Glykoaminosdure behandelt wurde, die
direkt in der Festphasensynthese von Glykopeptiden -eingesetzt werden konnen
(,,Methodel* fiir die Herstellung von Glykopeptiden), folgt nun die Beschreibung der
Herstellung von Mannose-Derivaten, die sich fiir die nachtragliche Funktionalisierung von

Peptiden eignen (,,Methode2*).

5.1 Synthesekonzept fir die Mannosebausteine der Methode 2

Zum Aufbau von Glykopeptidstrukturen durch nachtrigliche Glykosylierung miissen
neben den peptidischen Strukturen auch geeignete Glykosyl- bzw. Glykosiddonoren

OR
-0
RO O
oﬁj
NH2

synthetisiert werden.

COOH COOH
COOH \7 NH, \., NH,

: Aminosaure

—
R : Schutzgruppen

Abbildung 56: Schematische Darstellung der nachtrdglichen Funktionalisierung der fertigen Peptide
mit Glykosyl- bzw. Glykosiddonoren nach der Methode 2.

Die Verkniipfung der Kohlenhydrate mit dem Peptidriickgrat kann auf unterschiedliche
Weise geschehen. Neben der klassischen Glykosylierung der Hydroxylfunktion von Serin-,
Threonin- oder Tyrosin-Seitenketten konnen auch Peptidkupplungen mit den Seitenketten
von Asparaginsdure, Glutaminsdure oder Lysin mit entsprechend funktionalisierten
Zuckern verwendet werden. Auch die Synthese iliber Thioharnstoffe oder sekundére bzw.

tertidre Amine durch reduktive Aminierung ist denkbar. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte
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die Verkniipfung der Mannosebausteine mit der Peptidkette iiber Amidbindungen. Diese
Methode wurde gewidhlt, weil eine mehrfache Glykosylierung in hohen Ausbeuten
schwierig zu realisieren ist und bei der Peptidkupplung bessere Ergebnisse erwartet werden
konnten. AuBBerdem konnen von zusétzlichen Gruppen weitere Wechselwirkungen mit der
Umgebung eines Rezeptors erhofft werden. Als Zielmolekiile sollten daher folgende drei
Mannoside, die alle Carboxy-funktionalisiert sind, sich jedoch in der Art des Spacers
unterscheiden, dargestellt werden (Abb. 57).

OH OH OH
OH OH OH

HO -Q HO Q HO -Q
HO HO HO

O S

DR .

O~ ©OH O~ OH

O~ OH
92 93 94

Abbildung 57: Carboxy-funktionalisierte Mannoside fiir die nachtrégliche Funktionalisierung der Peptide.

Neben dem aliphatischen O-Glykosid 92 sollte ein aromatisches Spacersystem 94 sowie
ein S-Glykosid 93 verwendet werden. Der Einsatz eines aromatischen Aglykons und einer
Thioverbindung wurde auf Grund der in Kapitel 4.3.3 und Kapitel 4.3.4 diskutierten
Eigenschaften dieser Verbindungen gewéhlt. Alle drei Verbindungen sind literaturbekannt
und wurden dort auf unterschiedlichsten Wegen synthetisiert."**'*! Die Darstellung der
drei Bausteine erfolgte hier ausgehend vom Mannosepentaacetat 16 iiber eine
Glykosylierungsreaktion mit dem entsprechenden Methylestern 95, 96 und 97. Die dabei
als Zwischenprodukte erhaltenen Mannoside 98, 99 und 100 wurden anschliefend unter
Standardbedingungen zu den freien Sduren 92, 93 und 94 entschiitzt. Wihrend die
Glykosylierung problemfrei verlief, konnten nach der abschlieBenden Entschiitzung der
Mannoside mit wassrigem Lithiumhydroxid die entstehenden Acetatsalze nicht von den
Produkten abgetrennt werden. Auch nach mehrfachem Aufreinigen iiber GPC und MPLC
waren diese noch deutlich im "H-NMR-Spektrum sichtbar. Um eine Acetylierung von
Aminogruppen in der nachfolgenden Peptidkupplung zu vermeiden, wurde die Synthese
daher um einen Schritt erweitert. Nach der Glykosylierung wurden nur die
Acetylschutzgruppen unter Zemplén-Bedingungen entfernt und die Methylester 101, 102

und 103 sdulenchromatographisch an Kieselgel aufgereinigt. Erst danach erfolgte ohne
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weitere Reinigungsschwierigkeiten die Verseifung der Ester zu den freien Sduren 92, 93

und 94 in befriedigenden Gesamtausbeuten (Abb. 58).

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Herstellung der drei Sdure-funktionalisierten
Mannoside 92-94 fiir die nachtrdgliche Zucker-Funktionalisierung von Peptiden in drei

separaten Reaktionsschritten unproblematisch war.
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drei Stufen 92 drei Stufen 93 drei Stufen g4 o
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Abbildung 58: a) 16, BF;*OEt,, CH,Cl,, 0°C—RT, 16 h;
b) NaOMe, MeOH, RT, 4 h; ¢) LiOH, THF/H,O (1:1).
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5.2 Unterkapitel: Mannose-Bausteine fir die SPOT-Peptid-
Synthese

Fiir eine Kooperation mit N. ROCKENDORF aus der Arbeitsgruppe von A. FREY vom
Forschungszentrum Borstel sollten neben den schon synthetisierten Mannosebausteinen
mit freier Sdurefunktion noch weitere Bausteine dargestellt werden. Diese sollten ein
aromatisches Aglykon bzw. einen aromatischen Baustein im kurzen Abstand zur Mannose
aufweisen, da dadurch eine Erhohung der Bindungsstirke zwischen dem Zielprotein und
dem synthetisierten Liganden erhofft wurde. Die synthetisierten Mannosebausteine sollten
an das N-terminale Ende eines Peptidstranges gebunden werden, um dann in biologischen
Tests als ,,Affinititsanker” den Bindungsort an der Proteinoberfliche festzulegen. Die
eingesetzten = Peptidstrdinge  durchliefen = vorher  einen  computergesteuerten
Evolutionsprozess, der zu optimalen Bindungsaffinititen des Glykopeptidliganden zu
einem Rezeptor fithren sollte. Um einen Mannosebaustein mit aromatischem Aglykon zu
erhalten, wurde auf die Aminosédure Tyrosin zuriickgegriffen. Neben der schon bewéhrten
Glykosylierungsreaktion wurde eine Substitutionsreaktion mit Bromethylmannosid 53
durchgefiihrt. In beiden Produkten, wie auch in den Zielglykopeptiden, sollte die
Aminogruppe der Aminosdure stets blockiert vorliegen. Daher wurde fiir die
Glykosylierungsreaktion das Ac-Tyr-OEt-Derivat 104 ausgewéhlt und fiir die
Substitutionsreaktion auf Boc-Tyr-OH (105) zuriickgegriffen. Als Glykosyldonor wurde
Pentabenzoylmannosid 106 eingesetzt, da nach der Entschiitzung die entstandenen

Benzoate leichter abtrennbar sind als Acetatsalze.

OH OBz
OBz OBz
0Bz BF4*EL,0 BzO -Q
B20 o 0°C—RT, CH,Cl, BzO
oo NHAC 2% 107 © NHAC
106 OBz 5
o~ THF/H,O,
o O OH NaOH, RT, o
104 O"(') 2h quant. r
HO -

HO
© NHAC

108 \©\)\’¢0
OH

Abbildung 59: Darstellung des Bausteins 108 in zwei Schritten ausgehend vom Pentabenzoat 106.
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Das Glykosylierungsprodukt 107 wurde
in guten 72% Ausbeute erhalten und
konnte quantitativ in den entschiitzten
Glykoaminosiure-Baustein 108 iiberfiihrt
werden. Dabei  wurden die O-
Benzoylschutzgruppen gemeinsam mit
dem Ethylester gespalten (Abb. 59). Auch
die Synthese des zweiten avisierten
Bausteins gelang ohne Probleme und
ergab das Substitutionsprodukt 109 mit
71% ebenfalls in guter Ausbeute (Abb.
60). Auf eine Entschiitzung wurde hier
verzichtet. Diese sollte erst nach der
Kupplung an das Peptid erfolgen. Somit
die Palette

konnte Carboxy-

OH
OAc
OAc
AcO -Q
AcO +
53 o NHBoc
~"pr
HO @]
105
KCO3 Kl, 71%
DMF
OAc
OAc
-0
AcO
AcO ‘\\NHBOC
Ov\
(@) HO (@]
109

Abbildung 60: Darstellung des Boc-geschiitzten
Mannose-Derivats 109 aus 53 und 105.

funktionalisierter Mannoside um zwei Molekile auf fiinf erweitert werden und diese

konnten nun

in den SPOT-Peptid-Synthesen eingesetzt

und getestet werden.

AbschlieBende Ergebnisse stehen in dieser umfangreichen Kooperation noch aus.
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6 Aminosaure-basierte Glykocluster

Bei der Erforschung von Kohlenhydrat-Wechselwirkungen und des Glykoclustereffektes
stellen synthetische, multivalente Glykocluster als Mimetika der natiirlichen, stark
verzweigten Kohlenhydratliganden ein wichtiges Hilfsmittel dar. Sie ermdglichen
biologische Tests, die Kartierung von Lektinoberflaichen, kénnen Besonderheiten zum
Design neuer Liganden herausstellen und herrschende Theorien wie die des
Glykoclustereffektes und des Multivalenzprinzips validieren. Thre besondere Niitzlichkeit
wird durch eine Vielzahl an synthetisierten Clustern in der Literatur unterstrichen.!'*'"'*!

Auf Grund dessen wurde angestrebt, mit Hilfe des erworbenen Methoden- und
Bausteinarsenals geeigneter Glykoaminosédure-Derivate mehrere tri- bzw. tetravalente
Glykocluster darzustellen und anschlieend ihre inhibitorische Potenz in Affinititstests zu
untersuchen. Als Grundkdrper wurden hierfiir L-Asparaginsdure, L-Cystein und

Trimesinsdure gewdhlt. Sie bieten die Moglichkeit Mannose-Derivate oder andere

Verbindungen an drei, teilweise orthogonalen Positionen anzukniipfen (Abb. 61).

Peptidkupplungen oder

Substitutionsreaktionen, Staudinger-Ligationen

radikalische Additionsreaktionen Peptidkupplungen oder

oder Disulfidbildung Staudinger-Ligationen

OH /
0] S OMO
HO : OH
/ NH,
Peptidkupplungen oder
Staudinger-Ligationen
Peptidknupfungen Peptidknupplungen

HO.__O
/ Peptidkupplungen oder
Staudinger-Ligationen
Peptidkupplungen oder
Staudinger-Ligationen A2 © <_I
? (0] OH

Abbildung 61: Mdogliche Ankniipfungspunkte zur Synthese von trivalenten oder tetravalenten Glykoclustern.

Im Fall des Cysteins konnen die Carboxylfunktion (in Abb. 61 blau unterlegt) und die
Aminofunktion (griin unterlegt) durch Peptidkupplungen und Staudinger-Ligationen mit
unterschiedlichen Mannoseeinheiten derivatisiert werden. Die Thiolfunktion (rot unterlegt)

bietet eine grole Anzahl an Funktionalisierungsmoglichkeiten. Besonderes Interesse gilt
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hierbei der oxidativen Dimerisierung zu Disulfiden, die einen Zugang zu tetravalenten
Clustern ermdglichen, Substitutionsreaktionen und radikalischen Additionsreaktionen, die
zu trivalenten Systemen fithren kdnnen.

Die beiden Siurefunktionen der Asparaginsdure konnen in einem Schritt durch
Peptidkniipfungen oder Staudinger-Ligationen funktionalisiert werden. AnschlieBend ist
dann der Aufbau eines trivalenten Clusters durch die Funktionalisierung der
Aminofunktion moglich. Im Fall der Trimesinsdure ist keine Unterscheidung zwischen den
funktionellen Gruppen moglich. Der Aufbau eines trivalenten Clusters ist hier durch die
gleichzeitige Funktionalisierung der drei Sauregruppen der aromatischen Kernstruktur

moglich.

6.1 Durchgefiuhrte Synthesen

6.1.1 Cystein-basierte Glykocluster

Um einen divergenten Aufbau von Glykoclustern mit verschiedenen Mannose-Bausteinen
zu ermdglichen, wurde auf das orthogonal geschiitzte Cystein-Derivat Fmoc-Cys(Trt)-OH
37 zuriickgegriffen. Hier kann zuerst eine Funktionalisierung der freien Sduregruppe
erfolgen, im néchsten Schritt kann dann die Aminofunktion entschiitzt und in einer
Peptidkupplung weiter umgesetzt werden. AbschlieBend konnen weitere Synthesen mit der
Thiolfunktion erfolgen. Tatsdchlich lieferte die Umsetzung des ungeschiitzten 2-
Aminoethylmannosids 72 mit der Aminosdure Fmoc-Cys(Trt)-OH 40 in einer

Peptidkupplung das Konjugat 110 in hervorragender Ausbeute (Abb. 62).

T o OH
OH 40, HATU, DIPEA o
-Q DMF, 0°C~RT HO
HO >~
HO 85% o
o) R
70 2 Morpholin, DMF[— 110 R =Fmoc H o \br
OH quant. -
OH 111 R =H
HO -Q
HO .
Ov™N N 94, HATU, DIPEA
H 7(\@ DMF, 0°C=RT
TrtS O e 45%
112 OH
o} OH
OH
OH

Abbildung 62: Darstellung der bivalenten Clustervorstufe (112) in drei Schritten.
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Nach anschlieBender Fmoc-Entschiitzung wurde das Amin 111 mit dem funktionalisierten
Phenylmannosid 94 in einer weiteren Peptidkupplung umgesetzt. Hierbei konnte das
bivalente Konjugat 112 lediglich in einer Ausbeute von 45% erhalten werden. Um die
Bedingungen der folgenden Syntheseschritte zu optimieren, wurde 111 als Testsystem
verwendet und an der Aminofunktion zu 113 acetyliert. Alle folgenden Reaktionen wurden
zundchst mit 113 probiert, bevor die analoge Synthese unter Verwendung von 112 als
Reaktant erfolgte, um die gewiinschten Zielmolekiile zu erhalten. Die Testverbindung 113
konnte nach einer adaptierten Vorschrift von B. KAMBER ohne vorherige Demaskierung

der Thiolfunktion mit Iod direkt zum Disulfidderivat 114 umgesetzt werden (Abb. 63)./'*%

OH
OH

HO -Q
HO 0O

O AN
\/\NJ\“ st

111R=H
Ac,0, DIPEA |: H  \HR
quant. 113R = Ac

l,, MeOH, RT
15 min. 60%

Q H
o~ N
Y
i

OH
OH

HO -Q
HO

Abbildung 63: Synthese des Cystinderivats 114 aus dem geschiitzten Thiol 113 mit Iod.

Ermutigt durch die hohe Ausbeute bei der Synthese von 114 und die schnelle und
unproblematische Aufreinigung des Produktes, wurde nun auch die bivalente
Clustervorstufe 112 in dieser Reaktion umgesetzt (Abb. 64). Jedoch war die Aufreinigung
des Disulfids 115 aufwendiger als die von 114. Die Abtrennung des {iberschiissigen lods
erfolgte in einem ersten Schritt per MPLC, doch machten weitere Verunreinigungen eine
zweite Aufreinigung via GPC noétig. Der tetravalente Cluster 115 konnte schlieBlich in

befriedigenden 39% Ausbeute erhalten werden.
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Abbildung 64: Synthese des tretravalenten Glykocluster 112 aus der Glykoclustervorstufe 115 mit Iod.

Nachdem die Umsetzung der geschiitzten Thiolfunktion zu Disulfid-Clustern erfolgreich
war, wurden im Folgenden trivalente Mannose-Cluster durch Reaktionen am freien Thiol
synthetisiert. Wie bei der Darstellung der Glykoaminosdure-Bausteine sollte hierbei eine
Substitutionsreaktion oder radikalische Addition verwendet werden. Zundchst wurde die
tritylgeschiitzte Komponente 113 nach der schon bewéhrten Vorschrift von H. M.
BRANDERHORST mit Trifluoressigsdure entschiitzt.”®) Bei der Adaption dieser Vorschrift
stellte sich jedoch heraus, dass eine Abspaltung der Tritylschutzgruppe in Dichlormethan
nicht durchfiihrbar ist. Doch konnte das gewiinschte Produkt 116 durch die Verwendung
von Acetonitril als Loésungsmittel und der Zugabe weiterer Aquivalente von
Trifluoressigsdure quantitativ erhalten werden. Das freie Thiol 116 wurde im Folgenden
analog zu den in Kapitel 4.3.4 durchgefiihrten Synthesen mit dem 2-Bromethylmannosid
53 einerseits und Allylmannosid 51 anderseits umgesetzt (Abb. 65). Dabei konnte das
bivalente Produkt 117 nach abschlieBender GPC-Reinigung zwar erfolgreich isoliert
werden, doch war die Ausbeute mit 18% enttduschend. Bei der Umsetzung des Thiols 116
mit 51 konnte das Produkt 118 zwar mittels MALDI-ToF-MS-Analyse nachgewiesen
werden, doch wurde dabei die Entstehung eines komplexen Substanzgemisches deutlich.

Bedingt durch die geringen Mengen an Produkt war eine Isolierung nicht moglich. Daher
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wurden diese Reaktionswege zur Darstellung von ungeschiitzten Glykoclustern nicht
weiter verfolgt. Beide Methoden wurden wegen der geringen Ausbeute und der
problematischen Synthese nicht auf das dimannosidische Derivat 112 {ibertragen,

stattdessen wurde ein anderer Syntheseweg eingeschlagen.

113 R =Trt RS
TFA, TES,
CH3CN, quant.
116 R=H
53, NaH, 51, hv, 254 nm
Nal, DMF MeOH
18%
OH
OH OH
HO -Q -0
HO
o N H
\/\
S s

117 Ho KL

+ Verunre|n|gungen
OH

OH
OH

Abbildung 65: Weitere Reaktionen mit dem Thiolderivate (113) zu den Cystein-Derivaten 117 und 118.

Da sich die Aufreinigung der ungeschiitzten Mannosecluster bzw. ihrer Vorstufen stets als
problematisch erwiesen hatte und Chromatographie an Kieselgel nur bedingt erfolgreich
war, wurde die Schutzgruppenstrategie geédndert. Der bivalente Cluster 112 wurde
nochmals unter Verwendung von O-Acetylschutzgruppen synthetisiert. Hierfiir wurde in
einer ersten Synthesesequenz ein acetylgeschiitztes Phenylmannosid 119 dargestellt. Die
Synthese startete mit der Veresterung des Phenylessigsdurederivats 120 zum Allylester
121, gefolgt von einer Glykosylierungsreaktion mit dem Mannosepentaacetat 16. Die

abschlieBende Spaltung der Allylgruppe ergab den acetylgeschiitzten Sdure-Baustein 119.
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Abbildung 66: Darstellung des geschiitzten Phenylderivats (119).

Der Autbau des geschiitzten bivalenten Mannoseclusters 123 begann mit der Umsetzung
von 70 mit Fmoc-Cys(Trt)-OH (40) nach Staudinger. Dabei konnte das gewiinschte Amid
124 in guten 78% isoliert werden. Fmoc-Abspaltung unter Standardbedingungen lieferte
das freie Amin 125, das mit der Sdure 119 zum bivalenten Cluster 123 in befriedigender

Ausbeute gekuppelt werden konnte (Abb. 67).

a) 40, HOBt, DIC, THF,

OAC 0°C, 10 min. OAcC

OAc b) (n-Bu);P, 0°C, 1h, OAc
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(@]
AcO oo
AcO 78% e}
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70 O\/\N \/\NJ\“ \STrt
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80% 125R = H
119, HATU, DIPEA
OAcC DMF, 0°C—RT 60%
OAc
AcO -Q
AcO
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\/\N)‘j/
TrtS O
123 OAcC
o OAc
OAc

OAc
Abbildung 67: Synthese des bivalenten geschiitzten Clusters 119.
Die Verbindung 123 bietet die Moglichkeit auch trivalente Cluster zu erhalten. Dazu

wurde 123 in zwei Williamson-analogen Thioethersynthesen umgesetzt. Es wurde erneut
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auf das Bromethylmannosid 53 und auf ein analoges Mannosid mit Brombenzylaglykon
(126) zuriickgegriffen."*”! In beiden Fillen wurde das Thiol 127 mit Natriumhydrid
versetzt, die Halogenide 53 und 126 spiter dazugegeben und der Ansatz bei
Raumtemperatur geriihrt. Zwar konnten die gewiinschten Produkte 128 und 129
massenspektrometrisch nachgewiesen werden, doch zeigte die

Diinnschichtchromatographie nur minimale Produktbildung an (Abb. 68).
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Abbildung 68: Versuche zur Darstellung der trivalenten Cluster 128 und 129.
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Beide Reaktionen wurden unter verdnderten Bedingungen wiederholt, wobei diesmal
samtliche Schritte im Ultraschallbad durchgefiihrt wurden. Leider konnte auch im
Ultraschallbad die Synthese des Clusters 128 nicht erfolgreich abgeschlossen werden; das
gebildete Produkt konnte trotz mehrfacher Aufreinigung nicht in sauberer Form isoliert
werden. Anders verhielt es sich mit dem benzylischen Mannosid 126, das mit 127 den
Cluster 129 lieferte, wobei auf eine Reinigung an Kieselgel verzichtet werden konnte und
nur eine GPC-Aufreinigung notwendig war, um das Produkt in 34% Ausbeute zu erhalten.
Das acetylgeschiitzte Produkt 129 wurde im Weiteren entschiitzt und nach Reinigung an
HPLC der trivalente Cluster 130 erhalten.

Insgesamt konnten somit ein tetravalenter (115), ein trivalenter (130) und ein divalenter
(114) Cluster auf der Basis von Cystein aufgebaut werden, die nun fiir biologische Tests

zur Verfligung standen.

6.1.2 Asparagin-basierte Glykocluster

Die Funktionalisierungsmoglichkeiten der Asparaginsdure unterscheiden sich auf Grund
der unterschiedlichen Seitenkette von denen des Cysteins. So konnen zwar alle drei
funktionellen Gruppen mit Hilfe einer geeigneten orthogonalen Schutzgruppenstrategie
gezielt und nacheinander angesprochen werden, doch ist die Bandbreite der verwendbaren
Reaktionen gegeniiber Cystein eingeschriankt. Asparaginsdure stellt lediglich zwei
unterschiedliche funktionelle Gruppen fiir die Derivatisierung zur Verfligung, was
allerdings den schnellen Zugang zu einer divalenten Clustervorstufe durch eine parallel
ausgefiihrte Funktionalisierung beider Sauregruppen erlaubt, wobei dann noch interessante
Moglichkeiten fiir die Darstellung trivalenter Glykocluster offen sind.

Entsprechend sollte der Aufbau von Glykoclustern auf der Basis von Asparaginsdure mit
einer doppelten Staudinger-Ligation von Azidoethylmannosid (70) beginnen (vgl. Abb.
69).
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OAc
OAc

OH OH
OH OH
HO -0 -Q
HO
O O
92 O;\OH 94

Abbildung 69: Schematische Darstellung der Ankniipfpunkte an die Asparaginséure.

Anschlieend waren die drei Séurederivate 92, 93 und 94 fiir die weitere
Funktionalisierung der a-Aminogruppe vorgesehen. Als Edukt fiir diese Synthesen wurde
das kommerziell erhdltliche Fmoc-Asp-OH (131) gewihlt, da hier die Sdurefunktionen fiir
die erste Kupplung frei vorliegen, wahrend die Aminogruppe, wie gefordert, geschiitzt ist.
Die doppelte Staudinger-Ligation von 70 mit Fmoc-Asp-OH 131 war erfolgreich und
fiihrte mit 32% Ausbeute zum Konjugat 132, wobei als Nebenprodukt der einfach
umgesetzte Glykoaminosdure-Baustein 133 in 28% Ausbeute erhalten wurde (Abb. 70).
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Abbildung 70: Umsetzung von Fmoc-Asp-OH (131) in einer doppelten Staudinger-Ligation
mit dem Mannosid 70.

Dann folgte im zweiten Schritt, nach Freisetzung der Fmoc-Schutzgruppe, die
Peptidkupplungsreaktion mit je einem der Carboxyl-funktionalisierten Mannoside 92-94.
Weil die Abspaltung der Fmoc-Gruppe auch zu partieller De-O-Acetylierung fiihrte, wurde
die bivalente Verbindung 132 zunidchst komplett entschiitzt und das Produkt 134
ungeschiitzt in der abschlieBenden Peptidkupplung mit HATU und DIPEA eingesetzt
(Abb. 71). Es bildeten sich die erwarteten Produkte 135, 136 und 137, deren Aufreinigung
sich durch die hohe Polaritit und dem Uberschuss an eingesetzter Siure als kompliziert
erwies. Die Reinigung der trivalenten Cluster gelang dann aber durch eine Kombination

aus MPLC an RP-18, einer GPC-Séule und abschlieBender HPLC, ebenfalls an RP-18.
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Abbildung 71: Kupplung der Sdurederivate mit dem bivalenten Asparaginderivate 134.

Damit konnten die drei mannosidischen Asparagin-Cluster 135, 136 und 137 in einer

relativ kurzen Synthesesequenz ausgehend von Fmoc-Asp-OH 131 dargestellt werden und

stehen nun, wie auch die drei Cystein-Cluster fiir biologische Tests bereit.
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6.1.3 Trimesinsaure-basierte Glykocluster

Durch die erfolgreiche Verwendung der doppelten Staudinger-Ligation beim Aufbau der
Asparagin-Cluster ermutigt (vide supra), wurde im Weiteren die Synthese eines Clusters
auf der Basis von Trimesinsdure (138) angegangen. Geplant war ein einziger
Reaktionsschritt, der mit Hilfe einer dreifachen Staudinger-Ligation mit dem

Azidoethylmannosid 70 das Zielmolekiil 139 liefern sollte (Abb. 72).
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Abbildung 72: Versuche zur Darstellung eines Trimesin-Cluster 139.

Bei einer MALDI-ToF-MS-Analyse der Rohmischung wurde sowohl das trimere Produkt

139 als auch das zweifach legierte Produkt detektiert, eine nur einfach gekuppelte Spezies
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konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Wéhrend der Aufreinigung des Gemisches an
Kieselgel mit Methanol im Laufmittelgemisch kam es zur Bildung des Methylesters 140,
der in 10% Ausbeute isoliert werden konnte. Auf eine abschlieBende Entschiitzung der
Produkte 139 und 140 wurde im Rahmen dieser Arbeit aus Mangel an verfiigbarer
Substanzmenge verzichtet. Auch eine Optimierung der Synthese wurde nicht
unternommen, da die biologische Relevanz des Clusters 139 als eher gering einzuschétzen

ist.

6.1.4 Zusammenfassung der Glykoclustersynthesen

Insgesamt konnten sechs unterschiedliche Aminosdure-basierte Glykocluster (Tab. 8) tiber
kurze Syntheserouten dargestellt werden. Diese sollten nun im biologischen Test auf ihre

Potenz als Inhibitoren bakterieller Adhdsion untersucht werden.

Tabelle 8: Ubersicht iiber die dargestellten Aminoséure-basierten Glykocluster.
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6.2 Biologische Tests der Glykocluster

6.2.1 Hintergrund und Durchfiihrung

Die synthetisierten Glykocluster wurden auf ihre Wirkung als Inhibitoren bakterieller

U4 Das neue

Adhision in einem von M. HARTMANN modifizierten Biotest untersucht.
Testverfahren besitzt gegeniiber dem sonst hiufig eingesetzten ELISA!'” einige Vorteile.
Zum einen benoétigt die modifizierte Version halb so viele Einzelschritte (Zugabe- und
Waschschritte) wie der ELISA, zum anderen kann die unmittelbare photometrische
Auslesung gebundener bzw. adhésierter Bakterien erfolgen. Dies wird durch die
Verwendung von Typ-1-Fimbrien expremierenden E. coli.-Bakterien moglich, die
zusitzlich das Gen fiir GFP (engl. green fluorescent protein) tragen.'*’ Beim ELISA

dagegen wire die Detektion der Bakterienmenge erst durch die Zugabe eines Antikorpers

und eines Antikdrper-Enzym-Komplexes, der eine Farbreaktion auslost, moglich.

Bakterien

Testsubstanz (Inhibitor)

Mannan beschichtetes
Well der Mikrotiterplatte

Abbildung 73: Schematische Darstellung der vier Teilschritte des Adhésionstests.

Der verwendete Test besteht aus vier Teilschritten. Im ersten Schritt (Abb. 73, I) wurden
die Wells der Mikrotiterplatten mit Mannan beschichtet. Freie Flichen wurden durch die
Zugabe von BSA blockiert. Danach erfolgte die Zugabe des Inhibitors (Testsubstanz) und
dann die der gentechnisch verdnderten Bakterien. Wiahrend die Inhibitorkonzentration

durch eine serielle Verdiinnungsreihe iiber einen breiten Konzentrationsbereich variierte,
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wurde stets die gleiche Menge Bakterienmenge eingesetzt. Im zweiten Schritt (Abb. 73,
IT) wurde fiir 45 Minuten bei 37°C inkubiert. In dieser Zeit konkurrierte der Inhibitor mit
dem Mannan um die Bindung mit den Bakterien. Je hoher die inhibitorische Potenz der
Testsubstanz, desto weniger Bakterien binden an das Mannan. Im dritten Schritt (Abb. 73,
IIT) wurden alle nicht an die Mannan-funktionalisierte-Platte gebundenen Inhalte durch
mehrfaches Auswaschen entfernt. Dadurch blieben nur die ans Mannan gebundenen
Bakterien zurilick, deren Menge nun im vierten Schritt iiber eine Fluoreszenzmessung
bestimmt werden konnte. Die prozentuale inhibitorische Potenz (I) der Testsubstanz
konnte nun mit Hilfe einer Blindprobe (BP) ohne Inhibitor mit der Formel 1 berechnet

werden.

_ BP—Messwert des Inhibitors y
BP

I 100

Formel 1: Berechnung der prozentualen inhibitorischen Potenz eines Inhibitors.

AnschlieBend wurde der 1Cso-Wert mit Hilfe einer sigmoiden Ausgleichskurve ermittelt.
Hierfiir wurde die prozentuale inhibitorischen Potenz (I) gegeniiber der Konzentration
logarithmisch aufgetragen. Der ICso-Wert bezeichnet dabei die Konzentration, bei der eine
50%ige Inhibition bakterieller Adhésion stattfindet. Je niedriger der ICso-Wert, desto
besser ist der Inhibitor. Da auf Grund duBerer Einfliisse auf die Testreihen die erhaltenen
Absolutwerte in diesem Verfahren nicht untereinander vergleichbar sind, werden die ICso-

Werte auf die Referenzsubstanz Methylmannosid (141) bezogen.

6.2.2 Ergebnisse

Die synthetisierten Glykocluster 114, 115, 130, 135, 136 und 137 wurden im Folgenden
auf ihre inhibitorische Potenz als Inhibitor Typ-1-Fimbrien vermittelter bakterieller
Adhision getestet. Des Weiteren sollten auch die drei Sduren 92, 93 und 94 und ihre
Methylesterderivate 101, 102 und 103 untersucht werden, da friihere Untersuchungen
einen erstaunlich hohen Inhibitor-Wert fiir das monovalente aromatische Derivat 94
berichtet hatten. Durch den direkten Vergleich der Methylester mit den dazugehdrigen
freien Sduren sollte ein ,,Sdureeffekt™ ausgeschlossen werden, d. h., es sollte gepriift
werden, ob die hohen Werte durch die Geometrie des Liganden, durch chemische
Reaktionen oder Wechselwirkungen mit freien Carboxylfunktionen der getesteten

Glykoconjugate bedingt waren.
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Mit jeder Testsubstanz wurden bedingt durch die geringen Substanzmengen eine Messung
durchgefiihrt und die ICs)-Werte bestimmt. Aus den erhaltenen ICsp-Werten wurden
zudem die relativen ICso-Werte (RICsp) in Bezug auf die Referenzsubstanz 141 ermittelt.
SchlieBlich wurde auch der valenzbereinigte RICsq) bestimmt. Die Valenz bestimmt sich

aus der Anzahl der Mannosyl-Einheiten in der Testsubstanz.

RIC,, = IC,, (Referenzsubstanz)

IC,, (Testsubstanz)
RIC
RIC =—0
P Valenz

Formel 2 und 3: Formeln zur Berechnung des RICsy und RICs,).

Die graphische Darstellung einer solchen Messung ist in Abbildung 74 zu sehen. Tabelle 9
zeigt die ermittelten 1Cso-Werte, die relativen 1Cso-Werte, die sich auf Methylmannosid
141 beziehen, und die valenzbereinigten Werte der relativen inhibitorischen Potenz
(RICsoup)). Fiir einen besseren Vergleich wurden die RICsq»)-Werte in Abbildung 75 als

Sdulendiagramme nebeneinander dargestellt.

100

80

[=2]
o
|

% Inhibition
8
1

20

04

1000 100 10 1 0.1 0.01 1E-3 1E-4 1E-5

¢ (Inhibitor) / mM

Abbildung 74: Inhibitionskurven des Adhésionstests mit den synthetisierten Glykoclustern 114, 115, 130
und 135. In griin die Kurve der Vergleichssubstanz 141.
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Tabelle 9: ICs)-Werte der Glykocluster und die daraus resultierenden RICsy- und RICsq,5)-Werte.

Verbindung IC50 [mM] RIC50 RIC5o(vb)
MeMan (141) 1.39 1 1
114 0.23 6 3
MeMan (141) 3.50 1 1
115 0.053 66 17
MeMan (141) 5.0 1 1
130 0.027 185 62
MeMan (141) 7.33 1 1
135 0.34 22 7
136 - - -
137 - - -
70- 62
60
50
40
RIC50(vb)
30+
17
20
7
10| 3
0,
114 115 130 135

Abbildung 75: RICs,-Werte der getesteten Glykocluster.

Die RICsous)-Ergebnisse aller getesteten Glykocluster zeigen, dass alle Cluster bessere
Inhibitoren als Methylmannosid 141 sind (Tab 9). Der divalente Cluster 114 und der
trivalente Cluster 135 inhibieren nur geringfiigig besser als die Vergleichssubstanz 141.
Deutlich bessere Ergebnisse erzielten der tetravalente Cluster 115, der die bakterielle
Adhésion von E. coli 17 mal besser inhibierte als 141, und der trivalente Cluster 130, der
62 mal besser inhibierte als 141 und somit die beste inhibitorische Potenz beim Vergleich

aller synthetisierten Cluster aufwies. Diese beiden Cluster (115 und 130) besitzen
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mindestens ein aromatisches Aglykon und bestdtigen damit erneut, dass Testsubstanzen
mit aromatischen Spacern auf Grund der Wechselwirkungen mit dem Tyrosintor des
Adhidsins FimH eine erhdhte inhibitorische Potenz aufweisen. Die deutlich besseren
inhibitorischen Werte des trivalenten Clusters 130 gegeniiber dem tetravalenten Cluster
115 konnen moglicherweise liber die Zucker-Valenzen erklart werden. Zwar besitzt jeder
Cluster zwei aromatische Aglykons, doch besitzt jede Mannoseeinheit von 130 im

Durchschnitt  Phenyleinheiten, 115 jedoch nur  Phenyleinheit. Hierdurch erzielt der

niedriger valente Cluster 130 ein deutlich besseres Ergebnis als der hoher valente Cluster
115. Fiir die beiden Clustern 136 und 137 konnte kein ICso-Wert ermittelt werden, da fiir
eine messbare Inhibition keine ausreichend hohe Konzentration in den Verdiinnungsreihen
erreicht wurde. Die ermittelten Werte der Carboxyl-funktionalisierten Mannose-Derivate
92-94 und ihrer Methylester 101-103 sind in Tabelle 10 und als Balkendiagramme in
Abbildung 76 dargestellt. Erneut weisen die beiden Substanzen mit aromatischen Aglykon
(94 und 103) die besten Werte auf. Deutlich zu erkennen ist, dass alle freien Saure-
Derivate stets bessere Inhibitoren als ihre Methylester sind. Es kann also von einem
Lwyaureeffekt™ gesprochen werden. Wie genau die Verstirkung der Inhibition durch die
freie Carboxylfunktion erfolgt, miisste durch weitere Tests oder durch computerbetriebene

Dockingexperimente geklart werden.

Tabelle 10: ICs-Werte der Mannosylsduren und ihrer Methylester und
die daraus resultierenden RICso- und RICsg,;-Werte.

Verbindung ICso [mM] RICs RICs00p)
MeMan (141) 8.12 1 1
92 14.6 0.55 0.55
MeMan (141) 4.45 1 1
101 1.36 3.27 3.27
MeMan (141) 6.94 1 1
93 4.72 1.47 1.47
MeMan (141) 6.23 1 1
102 1.00 6.23 6.23
MeMan (141) 6.43 1 1
94 0.17 38 38
MeMan (141) 6.43 1 1
103 0.12 54 54
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50+
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20+
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Abbildung 76: Balkendiagramm der RICs,;) -Werte der getesteten Mannose-Derivate 92-94 und 101-103.

6.3 Fazit und Ausblick

Die erzielten Ergebnisse bei der Testung der antiadhdsiven Eigenschaften der
synthetisierten der Glykocluster bestétigen die bisherigen Beobachtungen, die besagen,
dass durch multivalente Inhibitoren eine moderate Erhohung der Inhibition bakterieller
Adhésion erreicht werden kann. Ein Cluster-Effekt, bei dem ein linearer Anstieg der
Zucker-Valenz von einem exponentiellen Anstieg der Inhibition begleitet wird, konnte
nicht nachgewiesen werden. Sehr wahrscheinlich spielen neben der Valenz noch weitere
Faktoren eine entscheidende Rolle. Auffillig ist hierbei, dass die Wahl des Aglykons einen
groBeren Einfluss auf die inhibitorische Potenz besitzt als geringe Valenzunterschiede. Fiir
folgende Untersuchungen wire daher der Aufbau einer Clusterreihe mit verschiedenen
Valenzen interessant, in denen nur phenylische Spacereinheiten verwendet werden.
Vielleicht konnten bei diesen, sehr wahrscheinlich gut inhibierenden Substanzen eine Art
Cluster-Effekt beobachtet werden, oder andere interessante Riickschliisse tiber Struktur-
Aktivitits-Beziehungen gezogen werden.

Auch die Verwendung von Carboxylfunktionen scheint ein viel versprechender Ansatz fiir
das Design von Glykomimetika zu sein, da die freien Sdure-Derivate immer bessere
Ergebnisse bewirkten als bei der blockierten Variante beobachtet werden konnte. Daher

konnte man in folgenden Testreihen Carboxylfunktionen mit einem aromatischen Aglykon
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kombinieren, um so moglicherweise beide Verstirkungseffekte in der Inhibition

bakterieller Adhésion nutzen zu konnen.
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7 Mannosidische Glykopeptide

7.1 Einleitung

7.1.1 Tragermaterialien und Linker fur die SPPS

Die richtige Auswahl des Harzes und des Linkersystems in Kombination mit der
ausgewdhlten Schutzgruppenstrategie ist entscheidend fiir eine erfolgreiche SPPS (Solid
phase peptide synthesis). Seit der ersten SPPS von R. B. MERRIFIELD et al..®*! hat es eine
Vielzahl an Entwicklungen im Bereich des festen Trégermaterials gegeben. Heutzutage ist
eine breite Palette an verschiedenen Polymeren und Linkern kommerziell erhéltlich.
Haufig verwendete sind hierbei Polyamid- oder

Polymertypen Polystyrol-,

Polyethylenglykol-Harze, die sich hauptsédchlich hinsichtlich ihres Quellverhaltens in den

[130] Die unterschiedlichen

einzelnen Losungsmitteln und in der Einsatzbreite unterscheiden.
Linker-Typen konnen an Hand ihres Abspaltungsprotokolls unterteilt werden.

Exemplarisch sind einige Linker-Systeme und ihre Abspaltungsbedingungen in Tabelle 11

aufgelistet.
Tabelle 11: Verschiedene Linker-Systeme fiir die SPPS
Struktur Name Abspaltung
HOHZC@OCHZ—Qfé Wang 95% TFA
MeO
o
y OHZC@ OCH2@§ SASRIN 1% TFA
HoN
Do
1 0
O OMe Rink 95% TFA
MeO
O,N
HO % ,»Affymax-
O(CH)3CHO hv
Linker*
OMe

Pd(PPhs3)s,

Br/\/\/oéﬂoﬁfvc HYCRON ,
3 Nukleophil
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B oder

Hiufig verwendete siurelabile Linker fiir Glykopeptidsynthesen sind Wang-!
Rink-Linker!"®, von denen die Abspaltung des Peptids mit Hilfe von TFA gelingt.
Deutlich mildere Abspaltungsbedingungen koénnen bei der Verwendung des SASRIN-

Linkers!">>">

eingesetzt werden, wodurch die Gefahr einer O-glykosidischen
Bindungsspaltung bei der Abspaltung vom Harz deutlich sinkt. Der Gebrauch von UV-
labilen Linkern ermoglicht die Abspaltung von vollstindig geschiitzten Glykopeptiden.
Allerdings waren in den ersten Generationen dieser Klasse die Ausbeuten bei der
Abspaltung noch sehr gering bzw. diese erwiesen sich als basenlabil und waren damit fiir

¢ [155

den Einsatz im Fmoc-Protokoll ungeeignet.'> Erst durch die Entwicklung des Affymax-

[157] wie

Linkers konnten diese Probleme behoben werden.!"*® Linker mit Allylfunktionen,
der HYCRON-Linker™ sind unter nahezu neutralen Bedingungen abspaltbar und
tolerieren so die meisten géngigen Schutzgruppen.

In dieser Arbeit wurde fiir die Synthese der Peptide und Glykopeptide als polymere
Tragersubstanz immer ein Wang-Harz (Wang-Linker mit Polystyrol-Harz) benutzt, da
dieses in der Arbeitsgruppe LINDHORST schon mehrfach erfolgreich eingesetzt worden

14U Um einen Kapazititsverlust des Harzes zu vermeiden, wurde auf kommerziell

war.
erwerbliches bereits beladenes Wang-Harz zuriickgegriffen, da die Veresterung der ersten
Aminosdure mit dem Harz oft nur in geringen Ausbeuten erfolgt und so eine Minimierung
der Gesamtausbeute eintreten wiirde. Dabei fiel die Wahl aus 6konomischen Griinden auf

ein Fmoc-L-Alanin-Wang-Harz und ein Fmoc-Glycin-Wang-Harz (Abb. 77).

(@]
o oDy
(@]
NHFmoc

NHFmoc
R
R'=H oder CH;

Abbildung 77: Schematische und Detailansicht des Fmoc-Ala-Wang-Harzes
und des Fmoc-Gly-Wang-Harzes.

7.1.2 Kupplungsreagenzien fir die SPPS

In der Literatur ist eine Vielzahl von Aktivierungsreagenzien fiir Aminosduren
beschrieben. Hierbei wird zwischen Aktivester-, Sdurehalogenid-, Carbodiimid-, Uronium-
bzw. Guanidiniumsalz- und anderen Aktivierungen unterschieden. In der Peptidsynthese

haben sich, auf Grund ihrer hohen Ausbeuten vor allem Reagenzien mit in situ-
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Aktivierung bewidhrt. Diese werden vor der Reaktion mit der Aminosdure

zusammengegeben wobei erst danach die eigentliche reaktive Spezies entsteht.

NM82 NMeZ NM62
0@ 0@ 0@
N '\i NM62 '\i NMe2 '\i NMez
AN \ N N
N © N S N ©
HATU E;[N" Pr  MBTY @EN” PR BTV @[N'/ BF
OH OH
NN N,
HOALt EJ: N HOBt N
N N
F
HO F
Pfp DCC QN=C:N@ DIC >—N:C:N4<
F F
F

Abbildung 78: Aktivierungsreagenzien und Aktivestervorstufen fiir die Peptidsynthese.

Bei der Carbodiimidmethode!™ werden zur Aktivierung der Carboxylfunktion der
Aminosdure DIC oder DCC eingesetzt. Hierbei bildet sich ein aktivierter O-
Acylisoharnstoff, der dann mit der freien Aminogruppe der Peptidkette weiterreagiert.
DCC kann im Gegensatz zu DIC in der SPPS nicht eingesetzt werden, da der in der
Reaktion entstehende Dicyclohexylharnstoff unldslich ist und somit abfiltriert werden
miisste. Insgesamt sind die Ausbeuten und die Reaktionsdauer bei der Verwendung der
Carbodiimidmethode nicht optimal. Heutzutage werden daher meist die modernen
Kupplungsreagenzien vom Uroniumtyp wie HBTU!® oder TBTU"®Y in einer méglichen
Kombination mit HOBt"'®*! oder HOAt!'®! verwendet. Diese erzeugen den Aktivester
direkt, der dann mit einem freien Amin zum Amid weiterreagiert. Bei sterisch
anspruchsvollen Kupplungen oder teuren und schwer zugénglichen Bausteinen wird haufig
das Kupplungsreagenz HATU!"® benutzt. Dieses zeichnet sich durch schnelle Umsitze
und hohe Ausbeuten aus und konnte auch bereits erfolgreich fiir die Kupplung
ungeschiitzter Glykocluster mit Carbonsduren verwendet werden.!'*'®*! In der Literatur
werden die Kupplungsreagenzien (HATU, HBTU und TBTU) als Reagenzien vom
Uroniumtyp bezeichnet. Sie besitzen jedoch alle in kristalliner Form eine Guanidinium-
Struktur (Abb. 79). wie erst spdter durch Rontgenstrukturanalysen bewiesen werden

konnte, 6%
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MesN
® 2 7@/N|v| )
/ NM62
N N N
N N N \
| N S | N S
Z~N PFe Pz No PFe
0
€]
urspriinglich postulierte in der Kristallstruktur vorliegende
Form von HATU Form von HATU

Abbildung 79: Urspriingliche und nachgewiesene Form von HATU.!'®!

In Losung befindet sich die Guanidinium-Form allerdings in Gleichgewicht mit der

[167) 50 dass die urspriinglich eingefiihrten Namen beibehalten wurden

Uronium-Spezies,
und auch die Strukturformeln meist als Uronium-Struktur formuliert werden.

Um der Gefahr von Racemisierung entgegenzuwirken, werden in der Peptidsynthese im
Allgemeinen die Additive HOBt oder HOAt verwendet. Diese verhindern durch das
Abfangen des Acyluronium-Zwischenprodukts (142) zum Aktivester 143 die Bildung des
leicht racemisierenden Oxazolons (144) und fithren so zur gewiinschten Peptidkupplung

(Abb. 80).

RO_N_H RO

H
N R RO._N H
Q. NHFmoc VY B %) ) BH PN +HY
S 2 o) R 0~ B 0 R
Q—\H R BH Yo 144
149
o)

O‘NHZ 0

epi-151 epi-150
Racemisierung Me,N~ “NMe,
NMe,
O\
2

!

\ ' I
R R o | N4z NN RO\[((N R
OH Base o N | TN+ /\;\(
FmocHN —==» FmocHN —_— N o o Xo
0 0 K
145 146 148 Me,N"® NMe,
142

R : Aminoseitenkette

O Peptidkupplung j\

R - ’Q Me,N~ “NMe,

. FmocHN
Q :Harz O NHFmoc -148 A

> RGN,

Q—\H R QN+, N N

151 M N

Abbildung 80: Mechanismus der Peptidkupplung mit einem Uroniumsalz und HOB,
um die Problematik der Racemisierung zu vermeiden.
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7.1.3 Allgemeines Protokoll fir die Peptid-Festphasen-Synthesen

Sowohl die Synthese der Peptide als auch
Schliff

NS 29 die der Glykopeptide erfolgten manuell nach
der Fmoc-Strategie in einem Glasreaktor
Eﬁiﬁ}ﬂame. e (Abb. 81)."® Fiir den Seitenkettenschutz
\*‘ der unglykosylierten Aminosiduren wurden
I Glasfritte orthogonal stabile Schutzgruppen genutzt.
/ e Dies waren bei der Verwendung von Serin

Einlass ——
3-Wege- und Tyrosin fert-Butylether und bei der
e u Verwendung von Lysin Boc-Schutzgruppen.
Argon <— Diese Schutzgruppen wurden gewdihlt, um

Nebenreaktionen der Seitenketten in der

Schliff

Zum Kolben mit
NS 145

Vakuumanschluss SPPS zu verhindern und wurden parallel mit
Abbildung 81: Glasreaktor fiir Peptidsynthesen 4T AAbspaltung - des  Peptids  vom  Harz

an fester Phase.!'"" entfernt. Zu Beginn jeder Synthese wurde
das Harz mindestens zwei Stunden in DMF gequollen. Vor der Kupplung einer
Aminosdure wurde die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe durch zweimalige Behandlung mit
einer 20%igen Piperidin-Losung entfernt. Die Kupplungen der unglykosylierten
Aminosduren wurden mit HBTU/HOBt und DIPEA bei einer Reaktionszeit von vier
Stunden durchgefiihrt. Die Kupplung der glykosylierten Aminosduren und der

nichtproteinogenen Aminosdure Diaminopropionsdure (Dpr) erfolgte mit dem gegeniiber

HBTU reaktiveren HATU und DIPEA bei Reaktionszeiten iiber Nacht.

O

O—O>_(NHFmoc

1. Piperidin, DMF
n-mal 2. Aminosaure, HBTU, HOBt, DIPEA, DMF
oder HATU, DIPEA, DMF
3. Ac,0, DIPEA, DMF

o) R [0 o) R |0
H 71)\ ﬂ\(“ 4. TEAICH,CI, (4:1) H m)\ &/H
Qo N[ e HO N e
o) R O o] R O
L Jnl N | n1

Abbildung 82: Schematische Darstellung des allgemeinen Festphasenprotokolls.
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Nach jedem Kupplungsschritt wurden nicht umgesetzte Aminofunktionen durch Zugabe
von Ac,O und DIPEA acetyliert. Dieser Blockierungsschritt (capping) verhinderte das
Auftreten von Fehlsequenzen, die sich um eine oder mehr Aminosduren von dem
gewiinschten Produkt unterscheiden und die Aufreinigung des Produktes stark
beeintrichtigen wiirden.['®! Die Abspaltung der unglykosylierten Peptide erfolgte mittels
TFA und CH)Cl, (4:1); Glykopeptide wurden mit TFA und CH,Cl, (1:1) vom Harz
gespalten (Abb. 82).

7.2 Durchgefuhrte Synthesen

7.2.1 Synthese der Peptide und Glykopeptide fiir Methode 2

Um die mannosidischen Sduren 92, 93 und 94 (vgl. Kapitel 5.1) mit peptidischen
Strukturen zu konjugieren, miissen diese Peptide freie Aminofunktionen an ihren
Seitenketten tragen. Durch die Verwendung unterschiedlich langer Seitenketten sollte der
Einfluss der Flexibilitidt der gekuppelten a-Mannoside auf die inhibitorische Potenz der
Glykokonjugate festgestellt und bewertet werden. Daher wurde neben der natiirlichen
Aminosdure L-Lysin auch die nichtproteinogene Aminosiure L-Diaminopropionsdure fiir

die Peptidsynthese verwendet (Abb. 83).

NH,
HoN
O 0]
HoN HoN
OH OH
152 153
L-Lysin L-Diaminopropionsaure

Abbildung 83: L-Lysin (152) und L-Diaminopropionséure (153) als Ankniipfungspunkte
fiir die Darstellung von Glykopeptiden nach Methode 2.

Neben der Flexibilitit sollte die Auswirkung des Kohlenhydratabstandes und der
Kohlenhydratdichte auf die biologischen Eigenschaften der jeweiligen Glykokonjugate
untersucht werden. Ein moglicher Ansatz, dies zu testen, ist die Synthese von
unterschiedlichen Peptiden, bei denen Anzahl und Abstidnde der Ankniipfungspunkte fiir
die Kohlenhydratkonjugation variiert werden. Es wurden die in Abbildung 84 aufgefiihrten
Zielpeptide 154-157 ausgewihlt und nach dem allgemeinen Festphasenprotokoll in guten
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bis sehr guten Ausbeuten synthetisiert. Alle Peptide konnten ohne weitere Aufreinigung

direkt in den folgenden Synthesen eingesetzt werden.

(@] (@] (@] o y o y o
//u\N/J\WT/N\?/JL\N//\TT/N\*/JL\N/J\TTADH
NH, NH, H o < H o P o
NH, NH,

154, 91%

155, 82%
0 e e e
)LNJ\NN_JLNWWLNWULNJYOH
H o _W\H o _W\H o " o
NH, NH, NH, NHz
156, 74%
e e L O
Ay N¢LNJ\WN¢LOH
o " o H o =
\ 157, 89%
NH,

Abbildung 84: Synthetisierte Peptide 154-157 fiir die nachtrégliche Zuckerkonjugation.
Die ermittelten Ausbeuten beziehen sich auf die angegebene Vorbeladung des Harzes.

Im néchsten Schritt wurde das Peptid 154 in drei Ansdtzen mit je einer der drei
mannosidischen Sduren, 92, 93 oder 94, in Losung umgesetzt (Abb. 85). Bei allen
folgenden Kupplungen wurde immer ein doppelter Uberschuss der mannosidischen Siure
pro peptidischer Aminogruppe eingesetzt. In keiner der Zuckerkonjugationen konnte nach
einer Reaktionszeit iiber Nacht noch peptidisches Edukt per MALDI-ToF-MS-Analyse
detektiert werden. Neben den disubstituierten Produkten waren jedoch in allen Ansétzen
auch monosubstitutierte  Verbindungen nachweisbar. Die Aufreinigung dieser
Glykopeptide-Produktgemische erwies sich, bedingt durch den hohen Uberschuss der
eingesetzten Sdurederivate, als kompliziert. Doch konnte die Problematik durch die
Kombination von MPLC, anschlieBender GPC und abschlieender HPLC in jedem Fall
gelost werden. Allerdings sind die erzielten Ausbeuten im Fall der Glykopeptide 158 und
159 mit 15% bzw. 16% unbefriedigend. In beiden Fillen fiel vor allem das
monosubstituierte Derivat mit circa 35% an. Die Peptidkupplung mit dem S-
glykosidischen Derivat 93 zum Glykopeptid 160 verlief mit 25% dagegen in besseren
Ausbeuten, was schwer erklarbar ist. Die NMR-Spektren der synthetisierten Glykopeptide

wurden in einem Gemisch aus HO/D,0 (10:1) mit einem pH-Wert von 4.5 aufgenommen.
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Durch diese Ldsungsmittelkombination verlangsamte sich der ansonsten schnelle
Austausch der Amidprotonen stark, so dass diese in allen Protonenspektren sichtbar
blieben. Das erwartet starke Wassersignal konnte mit Hilfe der Wasserunterdriickung
durch selektive Sittigung gering gehalten werden. Die ebenfalls unterdriickten
Protonensignale der Zielmolekiile in diesem Bereich konnten nur noch iiber 2D-Spektren

detektiert werden. Die Bestimmung ihrer Kopplungskonstanten ist somit nicht moglich.

Qﬁ ALK,

160, 25%

ACHN\_)J\N H
= o

158, 15%

O~ 'NH O~ 'NH

159, 16%

O H O H O
AcHN\_)J\N N\)J\N N\_)J\OH
L Ho§

Abbildung 85: Synthese der Glykopeptide 158-160 mit Peptid 154 und den mannosidischen Saurederivaten
92-94. a) HATU, DIPEA, DMF, 0°—Raumtemp.
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Um die Auswirkung der Spacerlinge auf die biologischen Eigenschaften synthetischer
Glykopeptide ermitteln zu konnen, wurden die zu 158 und 159 (Abb. 85) analogen
Verbindungen 161 und 162 ausgehend von dem Peptid 155 synthetisiert (Abb. 86), da
dieses Aminogruppen fiir die Konjugation per Peptidkupplung an kiirzeren Spacern als das

Lysin-Peptid 154 tragt.

92, a) 94, a)

o NH NH 0 o
H H H
AL
o = " ¢ H o =
161, 21% © ©
NH NH
H\)?\ Hﬂ ij
\[(N: N N N OH
o = " o H o =
162, 32%

Abbildung 86: Funktionalisierung des Peptids 155 mit den mannosidischen Sduren 92 und 94.
a) HATU, DIPEA, DMF, 0°—Raumtemp.

Beide Ziel-Glykopeptide, 161 und 162, konnten analog zur Herstellung der Glykopeptide
158-160 synthetisiert und in dhnlichen Ausbeuten isoliert werden.

Ein  weiterer  Eigenschaftsparameter der avisierten  Glykopeptide ist ihre
Kohlenhydratdichte und die rdumliche Anordnung der Zucker-Dekoration. Um
diesbeziiglich einen Vergleich zu ermoglichen, wurden das Peptid 156 mit drei
Aminogruppen sowie das Peptid 157 mit zwei Aminogruppen in grofer rdumlicher Néhe

mit Zuckern funktionalisiert. Die Umsetzung mit dem aromatischen Sduremannosid 94
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lieferte die Glykopeptide 163 und 164 ohne weitere Komplikationen (Abb. 87). Auf eine
Synthese mit den aliphatischen Bausteinen 92 und 93 wurde hier verzichtet, da das
Glykokonjugat mit dem aromatischen Aglykon auf Grund bekannter Testergebnisse
anderer Mimetika®! den groBten Erfolg versprach. Entsprechend konnte gehofft werden
einen Unterschied zwischen den biologischen Eigenschaften der einzelnen Glykopeptide

detektieren zu konnen.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass damit vier Peptide durch SPPS und sieben
Glykopeptide nach der Methode der nachtriglichen Zucker-Funktionalisierung eines
Peptids (,,Methode 2%) erfolgreich synthetisiert werden konnten. Die Ausbeuten variierten
dabei von besseren 32% bis zu moderaten 15%. Als problematisch erwies sich die
Aufreinigung der  Glykopeptide, die aber durch Kombination mehrerer

chromatographischer Techniken beherrscht werden konnte.
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Abbildung 87: Synthese der Glykopeptide 163 und 164 nach der Methode der nachtréiglichen
Zuckerfunktionalisierung. a) HATU, DIPEA, DMF, 0°—Raumtemp.
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7.2.2 Synthese der Glykopeptide nach Methode 1
Nach der Synthese der Glykopeptide 158-164 durch nachtragliche Zucker-

Funktionalisierung von  Peptiden wurde 1m  Weiteren der Aufbau von
Glykopeptidstrukturen durch Peptidkupplung von Glykoaminoséure-Bausteinen verfolgt.
Um die Verwendbarkeit dieser Bausteine in der SPPS zu testen und Erfahrungen mit der
Methode zu sammeln, sollten die Glykoaminosdure-Derivate 19, 42 und 66 zunéchst in der

Synthese von drei Glykopeptid-Trimeren eingesetzt werden (Abb. 88).

OAC
AcO oA
c
AcO
OAc OAc -0

OAcC OAc
AcO -0 AcO O
AcO ACO NHFmoc

(@]
o N COOH
FmocHN OH FmocHN H )/

0 0
Ac0Q 0

19 42 AcO 66

ACO OAc

Abbildung 88: Die Glykoaminoséure-Bausteine 19, 42 und 66 fiir die SPPS.

Hierbei wurde stets die gleiche Aminosduresequenz gewéhlt. Beginnend mit Alanin folgte
nach dem allgemeinen Festphasenprotokoll die Kupplung des Glykoaminosdure-Bausteins
und abschliefend die Umsetzung mit Glycin (Abb. 89). Nach Abspaltung vom Harz
erfolgte die abschlieBende Acetylentschiitzung. Die Auswahl der Glykoaminosdure-
Bausteine 19 und 42 geschah auf Grund ihrer guten Verfiigbarkeit, der Glykoaminosiure

66 galt wegen der zwei Mannoseeinheiten besonderes Interesse.
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Abbildung 89: Allgemeiner Syntheseweg fiir die Synthese trimerer Glykopeptide.

Um einer Spaltung der glykosidischen Bindung vorzubeugen, wurde die Abspaltung vom
Harz mit einer Mischung aus TFA und CH,Cl, (1:1) durchgefiihrt. So konnten die
Glykopeptide 177-179 erfolgreich synthetisiert werden (Abb. 90).
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OH
OH OH oH
OH HO
oH OH
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HO 179, 33%
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LA,
O =
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Abbildung 90: Die synthetisierten trimeren Glykopeptide 177-179.

Im Anschluss an die Entschiitzung der O-Acetylgruppen erfolgte bei allen Zielmolekiilen
eine abschlieBende Aufreinigung mittels HPLC, wodurch die Glykopeptide in moderaten
Ausbeuten bezogen auf die angegebene Beladung des Harzes isoliert werden konnten.

Nach der erfolgreichen Darstellung der trimeren Glykopeptide sollten im Anschluss zwei
heptamere Glykopeptide synthetisiert werden (Abb. 91). Ausgehend von Fmoc-Gly-Wang-
Harz wurde zundchst die gemeinsame Aminosiuresequenz Gly-Gly-Ser-Ser(OMan)-Fmoc
(180) angestrebt. Nach Kupplung des Glykoaminosdure-Derivats 19 sollte das Harz
getrocknet und geteilt werden. Danach sollte die Synthese des Glykopeptids 181 erfolgen
und anschlieBend die des Glykopeptids 182, das sich nur in der flinften Aminoséure vom
Glykopeptid 181 unterscheidet. Im Fall von 181 sollte terminal L-Serin, bei 182 L-Tyrosin
verwendet werden. Die ersten drei Kupplungen verliefen ohne Probleme und die
gemeinsame Kernstruktur 180 konnte nach Testabspaltung einiger Harz-Kugeln
erfolgreich im MALDI-ToF-MS-Spektrum nachgewiesen werden. Das Harz wurde geteilt,
die restlichen Schritte vollzogen und das Glykopeptid 181 vom Harz abgetrennt. Das
acetylgeschiitzte Glykopeptid 181 wurde massenspektrometrisch nachgewiesen und
anschlieBend unter Standardbedingungen entschiitzt. Allerdings konnte das ungeschiitzte
Produkt 183 auch nach mehrmaliger Aufreinigung per HPLC und GPC nur stark
verunreinigt und in minimaler Ausbeute isoliert werden. Daher wurde auf die Darstellung

von 182 zunichst verzichtet.
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Abbildung 91: Syntheseplan zur Darstellung der heptameren Glykopeptide 182 und 183.

Die schlechte Ausbeute und die aufgetretenen Verunreinigungen bei der Synthese von
Glykopeptid 183 konnten verschiedene Griinde haben. Eine mdgliche Erkldarung konnte die
Entstehung von Fehlsequenzen sein. Besonders in den Kupplungsschritten mit den
Glykoaminosdure-Bausteinen ist eine unvollstindige Umsetzung zu vermuten, da hier nur
mit doppeltem anstelle des iiblichen vierfachen Uberschusses gearbeitet wurde. Eine

andere Erkldrung konnte in der nicht vollstidndig erfolgten Abspaltung liegen, da nur mit
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50% TFA-Losung gearbeitet wurde, um die O-glykosidischen Bindungen nicht zu
beeintrachtigen.

Somit war die Synthese eines grofleren Glykopeptids mit diesem Standardverfahren im
vorliegenden Fall nicht mdglich und wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter verfolgt.
Zuerst sollten die Ergebnisse der Glykopeptide 158-164 in biologischen Tests ausgewertet
werden, um dann Riickschliisse auf weitere geeignete Zielstrukturen aus der
Glykopeptidreihe ziehen zu konnen. Der Aufbau dieser Strukturen konnte wieder mit Hilfe
der schon erarbeiteten Glykoaminosédure-Bibliothek erfolgen, da diese eine Vielzahl an
Variationen und Moglichkeiten erlaubt und die SPPS mit solchen Derivaten in der
Literatur vielfach beschrieben ist. Die Methodik konnte von uns im kleinen Mafstab
nachvollzogen werden. Um die SPPS zu verbessern, sollten wichtige Anderungen
vorgenommen werden. Zum einem sollte anstelle des Wang-Harzes der SASRIN-Linker
zum Einsatz kommen, da dieser eine Abspaltung der peptidischen Strukturen mit 1% TFA
statt mit 95% erlaubt. Zum anderen wiirde der Einsatz eines automatisierten oder
semiautomatischen Synthesizers die Methode verbessern. Dieser wiirde neben einer
besseren Handhabung sowie schnelleren und intensiveren Spiilvorgédngen auch die
Moglichkeit bieten, den Umsatz der Kupplungen mittels Kontrollmessungen zu verfolgen,
wodurch deutliche Ausbeutensteigerungen und héhere Reinheiten zu erwarten wéren. Des
Weiteren sollte die Verwendung von héheren Uberschiissen, besonders bei der Umsetzung

der synthetischen Bausteine angestrebt werden.
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7.2.3 Zusammenfassung: Synthese der Glykopeptide nach Methode 1
und Methode 2

Zusammengefasst bleibt festzuhalten, dass zehn unterschiedliche Glykopeptide
synthetisiert werden konnten. Sowohl die Methode der nachtriglichen Zucker-
Funktionalisierung von Peptiden als auch die Verwendung der synthetischen
Glykoaminosdure-Bausteine in der SPPS fiihrten hierbei zum Erfolg. Diese synthetisierten
Glykopeptide 158-164 standen nun fiir die Testung als Inhibitoren Typ-1-Fimbrien

vermittelter bakterieller Adhésion in biologischen Tests bereit.

Tabelle 12: Uberblick iiber die synthetisierten Glykopeptide nach ,,Methode 1 und ,,Methode 2*.
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7.3 Biologische Tests der Glykopeptide

Die synthetisierten Glykopeptide 158-164 wurden, wie weiter oben beschriebenen, auf ihre
Potenz als Inhibitoren von Typ-1-Fimbrien vermittelter bakterieller Adhésion getestet. Die
aus den erhaltenen Kurven ermittelten 1Cso-Werte, die relativen 1Cso-Werte, die sich auf
Methylmannosid 141 beziehen, und die valenzbereinigten Werte der relativen
inhibitorischen Potenz (RICss)) sind in Tabelle 13 zusammengefasst. Fiir einen besseren
Vergleich wurden die RICsoqp-Werte in  Abbildung 92 als Sédulendiagramme

nebeneinander dargestellt.

Tabelle 13: I1Cs-Werte der Glykopeptide 158-164 und die daraus resultierenden RICsp- und RICs,)-Werte.

Verbindung ICso [mM] RICs RICs0,5)

MeMan (141) 8.3 1 1
159 0.49 17 9
161 1.77 5 3
162 0.19 44 22
163 0.81 10 3
164 0.076 110 55

MecMan (141) 183 1 1
158 8.04 2 1
160 7.62 2 1

60- 55

50

40

RIC50(vb) 30-
22

20

10+ 3

158 159 160 161 162 163 164

Abbildung 92: RICs,,-Werte der Glykopeptide 158-164.
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Der Vergleich der Ergebnisse zeigt, dass alle Glykopeptide bessere Inhibitoren als
Methylmannosid 141 sind (Tab. 13). Die valenzbereinigten Werte der Glykopeptide 158
und 160 sind dagegen nicht hoher als der monovalente Standard und auch die
Glykopeptide 161 und 163 zeigen nur minimal bessere Werte. Dagegen sind die
Ergebnisse von 159, 162 und besonders beim Glykopeptid 163 deutlich besser als die von
141. Diese drei Glykopeptide besitzen ein aromatisches Aglykon und bestdtigen die schon
mit den Glykoclustern erhaltenen Ergebnisse, bei denen die inhibitorische Potenz ebenfalls
durch die Verwendung von aromatischen Spacern deutlich anstieg. Auffillig ist das
Verhalten des Glykopeptids 163, das eine geringe inhibitorische Potenz zeigt, obwohl es
einen aromatischen Spacer besitzt. Durch den Einbau einer dritten Mannoseeinheit wurden
im Vergleich zu den Untersuchungen mit dem divalenten Glykopeptiden bessere
Ergebnisse erwartet, doch konnte dies nicht bestétigt werden. Eine mogliche Erkldrung
hierfiir konnte in der engen rdumlichen Anordnung der drei Mannoseeinheiten und ihrer
hohen Flexibilitét, die durch die lange Seitenkette des Lysins bedingt ist, liegen. Um der
gedringten Anordnung auszuweichen, konnte eine Verdrillung der Mannosereste erfolgt
sein, so dass das Glykopeptid nicht mehr als trivalente Testsubstanz im Test agiert hitte,
sondern sich beinahe wie ein monovalentes Mannosid verhalten hitte.

Die mit den Glykopeptiden erzielten Ergebnisse bestétigen die bisherigen Beobachtungen,
dass durch multivalente Inhibitoren eine moderate Erhohung der Inhibition in dem von uns
untersuchten Testsystem erreicht werden kann. Gilinstig wirkt sich weiterhin die
Einfiihrung eines aromatischen Aglykons aus, wobei aber auch der raumliche Aufbau des
Molekiils eine Rolle spielt, was durch einen Vergleich der Substanzen 159, 163 und 164

aufgezeigt werden konnte.
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7.4 Fazit und Ausblick

Die Synthese von Glykopeptiden aus carboxylierten Mannosiden und geeigneten Peptiden
fiihrte zu den Zielsubstanzen 158-164. Bei der Peptidkupplung konnten Ausbeuten
zwischen 15% und 32% erzielt werden. Biologischen Tests mit diesen Glykopeptiden
(158-164) zeigten, ebenso wie im Fall der Glykocluster (Kapitel 6.2), valenzkorrigiert eine
leicht erhohte inhibitorische Potenz gegeniiber Methylmannosid in der Inhibition der
bakteriellen Adhision von E. coli und liefen somit Schliisse iiber die Struktur-
Wirkungsbeziehung zu.

Die Synthese von Glykopeptiden an SPPS mit den synthetisierten Glykoaminoséure-
Derivaten konnte am Beispiel der Glykopeptide 177-179 erfolgreich durchgefiihrt werden.
Die Synthese eines groBeren Glykopeptids nach dieser Synthesemethode gelang jedoch
nicht. Spitere Arbeiten sollten dem Aufbau von groBBeren multivalenten Glykopeptiden aus
Glykoaminosdure-Derivaten per SPPS gewidmet sein. Dies sollte aufbauend auf den
Erfahrungen der hier dokumentierten Arbeiten, Diskussionen und
Optimierungsvorschldgen, sowie mittels des erarbeiteten Zugangs zu den

Glykoaminosédure-Derivaten gut moglich sein.
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8 Molekuldynamik-Simulationen

8.1 Einleitung

Wasser ist ein wichtiges Element in biochemischen Vorgidngen. Sowohl als Losungsmittel,
als auch als Reaktionsmedium ist es an beinahe allen Reaktionen, an den verschiedenen
Informationsfliissen und den zentralen Transportprozessen des Lebens beteiligt. Die
Strukturen und Funktionen von Kohlenhydraten, Proteinen und Glykoproteinen sind durch
die Notwendigkeit zur Interaktion mit Wasser daher besonders geprdgt. So spielt die
Bindung von Wassermolekiilen unter anderem eine entscheidende Rolle bei der Spezifitit

(1791 Aus den Kristallstrukturen von Antigen-

und Funktion von Proteinen als Katalysatoren.
Antikorper- und Protein-DNA-Komplexen sind obendrein iiber Wasser vermittelte
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen polaren Atomen bekannt.'’""'"*! Als priméres
biologisches Losungsmittel nimmt Wasser zudem eine entscheidende Rolle in
Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen, bei der Kohlenhydrat-Erkennung und bei
Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-Interaktionen ein. Auch in den Kristallstrukturen des
bakteriellen Lektins FimH im Komplex mit Mannose-Derivaten wurde stets ein
Wassermolekiil in der CRD nachgewiesen, das je nach Mannosederivat eine indirekte
Bindung zwischen einem Sauerstoffatom der Mannose und dem Protein erméglicht.!'*!7]
A. FucHs konnte in Molekiildynamik-Simulationen zeigen, dass die leere Bindungstasche

sieben Wassermolekiile komplexiert (Abb. 93).

-

Abbildung 93: Computersimulationen der CRD des bakteriellen FimH. Links: Wassermolekiile in der
Bindungstasche von FimH. In gelb sind die Wasserstoffbriickenbindungen dargestellt.
Rechts: Mannose und ein Wassermolekiil in der CRD von FimH.

R. U. LEMIEUX bezeichnete Wassermolekiile als ,,Chaperone‘“-Molekiile, da sie sowohl

Proteinen, als auch Kohlenhydraten erst zu ihrer aktiven Konformation verhiilfen.""’® Aber



8 Molekiildynamik-Simulationen 113

auch die makroskopischen Eigenschaften der Kohlenhydrate werden durch
Wassermolekiile verdndert. Exemplarisch ist hier die Verdnderung der Gefriertemperatur
bei Amylose und Amylopektin zu nennen.!'’”!

Trotz der immensen Bedeutung des Wassers in allen wichtigen Prozessen des Lebens ist
dessen Rolle auf molekularer Ebene im Detail noch wenig erforscht. Die Untersuchung
eines Wassersystems, das ein komplexes Molekiil umgibt ist problematisch. Die grofle
Anzahl an Wassermolekiilen, die Komplexitit des gelosten Stoffes und die hohe Mobilitét
in solchen Systemen erschweren dieses Vorhaben enorm. Molekiildynamik-Simulationen
sind eine Mdglichkeit, das Verhalten komplexer biologischer Molekiile in wéssrigem
Medium theoretisch zu untersuchen. Pionierarbeiten auf diesem Gebiet wurden 1979 von
B. P. vaN Enck und J. KROON mit der Simulation von Ribose und Desoxyribose und von
P. J. Rossky und M. KARPLUS mit Simulation des ersten Dipeptids in Wasser
geleistet.!' 7’1 Es folgten 1988 und 1989 die Simulationen von Mannitol und Sorbitol, o-

[

Cylcodextrin und Glukose in Wasser.!"*"'%% Weitere Untersuchungen an Disacchariden,

Glykoaminosduren und Glykopeptiden konnten den Einfluss des Wassers auf die Struktur

und die Funktion dieser Molekiile weiter untermauern.['8*18%!

8.2 Zielsetzung

Die aufgezdhlten Beispiele zeigen, dass Molekiildynamik-Simulationen (MD-
Simulationen) zur Betrachtung und Analyse von solvatisierten Systemen genutzt werden
konnen. Mit ihrer Hilfe konnen ungeklidrte Aspekte, wie beispielsweise die Rolle der
Strukturierung des Wassers in biologischen Prozessen auf molekularer Ebene untersucht
werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Einfluss des Wassers auf zwei Glykopeptide untersucht
werden, um erste Erfahrungen in der Durchfiihrung und Analyse solcher Simulationen zu

erhalten.
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8.3 Durchgefihrte Molekuldynamik-Simulationen

Alle Molekiildynamik-Simulationen wurden in fiinf

Teilschritten durchgefiihrt (Abb. 94). Zuerst erfolgte das [ System setup ]
Aufsetzen des Systems, wobei die Molekiile mittels des |
Xleap-Moduls erzeugt und solvatisiert wurden. [ ST

[
AnschlieBend wurde eine Energieminimierung des [ Aquilibriemngslﬁufe]

gesamten Systems durchgefiihrt, das danach in den |

Aquilibrierungsliufen auf die gewiinschte Simulations- [ LD SOl ]

temperatur aufgeheizt wurde. Im letzten Schritt der

Simulation erfolgte dann der eigentliche

Produktionslauf, dessen Daten anschlieBend analysiert
Abbildung 94: Die fiinf Teilschritte

wurden. Im Produktionslauf wird iiber einen bestimmten der MD-Simulationen.

Zeitraum bei konstanter Temperatur und Druck die Bewegung der in der Simulation
vorhandenen Molekiile im Raum aufgezeichnet. Fiir die MD-Simulation wurde auf zwei
modifizierte Varianten der Glykopeptide 177 und 178 (vgl. Kapitel 7.2.2) zuriickgegriffen.
Hierbei wurde lediglich das C-terminale Ende des Peptidstrangs mit einer NHMe-Gruppe
modifiziert, da eine freie Sdurefunktion nicht im Softwarepacket enthalten war und die
Implementierung einen unverhdltnismafigen Aufwand bedeutet hédtte. Besonderes
Interesse galt dabei den beiden glykosidischen Bindungsatomen, Sauerstoff und Schwefel.
Untersuchungen von F. WENNMOHS et al. zeigten, dass Schwefel ein beinahe ebenso guter

Wasserstoffbriickenakzeptor wie Sauerstoff ist.['*"!

OH

OH
HO -Q
HO

0] © H (0]
AcHNQLHLNNYmNHMe
O =

185

Abbildung 95: Darstellung der in den MD-Simulationen verwendeten Molekiile als
Strukturzeichnung und in der Stick-Darstellung, 185 (links) und 186 (rechts).
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Alle MD-Simulationen wurden mit der AMBER-Version 8.0 durchgefiihrt,!"*”'**! welche
speziell fiir Kohlenhydrate und kleine Glykopeptide entwickelt wurde. Innerhalb des
AMBER-Paketes wurde eine Kombination aus den GLY CAMO04-Kraftfeldparametern, dem
Standard-Wassermodell TIP3P und dem gaff-Kraftfeld (general AMBER force field)
verwendet.!' ¥

Die Erzeugung des Serin-Derivats 185 konnte ohne weitere Probleme mit dem Xleap-
Modul in AMBER erfolgen. Der Aufbau des Cystein-Derivats 186 war dagegen mit Hilfe
von Xleap nicht zu bewerkstelligen. Daher wurde das Molekiil mit Hilfe der Sketch-
Molecule-Funktion und Join-Molecule-Funktion aus dem Softwarepacket Sybyl''*"! von
Tripos Inc. in der Version 6.9 als mol2-Dateiformat erzeugt und anschlieBend mit Hilfe des
Antechamber-Moduls in das passende pdb-Dateiformat fiir AMBER umgewandelt. Beide
Strukturen wurden energieminimiert und anschlieBend solvatisiert. Im Fall des Serin-
Derivats 185 erfolgte dies mit 1153 TIP3P Wassermolekiilen und das Cystein-Derivat 186
wurde mit 1092 Wassermolekiilen umgeben. Im Folgenden wurden in beiden Systemen
zundchst nur die Wassermolekiile minimiert, wobei die Glykopeptide fixiert wurden,

danach erfolgte eine Minimierung des kompletten Systems.

Abbildung 96: Molekiil 185 (griin) in der Wasserbox aus 1153 Wassermolekiilen
mit einer Seitenlinge von 37.3 A.

In den anschlieBenden sieben kurzen MD-Simulationen (10 ps, alle 1000 fs ein Snapshot)
wurde das System schrittweise auf eine Temperatur von 340 K erwarmt. Die Simulationen
fanden bei erhohter Temperatur statt, um die im Verlauf der Simulationszeit auftretenden
energetisch hoheren konformativen Barrieren iiberwinden zu konnen. Um eine
Aquilibrierung des Systems zu gewihrleisten, erfolgte nun ein 5ns-Simulationslauf, der
abschliefend in einen 12 ns langen Produktlauf {iberging, in dem alle 1000 fs ein Snapshot

gespeichert wurde.
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8.3.1 Analyse der Simulationen

Vor der speziellen Analyse der Wasserumgebung, wie sie um die Glykopeptide herum
existiert, wurden die Eigenschaften des Gesamtsystems untersucht. Hierbei wurden fiir die
beiden Simulationsldufe die potentielle, die kinetische und die totale Energie, die
Temperatur, der Druck, die Dichte und das Volumen des 5ns-Aquilibrierungslaufs und des
12ns-Produktlauf analysiert. Diese Analyse gelang mit Hilfe des in Amber
implementierten perl-Skripts und der, wéhrend der Simulationen entstandenen Output-

files.
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Abbildung 97: Links: Energie-Daten von 185; Rechts: Energie-Daten von 186. ETOT steht fiir die totale
Energie, EPTOT fiir die potentielle Energie und EKTOT fiir die kinetische Energie des Systems.

Alle sechs Energiekurven erreichten innerhalb der ersten 1000 Pikosekunden einen nahezu
konstanten Wert, der liber die gesamte Simulation gehalten wurde. Hierbei zeigt der
Verlauf des griinen Graphen der kinetischen Energie in Abbildung 97, dass das
Temperaturthermostat fiir die Simulation korrekt funktionierte, da dieses mit der
kinetischen Energie gekoppelt war. Der weitgehend konstante Graph der potentiellen
Energie (rot) (Abb. 97) indiziert, dass die vorher durchgefiihrten Energieminimierungen
des Systems erfolgreich waren und dass ein Gleichgewicht erreicht wurde. Die totale

Energie (schwarz) (Abb. 97) ergibt sich aus der Addition der Energiewerte.
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Abbildung 98: Temperaturverlauf der Simulationen von 185 (links) und 186 (rechts).

Der Temperaturverlauf beider Simulationen (Abb. 98) war von kleinen Schwankungen
abgesehen konstant. Also konnte die angestrebte Temperatur von 340 K iiber den gesamten
Simulations-Zeitraum weitgehend gehalten werden. Eine Verinderung der Temperatur
wéhrend der Simulation wiirde eine Verdnderung der Energie des Systems aufzeigen und

damit einen Fehler im Simulationsverlauf bedeuten.
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Abbildung 99: Druckverlauf beider Simulationen (links: 185, rechts: 186).

Der Druckverlauf beider Simulationen (Abb. 99) schwankte zwar deutlich innerhalb eines
Druckbereichs zwischen -500 und 500 atm., kann aber dennoch als nahezu konstant
bewertet werden. Die negativen Driicke korrespondieren dabei mit Kréften, die versuchen
das Volumen der Box zu verkleinern, wiahrenddessen die positiven Driicke zu Kréften
gehoren, die das Volumen der Box zu vergroBern versuchen. Wichtig ist hierbei, dass der
Druck um 0 atm. pendelt, so dass in diesem Fall davon ausgegangen werden kann, dass

wihrend der Simulation ein Gleichgewicht des Druckes erreicht wurde.
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Abbildung 100: Volumenverlauf fiir die durchgefiihrten Simulationen (links:185, rechts: 186).

Das Volumen des Systems (Abb. 100) erreichte innerhalb der ersten Pikosekunden einen
anndhrend konstanten Wert, wodurch abermals auf ein erreichtes Gleichgewicht
geschlossen werden kann. Abschlieend erfolgte die Analyse der Dichte des Systems

wiahrend der Simulationszeit von 17 ns.
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Abbildung 101: Dichteverlauf der durchgefiihrten Simulationen (links: 185, rechts: 186)

Der Verlauf zeigt, es konnte fiir beide Simulationen ein nahezu konstanter Wert um eine
Dichte von 1.0 g/cm’ gehalten werden (Abb. 101), was dem realen Wert von reinem
Wasser (ca. 1.0 g/em’) bei 300 K entspricht. Die Dichte steht im Einklang mit dem vorher
analysierten Volumen. Wiirde sich das Volumen des System nicht relaxieren und einen
konstanten Wert einnehmen, sondern im Verlauf der Simulation stindig anwachsen, kdme
es zum Abbruch der Simulation und die Wasserbox wiirde explodieren. Dadurch wiirde
sich weiterhin die Dichte des Systems verringern. Die konstanten Werte von Dichte und

Volumen deuten also auf einen ordnungsgemifBen Verlauf der Simulationen hin.
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Nach der Analyse der wichtigsten Systemeigenschaften kann davon ausgegangen werden,
dass beide Systeme wihrend der Simulationszeit ein Gleichgewicht erreicht haben. Im
Weiteren wurde das Verhalten der Glykopeptidstrukturen wéhrend der 17ns-
Simulationszeit betrachtet. Dies kann durch Auftragung der Standardabweichung (root
mean square deviation, RMSD) von der Startstruktur gegen die Zeit erfolgen. Die RMSD
ist ein MaB fiir die Abstinde zwischen analogen Atomen in zwei Molekiilen im Raum.
Wird in der Simulation jedoch nur ein Molekiil betrachtet, bezeichnet die RMSD den
Abstand der Koordinaten der Atome, wenn die Strukturen zum Zeitpunkt t1 und t2
tibereinander gelegt werden. Ausgefiihrt wurde dieser Schritt mit Hilfe des ptraj-

Programms in AMBER.
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Abbildung 102: RMSD-Berechnungen der beiden Glykopeptidstrukturen (links: 185, rechts: 186).

Im Gegensatz zum Cystein-Derivat 186 besitzt das Serin-Derivat 185 eine vollkommen
gleichmaBige RMSD ohne wesentliche Schwankungen (Abb. 102). Im Fall des Cystein-
Glykopeptids 186 sind zwar deutliche Schwankungen zu erkennen, doch sind diese

Schwankungen noch im Toleranzbereich.

8.3.2 Betrachtung der Glykopeptid-Wasser-Struktur

Nachdem die Uberpriifung der Systemeigenschaften der beiden Simulationen von 185 und
186 keine Abnormalitdten ergab, wurde im Folgenden die Glykopeptid-Wasser-Struktur
genauer analysiert. Da eine visuelle Betrachtung und Analyse eines Systems von mehr als
1100 Molekiilen und die Beurteilung von 12000 Snapshots nicht moglich ist, wurde auf
literaturbekannte Verfahren zur Analyse von Wasser-Wasser- und Wasser-Substrat-
Interaktionen zuriickgegriffen. Hierfiir wurden mit Hilfe mehrere Fortran-Programme von

S. B. ENGELSEN!""? die 1D und 2D Radial-pair-distributions (RPD; engl. radiale-Paar-
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Verteilungen) und die Residence-time (engl. Verweildauer) der Heteroatome der beiden

Glykopeptide berechnet.

8.3.2.1 Eindimensionale Radial pair distributions

Um eine Vorstellung von Art und Struktur der Solvens-Umgebung um die Glykopeptide zu
erhalten, wurden Radial-pair-distribution-functions (RDF, g(r)) zwischen den
Heteroatomen der Glykopeptide und den Wassermolekiilen berechnet. Hierbei beschreibt
g(r) die Wahrscheinlichkeit des Auffindens von zwei Atomen im Abstand » im Verhéltnis
zu einer zufélligen Normalverteilung.

RDF wurden urspriinglich fiir Modellierungen in der Gasphase benutzt und beschreiben
dort die Anordnung der Gasteilchen um ein Molekiill im Vergleich zur idealen
Gasverteilung. Ubertragen auf Molekiilsimulationen in H,O beschreibt die RDF die
Verteilung der Wassermolekiile um ein Molekiil oder Heteroatom im Vergleich zum
unbeeinflussten Wasser, dem sogenannten ,,bulk-Wasser. Ein RPD-Wert von < 1 bei
einem Abstand r bedeutet also, dass die Wahrscheinlichkeit, ein Wassermolekiil im
Abstand r zum betrachteten Heteroatom zu finden, kleiner ist als im ,,bulk-Wasser®. In
anderen Worten ist bei RPD < 1 die Wasserdichte im Abstand r um das betrachtete
Heteroatom herum kleiner als bei einer Normalverteilung des Wassers.

Erwartet wurde also eine konstante Dichte im Bereich des ,,bulk-Wassers®, die sich der
Normalverteilung im groflen Abstand von den Glykopeptiden anndhert und bedingt durch
die Glykopeptid-Wasser-Interaktionen variierende Dichten in der Ndhe der Glykopeptide
aufweist. Hydrophobe Regionen in den Glykopeptiden bewirken dabei eine Reduktion der
relativen Dichte des Solvens-Wassers und hydrophile Regionen eine Erhéhung der
Wasserdichte um die untersuchten Zuckermolekiile.

RPD basieren auf einem experimentellen Hintergrund. In reinen Wassersystemen kann die
radiale Sauerstoff-Sauerstoff-Verteilungsfunktion durch Rontgenstreuungsexperimente

[193

gemessen werden.!'””) RDF wurden bereits in Literaturbeispielen verwendet, um die

Unterschiede zwischen der ersten und zweiten Hydratschicht um unterschiedliche Atomen
deutlich zu machen und zu analysieren.!'**'*¥

In unserem Fall wurden die RDF fiir beide Glykopeptidstrukturen (185 und 186) berechnet
und graphisch visualisiert. Der Ubersichtlichkeit halber wurden hierbei die Peptidatome
des jeweiligen Glykopeptids in einem Graphen (Abb. 104) und die Kohlenhydratatome in

einer zweiten Graphik (Abb. 105) zusammengefasst dargestellt. Zur verstidndlicheren
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Gestaltung der Auswertung wurden die untersuchten Atome der Glykopeptide wie folgt
durchnumeriert (Abb. 103):

12 12'
OH 11 OH 11’
13 OH 13 OH
HO -Q 10 HO -Q 10
HO HO
14 59 7 4 Lo 7
y 30 y O y 30 e
4
N N N N
SO e e e
H : 8 H 8
0 0 o) 4
1 5 T 5
185 186

Abbildung 103: Nummerierung der untersuchten Atome in den Glykopeptiden 185 und 186.
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Abbildung 104: RDF der Peptidatome 1-8 und 1°-8’, links: 185 und rechts: 186

Abbildung 104 zeigt die berechneten RDF der untersuchten Heteroatome. Die relative
Dichte um jedes Heteroatom wird hierbei gegen den jeweils untersuchten Abstand
aufgetragen. Die relative Dichte schwankt im Bereich kleinerer Abstinde, ndhert sich mit
zunehmendem Abstand der Normaldichteverteilung des ,,bulk-Wassers* von 1.0 an.

Auftillig ist, dass alle Amidatome (2, 4, 6 und 8) (Abb. 104, links) nur eine schwach
ausgebildete erste Hydratschicht, aber eine teilweise deutlich ausgepriagte zweite Schicht
besitzen. Anders verhilt es sich mit den Sauerstoffatomen der Carbonylfunktionen (1, 3, 5
und 7) (Abb. 104, links), hier kann eine deutliche erste und auch eine zweite Hydratschicht
identifiziert werden. So wird die erste Hydratschicht durch ein scharfes Signal bei 2.8 A
deutlich und indiziert eine starke Lokalisierung von Wassermolekiilen, die durch
Wasserstoftbriickenbindungen fixiert werden. Das Maximum der ersten Hydratschicht

besitzt eine relative Dichte von 1.1-1.2 im Verhiltnis zur Normaldichteverteilung von 1.0.
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Das erste Minimum bei 3.0-3.7 A mit einer relativen Dichte von 0.4-0.5 weist auf die
dulere Grenze der ersten Hydratschicht hin. Dies deutet auf eine starke
Wasserstrukturierung um die Carbonylsauerstoffe und auf einen stark ausgeprigten
Abschirmungseffekt zwischen der ersten Hydrathiille und dem umgebenden Raumwasser
hin.

Ein vollig anderes und unerwartetes Ergebnis ergeben die RDF des Glykopeptids 186
(Abb. 104, rechts). Hier ist kein allgemeiner Trend zwischen Amidstickstoffatomen und
Carbonylsauerstoffatomen zu erkennen. Erstaunlicherweise bilden die Atome 5’ und 6’
eine erste Hydratschicht bei ca. 1.8 A und eine zweite bei ca. 3.5 A aus. Die Ausbildung
der ersten Hydrathiille bei einem Abstand von 1.8 A kann nur durch einen Fehler in der
Simulation oder der Analyse erklirt werden, da dieser Abstand deutlich zu gering ist. Zwar
kann der Abstand von Donorsauerstoffatom und Akzeptorsauerstoffatom mit ca. 2.6 A —
3.2 A kleiner als die Summe der van der Waals-Radien der beiden Atome sein, doch ist
eine Anniherung bis auf 1.8 A keinesfalls mdglich.

Das deutliche Signal bei 2.8 A entspricht den Ergebnissen des Serin-Derivats 185, jedoch
wird die maximale relative Dichte um das Amidatom 4> gemessen. Das Amidatom 4 des
Serin-Derivats 185 besitzt dagegen nur eine schwach ausgebildete erste Hydratschicht.
AulBlerdem besitzt das Sauerstoffatom 7’ von 186 nur eine angedeutete Solvensschicht bei
5.2 A. Beim Serin-Derivat 185 zeigten alle Carbonylsauerstoffatome deutliche erste und
zweite Hydratschichten. Insgesamt miissen diese ermittelten Ergebnisse fiir 186 und auch
die Aussagekraft der Simulation von 186 in Frage gestellt werden. Um ein abschlieBendes

Urteil féllen zu konnen, sollten weitere Untersuchungen abgewartet werden.
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Abbildung 105: RDF der Kohlenhydratatome 9-14 und 9°-14°, links: 185 und rechts: 186.
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Abbildung 106: Vergleich der RDF der anomeren Zentren 9 und 9°.

Die RDF der Hydroxylsauerstoffatome 11, 12, 13 und 14 (Abb. 105, links) zeigen ein
typisches  hydrophiles ~ Wasserstoffbriickenbindungsverhalten.!'®'*!  Das  erste
Hydrathiillen-Maximum um diese Atome liegt bei ca. 2.9 A und besitzt eine relative
Dichte von 1.4-1.5. Die &duBlere Grenze dieser ersten Hydratschicht wird durch ein
Minimum bei ca. 3.5 A gebildet. Alle Hydroxylsauerstoffatome besitzen eine zweite
Wasserschicht zwischen 4-6 A, wie durch den Verlauf der Graphen deutlich wird (Abb.
105, links). Die gefundenen Daten deuten wie im Fall der Carbonylatomen von 185 auf
eine starke Wasserstrukturierung und einen gut ausgeprigten Abschirmungseffekt hin. Die
RDF des Ringsauerstoffatoms 10 und des anomeren Zentrums 9 zeigen allerdings ein
vollig anderes Verhalten als die Atome 11-14 (Abb. 105, links). Beim Atom 10 ist die
erste Hydratschicht zwar erkennbar, weicht jedoch mit einer relativen Dichte von 0.4
deutlich von der Normalverteilung ab. Ein gut erkennbares Maximum mit einer relativen
Dichte von ca. 1.1 wird allerdings in einer Entfernung von ca. 6 A erreicht. Der
Unterschied ldsst sich durch die weniger exponierte Lage des Ringsauerstoffatoms im
Vergleich zu den Hydroxylsauerstoffatomen und durch die benachbarten Gruppen
erklaren. Das glykosidische Sauerstoffatom 9 besitzt eine erste schwache Hydratschicht im
Bereich von 4.8 A. Das Fehlen einer ersten Hiille im Bereich von ca. 3 A erfolgt auf Grund
der starken Abschirmung durch die benachbarten Atomgruppen um die glykosidische
Bindung; der Zugang fiir Wassermolekiile ist hier stark behindert.

Die Situation beim Cystein-Derivat 186 gestaltet sich im Vergleich zum Serin-Derivats
185 erneut vollig anders (Abb. 105, rechts). Die Hydroxylsauerstoffatome zeigen kein
einheitliches Verhalten, nur Atom 11° weist dhnliche Werte wie Atom 11 auf. Alle anderen
Hydroxylsauerstoffatome besitzen im Vergleich zum Serin-Derivat 185 entweder
Hydrathiillen mit deutlich geringeren relativen Dichten (ca. 0.7) oder das Maximum ist

weiter entfernt (Atom 13”). Die Ausbildung einer zweiten Hydratschicht konnte in keinem
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Fall beobachtet werden. Ebenso ist das Schwefelatom 9° nicht mit seinem
Sauerstoffanalogon 9 zu vergleichen (Abb. 106). Hier tritt eine deutlich ausgeprégte erste
Hiille bei 1.8 A und eine zweite bei 3.5 A auf, was wiederum auf Fehler in der Simulation
oder der Analyse hindeutet. Dies wiirde bedeuten, dass im Fall des Schwefelatoms keine
sterische Abschirmung vorhanden wire und es damit fiir die Wassermolekiile frei
zuganglich wire. Das einzige Atom, das in der Analyse dieses Molekiils dhnliche Werte
wie das Serin-Analogon aufweist, ist das Ringsauerstoffatom (10”). Wie schon bei der
Diskussion iiber den Peptidteil von 186 vermutet, entsprechen auch die Ergebnisse fiir den
Kohlenhydratteil von 186 nicht den Erwartungen und miissen genau wie die Simulation

von 186 hinterfragt werden.

8.3.2.2 Zweidimensionale Radial-pair-distributions

Eindimensionale RPD stellen zwar die Hydratschichten der solvatisierten Molekiile dar,
doch sind weitere Informationen aus diesen Berechnungen nur schwer zu erhalten. Ideal
wire daher eine Berechnung und Darstellung in mehreren Dimensionen. Eine
dreidimensionale Darstellung der relativen Dichte ist sehr schwer zu visualisieren, dagegen
ist eine Illustration von zweidimensionalen RPD gut mdglich. Die Berechnungen der 2D-
RDF erfolgten analog zu den 1D-Berechnungen, abgesehen davon, dass die erhaltenen
Histogramme nun zweidimensional abgebildet werden, da zwei Atome analysiert wurden.
Die 2D-RDF beschreibt dabei die Wahrscheinlichkeit, ein Wassermolekiil im Abstand r/
und 2 zu zwei Bezugsatomen zu finden. Hierdurch kann die etwaige Verbriickung zweier
Atome durch ein Wassermolekiil identifiziert werden. Die graphische Darstellung erfolgt
in Form von Reliefkarten, in denen die relative Dichte der RDF das Hohenprofil bildet. Die
erhaltenen Ergebnisse bei dem jeweiligen untersuchten Abstand 7/ und »2 um das jeweilig
analysierte Atompaar wurden fiir das erste Atom entlang der x-, fiir das zweite Atom
entlang der y-Achse aufgetragen. Kann nun ein Wassermolekiil an beiden Atomen
detektiert werden, so wird dies durch einen hohen relativen Dichtewert im Vergleich zur
Normalverteilung der Dichte (1.0) angezeigt. Dies wird laut der Stufenskala im
Hohenrelief der Karten durch eine dunklere Farbung verdeutlicht. Dabei kann der jeweilige
Abstand des Wassers zu den untersuchten Atomen am Graphen abgelesen werden. Zur
Analyse der beiden Simulationen wurden nun alle vorstellbaren Heteroatompaare der
Glykopeptide in 2D-RDF berechnet. Die erhaltenen Daten wurden anschlieBend in

Hoéhenprofile umgewandelt und in den Konturabstufungen angepasst. Fiir das Serin-
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Derivat 185 sind in den Karten A, B und C drei analysierte Atompaare exemplarisch

dargestellt (Abb. 107).
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Abbildung 107: 2D-RDF-Werte bezogen auf die untersuchten Heteroatome von 185 in Reliefkartenform.
Jeweils rechts ist die Stufenskala der relativen Dichte abgebildet.

In Karte A findet sich eine Darstellung der RDF des Wassers im Bezug auf die Atome 3
und 13. Die maximale relative Dichte von 1.5-1.9 im Verhiltnis zur Normalverteilung
(1.0) ldsst sich zwischen den beiden Atomen in der unteren linken Ecke (2.8 A, 2.8 A)
detektieren. Diese geringe FErhohung bedeutet allerdings wahrscheinlich keine
Verbriickung zwischen den beiden Atomen (dafiir miisste die Intensitdt deutlicher
ansteigen), sondern weist auf einen Ubergang des Wassermolekiils von einem Heteroatom
zum ndchsten hin (O1...0mo — O1...0m0.....02 — O1.....0m20...02 — Omo...02).
Dasselbe Phinomen zeigt sich in Karte B. Hier ist der Unterschied zur Normalverteilung
noch geringer. Genau wie in den vorangegangenen Karten findet sich auch in Karte C in

der unteren linken Ecke (3.0 A, 2.8 A) ein Maximum. Die relative Dichte liegt hierbei
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zwischen 1.9-2.3 und ist damit ein wenig hoher als bei den ersten beiden Karten; ob eine
Verbriickung durch ein Wassermolekiil vorliegt, ist dennoch fraglich. Insgesamt konnten
keine eindeutigen Verbriickungen zwischen den untersuchten Atomen gefunden werden.
Dagegen konnte sichtbar gemacht werden, wo Ubergiéinge von Wassermolekiilen zwischen
zwel Atomen zu vermuten sind.

Im Weiteren sind die vier Karten A, B, C und D fiir Atompaare des Cystein-Derivats 186
exemplarisch abgebildet (Abb. 108). In Karte A findet sich ein Maximum in der unteren
linken Ecke (2.8 A, 2.8 A) mit einem Wert von 2.6-3.0. Die Hohe des Werts deutet auf
eine Verbriickung hin, die erstaunlicherweise zwischen zwei Atomen des Peptidriickgrats
stattfindet und nicht wie zu vermuten wire, zwischen dem Riickgrat und dem dariiber
platzierten Kohlenhydrat. Deutlich erkennbar sind auch die ersten Hydrathiillen beider
Atome, die durch die dunkel gefirbten Regionen jeweils im Abstand von 2.8 A zu

erkennen sind.
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Abbildung 108: 2D-RDF-Werte bezogen auf die untersuchten Heteroatome von 186 in Reliefkartenform.
Jeweils rechts ist die Stufenskala der relativen Dichte abgebildet.
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In Karte B befindet sich das relative Maximum in der oberen linken Ecke (2.5 A, 5.25 A)
mit einer Intensitdt von 3.0. Das Auffinden des Maximums von Atom 10’ bei einem
Abstand von 5.25 A entspricht der Beobachtung der 1D-RDF, bei der Atom 10’ nur eine
schwache erste Hydrathiille besal und erst im Bereich der zweiten Hydrathiille ein
deutlicher Anstieg der RDF sichtbar war. Zwar kann, mit Blick auf die Abstédnde, nicht
mehr von einer Verbriickung ausgegangen werden, ein gewisser Einfluss der Atome
aufeinander ist aber kaum abzustreiten. Karte C ist ein gutes Beispiel fiir eine RDF in der
keine Interaktion zwischen den Atomen im Bereich bis 4-5 A vorhanden ist. Vom
jeweiligen Atom gesehen, entstehen im Bereich der ersten Hydrathiille erst im weiten
Abstand (4-6 A) starke Intensititszunahmen im Vergleich zur Normalverteilung. In der
Karte D ist das Maximum bei beiden Atomen im Bereich von 3.5 A mit einer Intensitit
von 1.9-2.3 erkennbar. Auch dieses Ergebnis ldsst sich durch die 1D-RDF-Werte
bestdtigen, in denen im Fall von 13’ eine erste Hydrathiille in diesem Bereich detektiert
werden konnte und fiir Atom 9’ dort ein zweites Maximum nachgewiesen werden konnte.
Zwar ist die Intensitit nicht besonderes ausgeprigt, doch lisst die geringe Diffusitdt um
das Maximum vermuten, dass es sich um ein recht starres Strukturmotiv handelt.

Bei der Analyse von 186 wurden keine eindeutigen Verbriickungen gefunden, dafiir

konnten die Ergebnisse der 1D-RDF bestitigt werden.

8.3.2.3 Verweildauer um die Heteroatome

Die Verweildauer eines Wassermolekiils innerhalb der ersten Hydratschicht um ein
Heteroatom steht in einem Zusammenhang zur sterischen Hinderung und der Polaritét der
Molekiiloberfliche. Es wird angenommen, dass die Verweildauer umso lidnger ist, je
starker die Solvat-Molekiil-Interaktion ist. Um diesen statischen Aspekt der Hydrathiille zu
untersuchen, wurden die maximale und die durchschnittliche Verweildauer der
Wassermolekiile an jedem Heteroatom berechnet. In der Berechnung wurden nur
Wassermolekiile bis zu einem Abstand von 3.5 A zum Heteroatom beriicksichtigt. Des
Weiteren wurde die Berechnung fiir jedes Heteroatom zweimal ausgefiihrt. Die erste
Berechnung erfolgte ohne ein Winkelkriterium, wéhrend in der zweiten Berechnung ein
Winkelkriterium von cos 8 <-0.8 fiir den Winkel zwischen dem Donorzentrum (rot) und

dem Akzeptorzentrum (blau) gewéhlt wurde (Abb. 109).
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fast linear, 8 ~180° abgewinkelt, 8 < 142°
cos ¢ <-0.8 cos 9 >-0.8
H
R H R OH
/X—H““O\ /X—H/
R H R

Abbildung 109: Darstellung des Winkelkriteriums fiir die Berechnung der Verweildauer.

Eine perfekte Wasserstoftbriickenbindung sollte einen Bindungswinkel von 6= 180°
besitzen. Untersuchungen an Kristallstrukturen ergaben typische Winkel von
0 =167°£20° fir O-H O- und 6 =161°£20° fiir O-H ~"N-Wasserstoftbriicken. Durch
das Winkelkriterium sollten also zufidllig vorhandene Wassermolekiile im Bereich bis
3.5 A um das Heteroatom von tatsichlich interagierenden Wassermolekiilen unterscheidbar
sein. Die Ergebnisse der Analyse sind in den Tabellen 14 und 15 fiir das Serin-Derivat und
in Tabelle 16 und 17 fiir das Cystein-Derivat zusammengefasst. Die angegebene
Signifikanz gibt die Wahrscheinlichkeit wieder, dass mindestens ein Wassermolekiil im
Umkreis von 3.5 A und bei eingeschaltetem Winkelkriterium im Bereich von cos 6 < -0.8
zu finden ist. Die mit ,,+* betitelten Tabellenspalten geben die Ergebnisse der Analyse mit
eingeschaltetem Winkelkriterium wieder, die mit ,,-“ gekennzeichneten Tabellenspalten die

Ergebnisse ohne Winkelkriterium.

Tabelle 14: Verweildauerzeiten filir die Heteroatome 1-8 des Peptidriickgrats von 185.

Atom Twax [PS] Tav [ps] Signifikanz [%]
- + - + - +
1 3.5 24 0.33 0.25 97 91
2 1.5 0.5 0.17 0.10 83 3
3 4.4 2.1 0.35 0.25 99 94
4 22 0.5 0.20 0.10 79 3
5 2.2 1.8 0.32 0.23 99 93
6 1.7 0.3 0.19 0.10 89 2
7 3.2 3.2 0.38 0.29 99 95
8 1.3 0.3 0.20 0.10 87 3
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Tabelle 15: Verweildauerzeiten fiir die Heteroatome 9-14 des Kohlenhydratteils von 18S.

Atom Twmax [ps] Tav [ps] Signifikanz [%]
- + - + - +
9 0.8 0.3 0.13 0.10 34 2
10 1.8 1.0 0.22 0.14 86 34
11 3.1 1.8 0.38 0.23 99 87
12 34 1.8 0.32 0.23 99 92
13 53 2.0 0.39 0.26 99 85
14 2.2 1.8 0.33 0.21 99 83

In allen Analysen ergeben die Kalkulationen mit Winkelkriterium fiir die durchschnittliche
und maximale Verweildauer und fiir die gemessene Signifikanz erwartungsgeméif immer
kleinere Werte, als bei den Berechnungen ohne diese Einschrinkung. Eine Ausnahme
bildet dabei Atom 7, das in beiden Berechnungen dieselbe maximale Verweildauer fiir ein
Wassermolekiil aufweist. Deutlich erkennbar ist, dass Atom 3 und Atom 13 die lingste
maximale H,O-Verweildauer besitzen. Dies kann durch eine Verbriickung bzw. einen
Ubergangszustand, wie in den 2D-RDF beobachtet, erklirt werden (s. Abb. 107), denn je
mehr Interaktionen ein Losungsmittelmolekiil gleichzeitig mit mehreren Heteroatomen
erfahrt, desto ldnger kann seine maximale Verweildauer angenommen werden. Sehr
offensichtlich sind auch die starken Verdnderungen in der Signifikanz bei allen
Amidatomen (2, 4, 6 und 8) durch das Winkelkriterium. Die sehr geringen Tyax- und Tay-
Zeiten und Signifikanzen des anomeren Sauerstoffatoms 9 stehen im Einklang mit den
berechneten 1D-RDF, bei denen keine erste Hydrathiille festgestellt werden konnte. Alle
Hydroxylsauerstoffatome des Kohlenhydratteils von 185 besitzen mit 99% bzw. 83-92%
den hochsten Hydratisierungsgrad. Der Ringsauerstoff 10 weist im Vergleich zu diesen

Atomen in allen Messungen geringere Werte auf.
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Tabelle 16: Verweildauerzeiten fiir die Heteroatome 1°-8° des Peptidriickgrats von 186.

Atom Twmax [ps] Tav [ps] Signifikanz [%]

- + - + - +
r 2.6 2.1 0.35 0.27 99 95
2’ 2.2 0.40 0.22 0.10 93 16
3 3.1 1.8 0.35 0.22 99 83
4 3.7 1.1 0.37 0.18 99 77
5 3.4 0.80 0.40 0.14 99 62
6’ 3.5 0.8 0.45 0.12 99 57
7 0.70 0.20 0.11 0.10 16 2
8 2.2 0.40 0.18 0.11 78 7

Tabelle 17: Verweildauerzeiten fiir die Heteroatome 9°-14° des Kohlenhydratteils von 186.

Atom Twmax [ps] Tav [ps] Signifikanz [%]

- + - + - +
9 7.1 0.90 0.43 0.13 99 52
10° 2.1 0.40 0.21 0.11 63 6
11° 4.8 2.2 0.38 0.21 99 68
12° 1.8 0.3 0.19 0.11 96 20
13 1.5 0.50 0.13 0.11 78 20
14 2.0 0.40 0.21 0.11 97 20

Wie beim Serin-Derivat 185 ergeben auch beim Cystein-Derivat 186 alle Analysen mit
Winkelkriterium deutlich geringere Werte fiir die durchschnittliche und maximale
Verweildauer und fiir die gemessene Signifikanz, im Vergleich zu den uneingeschrénkten
Berechnungen. Des Weiteren zeigen auch hier die Atome, bei denen Verbriickungen bzw.
starke Interaktionen {iber ein Solvensmolekiill vermutet werden konnen, lingere Tyjax-
Zeiten. Die deutlichen Abnahmen in der Signifikanz im Fall der Amidatome (2°, 4°, 6° und
8’) =zeigen sich hier jedoch nicht. Erstaunlicherweise besitzen dagegen die
Hydroxylsauerstoffatome des Kohlenhydratsteils sehr niedrige Signifikanzen. Das
Schwefelatom 9’ besitzt die mit Abstand ldngste maximale Verweildauer dieser Analyse

und einen deutlich hoheren Hydratisierungsgrad als sein Sauerstoffanalogon 9. Dies kann
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zum einen durch die stark ausgeprigte erste Solvenshiille, zum anderen durch mogliche
Verbriickungen liber Wassermolekiile verursacht worden sein.

Abgesehen von den Atomen 9 (185) und 9’ (186) konnten im Vergleich beider Molekiile
keine starken Unterschiede ermittelt werden. Dafiir konnten die Beobachtungen aus den
RPD-Berechnungen in den Verweildauer-Untersuchungen zumindest teilweise bestétigt
werden. Die Tyax- und Ta,-Werte aller Atome sind im Vergleich zu &hnlichen
Berechnungen insgesamt relativ klein, was in geringen Interaktionen mit der
Wasserumgebung und nicht vorhandenen Verbriickungen durch Wassermolekiile
begriindet sein konnte. Allerdings liegen die berechneten Signifikanzen im Bereich der in

der Literatur ermittelten Werte.'*?

8.3.3 Zusammenfassung und Ausblick

Ziel dieses Teils der Arbeit war die Durchfiihrung und Analyse von zwei MD-
Simulationen der Glykopeptide 185 und 186. Im Mittelpunkt stand dabei die Fragestellung,
welche Rolle die Strukturierung des Wassers in biologischen Prozessen einnimmt. Daher
wurden die erhaltenen Trajektorien nach den erfolgreich durchgefiihrten MD-Simulationen
mit mehreren Analyseprogrammen auf Wasser-Solvat-Interaktionen untersucht. Die
Analyse des Serin-Derivats 185 konnte problemlos durchgefiihrt werden und bestitigte die
Erwartungen. So sind die erhaltenen Werte mit denen von dhnlichen Untersuchungen
vergleichbar. Erstaunlichweise konnte jedoch keine H,O-Verbriickung zwischen dem
Kohlenhydratteil und dem Peptidriickgrat gefunden werden. Dennoch zeigte sich bei RPD-
Untersuchungen und Verweildauer-Berechnungen die deutliche Strukturierung der
Wassermolekiile um das Glykopeptid.

Dagegen sind die Ergebnisse, die fiir das Cystein-Derivat 186 erhalten wurden, so
aullergewohnlich, dass die Messergebnisse der MD-Simulation als fehlerhaft bewertet und
ihre Aussagekraft angezweifelt werden muss. Mogliche Fehlerquellen konnten in der
Erstellung des Molekiils liegen, beispielsweise konnte das Schwefelatom mit
unerwiinschten Ladungen versehen worden sein. Eine weitere Fehlerquelle konnten
fehlende Parameter fiir ein Schwefelatom in der glykosidischen Bindung sein. Daher
sollten bei einer erneuten Simulation von 186 experimentelle Daten, wie Torsionswinkel
und Atomabstinde beriicksichtigt werden und verschiedene Kraftfelder eingesetzt werden.
Eine abschlieBende Bewertung der Ergebnisse, die fiir das Cystein-Derivat erhalten

wurden ist somit nicht moglich.
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Insgesamt konnte jedoch gezeigt werden, dass MD-Simulationen zur Untersuchung solcher
dynamischen Systeme und speziell von Wasser-Solvat-Interaktionen gut einsetzbar sind

und weitere  Untersuchungen auf diesem Gebiet sehr sinnvoll wiren.
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9 Experimenteller Teil

9.1 Allgemeine Angaben

Alle Reaktionen wurden, soweit nicht anders angegeben, unter normalen atmosphérischen
Bedingungen durchgefiihrt. Fiir Reaktionen unter Schlenktechnik wurden ausgeheizte
Apparaturen mit Stickstoff als Inertgas verwendet. Zur Durchfiihrung und Auswertung der
Versuche sowie Isolierung und Charakterisierung der Produkte wurden die folgenden

Gerite und Materialien verwendet:

Arbeitsweise:
Die verwendeten trockenen Losungsmittel wurden entweder getrocknet vom Hersteller

bezogen oder durch mehrstiindiges Erhitzen unter Riickfluss und anschlieBender

Destillation iiber einem geeigneten Trockenmittel erhalten.!'*'*7)
Dichlormethan iiber Calciumhydrid

Methanol iiber Magnesiumspéne

DMF getrocknet vom Hersteller
Diethylether tiber Kalium-Natrium-Legierung
THF iiber Kalium-Natrium-Legierung
Pyridin iiber Kaliumhydroxid

Benennung:

Die systematische Benennung der chemischen Verbindungen erfolgte nach dem
Nomenklaturprinzip der I[UPAC-Kommission bzw. es wurde auf einschliagige

Benennungen aus der Literatur zuriickgegriffen.

Analytische Diinnschichtchromatographie:

Diinnschichtchromatogramme wurden auf Kieselgelplatten (Kieselgel 60 Fiss), RP-
Diinnschichtchromatogramme auf DC-Folien (RP-18 Fjs45) der Firma Merck angefertigt.
Alle Losungsmittelverhdltnisse sind in v/v angegeben. Die Detektion UV-aktiver
Substanzen erfolgte mit Hilfe einer UV-Lampe der Firma CAMAG (A = 254 nm, A = 366
nm). Die Chromatogramme wurden des Weiteren durch das Eintauchen in
Entwicklungslésung und anschlieBender Wiarmebehandlung entwickelt. Je nach

Substanzklasse wurden folgende Entwickler verwendet:
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Kohlenhydrate: Ethanol / Schwefelsdure (konz.) 10:1
Amine: 1.5 g Ninhydrin in 500 mL Ethanol und 15 mL Eisessig
Sonstige: 1.5 g Molybdatophosphorsidure-Losung (aq.) oder 5 g Cer(IV)-sulfat

und 12.5 g Molybdatophosphorsidure in 40 mL Schwefelsdure
(konz.) und 500 mL Wasser.

Priaparative Saulenchromatographie:

Die chromatographische Trennung erfolgte mit destillierten Lésungsmitteln unter leichten
Uberdruck an Kieselgel 60 (0.04-0.2 mm, 230-400 mesh) der Firmen Merck und Macherey
Nagel.

Die GPC wurde an Sephadex LH-20 der Firma Pharmacia-Biotech unter Verwendung

einer peristaltischen Pumpe durchgefiihrt.

HPLC und MPLC:

Praparative HPLC wurde auf einer Anlage der Firma Shimadzu durchgefiihrt, bestehend
aus dem SCL-10A System Controller, Degasser DGU-14A, zwei LC-8A Pumpen, RID-
10A Detektor und SPD-M10A Dioden-Array-Detektor. Es wurde eine Hibar RT 250-25
mm Séule, gepackt mit LiChrosorb RP-8 (7um) Kiesegel, der Firma Merck benutzt.

MPLC wurde auf einer Anlage der Firma Biichi durchgefiihrt, bestehend aus Fraktion
Collector B-684, Gradient Former B-687 und Chromatographie Pumpe B-688. Es wurde
eine Lobar GroBe B (310-25) Sidule, gepackt mit LiChroprep RP-18 (40-60 pm)

verwendet.

NMR-Spektren:

Die NMR-spektroskopischen Messungen wurden an den Gerdten DRX-500 (500.13 MHz
fir 'H, 125.47 MHz fiir >C) und AV-600 (600.13 MHz fiir 'H, 150.91 MHz fiir °C) der
Firma Bruker aufgenommen. Die Zuordnung der Signale wurde durch weitere ein- und
zweidimensionale Methoden (DEPT, 'H-'H-COSY, HSQC und HMBC) vorgenommen.
Die Spektren wurden mit Hilfe folgender Signale kalibriert:
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CDCls '"H  0.000 ppm (s) (internes TMS)
BC  77.000 ppm (t)

MeOH-d,4 'H  3.310 ppm (quint)
BC 49.050 ppm (sept)

DMSO-ds 'H  2.500 ppm (quint)
BC  30.830 ppm (sept)

D,O 'H 4.650 ppm (s)

Bei Molekiilen mit mehreren Mannosen, die im NMR unterscheidbar sind, ist die zweite
Mannose in den NMR-Daten mit X’ und eine dritte Mannose mit X’’gekennzeichnet.
Welche Mannose gemeint ist, ldsst sich an den einzelnen Molekiistrukturabbildungen

immer am anomeren Zentrum ablesen.

Massenspektrometrie:

MALDI-ToF-Massenspektren wurden an einem Biflex III-Gerdt der Firma Bruker-
Daltonics aufgenommen. Als Matrix diente CCA in Aceton/Wasser 1:1. Die lonisierung
erfolgte durch einen Stickstofflaser bei 337 nm.

ESI-Massenspektren wurden mit einem Mariner ESI-ToF 5280 der Firma Applied

Biosystems aufgenommen.

Drehwerte:
Drehwerte wurden mit dem Perkin-Elmer-Polarimeter 341 (Natrium-D-Linie: 589 nm,

Kiivettenldnge 1 dm) in den jeweils angegebenen Losungsmitteln vermessen.

IR-Spektroskopie:
IR-Spektren wurden mit einem FT-IR-Spektometer Paragon 1000 der Firma Perkin-Elmer
aufgenommen. Zur Probenvorbereitung wurde eine Golden Gate-Diamant-ATR-Einheit

mit Saphirstempel verwendet. Die Bandenlagen sind in Wellenzahlen (cm™) angegeben.

Bestrahlungsexperimente:
Bestrahlungsexperimente wurden mit Hilfe einer Mitteldruck-Quecksilberdampflampe mit

einer Leistung von 150 Watt durchgefiihrt.
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Biologische Tests:
Zur Auswertung der biologischen Tests wurde der Infinite F200-Reader der Firma Tecan

mit der Magelan-Steuerungssoftware verwendet.

9.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAYV 1: Glykosylierung nach der Imidat-Methode

Der Akzeptor wird mit 0.8-1 Aq. Imidat (17) mindestens eine Stunde in vacuo getrocknet,
dann unter Schutzgasatmosphére in trockenem Dichlormethan gelost (ca. 1 mL CH,Cl,/ g
Imidat) und auf 0 °C gekiihlt. Nach Zugabe von 2-3 Tropfen TMSOTT riihrt der Ansatz
tiber Nacht bei Raumtemp. Im Weiteren wird mit Dichlormethan verdiinnt, festes
Natriumhydrogencarbonat (ca. 1g/ mL CH,Cl,) zugegeben, filtriert und alle fliichtigen
Bestandteile in vacuo entfernt. AbschlieBende Reinigung erfolgt sdulenchromatographisch

an Kieselgel.

AAYV 2: Glykosylierung ausgehend von Mannosepentaacetat (16)

a) mit BF;-Etherat: Der Akzeptor wird mit 0.8-1.5 Aq. 16 mindestens eine Stunde in
vacuo getrocknet, dann unter Schutzgasatmosphire in trockenem Dichlormethan geldst
(ca. 3 mL CH,Cl, / g 16) und unter Eiskiihlung werden 1.5-5 Aq. BF;-Etherat innerhalb
von 30 min zugetropft. Nach beendeter Zugabe folgen weitere 30 min im Eisbad und
anschlieend {iber Nacht bei Raumtemp. geriihrt. Danach wird der Reaktionsansatz auf 100
mL Eiswasser gegeben und nach Phasentrennung die wissrige Phase dreimal mit CH,Cl,
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser, NaHCOs-Lsg. und
nochmals mit Wasser gewaschen und iiber MgSO,4 getrocknet. Nach Filtration wird das
Losungsmittel entfernt. AbschlieBende Reinigung erfolgt sdulenchromatographisch an

Kieselgel.

b) mit SnCly: Der Akzeptor wird mit 1.5-2 Aq. 16 mindestens eine Stunde in vacuo
getrocknet, dann unter Schutzgasatmosphére in trockenem Dichlormethan geldst (ca. 3 mL
CH,Cl, /g 16) und bei Raumtemp. geriihrt. Im Weiteren werden 1.5 Ag. SnCly
dazugegeben und die Reaktionsmischung iiber Nacht geriihrt. Die Mischung wird mit
CH,CI, verdiinnt, mit 1 M HCI gewaschen, die Phasen getrennt, die Organische iiber
MgSO,4 getrocknet und filtriert. Danach wird das Losungsmittel entfernt und das

Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt.
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AAYV 3: Deacetylierung unter Zemplén-Bedingungen

Die Substanz wird unter Schutzgasatmosphére in 5 mL trockenem Methanol geldst und mit
200 pL einer frisch hergestellten Natriummethanolatldsung versetzt. Die Reaktion wird
tiber Nacht bei Raumtemp. geriihrt, anschlieBend mit Amberlite IR 120 neutralisiert,
filtriert und das Losungsmittel in vacuo entfernt. Die ggf. ndtige Reinigung erfolgt durch

Chromatographie an Kieselgel oder Sephadex LH-20.

AAYV 4: Standardmethode fiir die Staudinger-Ligation

Das Azid wird mit 1.8 Aq. Siure und 1.8 Aq. HOBt mehrere Stunden in vacuo getrocknet,
dann unter Schutzgasatmosphire in trockenem THF geldst und bei 0 °C mit 1.8 Aq. DIC
10 Minuten geriihrt. Es werden 1-1.8 Aq. Tri-n-butylphosphin zugegeben, 1 Stunde bei 0
°C und anschlieBend iiber Nacht bei Raumtemp. geriihrt. Im Weiteren werden 50 mL
Wasser zugegeben, die Losung dreimal mit 50 mL Essigester extrahiert und die vereinigten
org. Phasen mit 50 mL gesittigter Natriumchloridlsg. gewaschen. Die org. Phase wird iiber
MgSO;, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel in vacuo entfernt. Der Riickstand wird

sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt.

AAYV 5: Amidverkniipfungen mit HATU

1-10 Aq. der Sdure werden mit 1.1-9 Aq. HATU unter Schutzgasatmosphire in trockenem
DMF geldst und unter Eiskiihlung mit 1.1-10 Aq. DIPEA versetzt. Nach 1-3 min wird 1-2
Aq. des Amids geldst in trockenem DMF zugetropft. Nach 4 Stunden wird die Kiihlung
entfernt und {iber Nacht bei Raumtemp. geriihrt. AnschlieBend werden die fliichtigen

Bestandteile in vacuo entfernt und das Produkt chromatographisch gereinigt.

AAYV 6: Allylesterentschiitzung

Der Ester wird mit 0.01 Aq. (PPh3)4Pd in 5 mL trockenem THF suspendiert und im
Weiteren mit 1.5 Aq. p-Toluolsulfinsiure-Natrium-Salz, das in 5 mL trockenem Methanol
gelost wurde, versetzt. Die Reaktion wird fiir 3 Stunden bei Raumtemp. geriihrt. Nach
anschlieBender Filtration wird das Losungsmittel in vacuo entfernt und das erhaltene

Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt.
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9.3 Einzelvorschriften

9.3.1 Vorschriften fur die Synthese der Glykoaminosauren

N’~(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-0-(2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-L-
serin-O-benzylester (15)

1.

316 mg Bromid 13 (0.771 mmol, 1.2 Aq.), 1g gepulvertes,

getrocknetes Molekularsieb 4 A und 266 mg 12 (0.637 mmol, on O.O
1 Aq.) wurden in 10 ml trockenem Dichlormethan geldst und AN i HNLO

10 min bei 0°C geriihrt. Im Weiteren wurden 198 mg Silbertriflat OWO
(0.771 mmol, 1.2 Aq.) geldst in 5 mL trockenem Toluol iiber © gj

einem Zeitraum von 20min zu der Ld&sung getropft.

AnschlieBend wurde fiir zwei Stunden bei Raumtemp. geriihrt, die Losung mit festem
NaHCOs; neutralisiert und die Losungsmittel entfernt. Alle Schritte erfolgten unter
Lichtausschluss. Der Riickstand wurde in Dichlormethan aufgenommen, mit Wasser
gewaschen, tliber MgSO, getrocknet, filtriert und anschlieBend eingeengt. Die
abschlieBende Reinigung erfolgte sdulenchromatographisch an Kieselgel (Laufmittel:

Essigester / Toluol, 5:1). Das Produkt wurde als farbloser Schaum erhalten.

Ausbeute: 293 mg, 0.392 mmol (61%);
ReWert: 0.2 (Essigester / Toluol, 5:1);

Drehwert: [2]}) =- 0.6 (c = 0.8, CH,CL,);
IR: 1724, 1450, 1221, 1047, 708 cm’’;

"H-NMR (600 MHz, MeOH-d,): § = 7.76 (d, 2H, °J = 7.5 Hz, Ar-H), 7.62 (d, 2H, °J = 7.2
Hz, Ar-H), 7.39 (t, 2H, °J = 7.5 Hz, Ar-H), 7.37 — 7.32 (m, 5H, Ar), 7.31 (t, 2H, °J = 7.3
Hz, Ar-H), 5.93 (d, 1H, *Jxine = 8.0 Hz, NH), 5.32 — 5.16 (m, 5H, H-2, H-3, H-4,
OCH,C-Ar), 4.74 (bs, 1H, H-1), 4.62 (m., 1H, H-0), 4.40 (d, 2H, *Jemn-Fmoe.Ch-Fmoe = 7.2
Hz, CH,-Fmoc), 4.23 (t, 1H, *Jcrormoe.chi-rmoc = 7.3 Hz, CH-Fmoc), 4.21 (dd, 1H, *Js 6 =
5.7 Hz, *Jeaeo = 12.2 Hz, H-6a), 4.14 — 4.09 (m, 1H, H-Ba), 4.06 (dd, 1H, *Js¢ = 2.9 Hz,
*Jseb = 11.3 Hz, H-6b), 3.98 (dd, 1H, *J 1r.qmp = 2.6 Hz, “Jisparipy = 10.9 Hz, H-pb), 3.94
(m,, 1H, H-5), 2.15, 2.05, 2.02, 2.00 (s, je 3H, OAc) ppm;

BC-NMR (150 MHz, MeOH-dy): & = 170.6 (COOCH,), 169.9, 169.7, 169.7, 169.4
(COCH3), 156.2 (COO-Fmoc), 143.7 (C-Ar), 141.2 (C-Ar), 128.7 (C-Ar), 128.6 (C-Ar),
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128.6 (C-Ar), 128.4 (C-Ar), 127.7 (C-Ar), 127.1 (C-Ar), 125.1 (C-Ar), 120.0 (C-Ar), 98.6
(C-1), 69.6 (C-B), 69.3 (C-3), 69.3 (C-5), 69.1 (C-2) 68.8 (OCH,C-Ar), 67.5 (CH,-Fmoc),
65.9 (C-4), 62.3 (C-6), 56.1 (C-0), 47.1 (CH-Fmoc), 20.8, 20.8, 20.6, 20.6 (COCH3) ppm;

HRESI-MS: m/z = 770.2405 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 770.2425) fiir Summenformel
C39H41N014 (M = 7472527)

2.
Nach AAV 1 wurden 1.52 g 12 (3.64 mmol, 1.3 Aq.) und 1.36 g 17 (2.76 mmol, 1 Aq.)
umgesetzt. Nach Sdulenchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: Essigester / Toluol, 5:1)

wurde das Produkt als farbloser Schaum erhalten.

Ausbeute: 1.65 mg, 2.21 mmol (80%);

Die analytischen Daten stimmten mit denen von 1. {iberein.

3.

Nach AAYV 2 a) wurden 600 mg 12 (1.43 mmol, 1.3 Aq.), 540 mg 16 (1.38 mmol, 1 Aq.)
und 677 pl BF;-Etherat (5.5 mmol, 5 Aq.) umgesetzt. Nach Siulenchromatographie an
Kieselgel (Laufmittel: Essigester / Toluol, 5:1) wurde das Produkt als farbloser Schaum

erhalten.

Ausbeute: 549 mg, 0.734 mmol (66%);

Die analytischen Daten stimmten mit denen von 1. iiberein.
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N’~(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-0-(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-L-
serin (19)

1.
Nach AAV 1 wurden 850mg Fmoc-Serin-OH (11) O O
(2.59mmol, 1Aq) und 20g 17 (4.1mmol, 1.5Aq) ohc .

OAc
umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung an ACO% i
AcO HN (o)
Kieselgel (Laufmittel: Dichlormethan / Ethanol, 6:1) und ONO

einem zweiten Reinigungsschritt an Kieselgel (Laufmittel: on

Essigester / Essigsdure, 100:1) wurde das Produkt als farbloser Schaum erhalten.

Ausbeute: 805 mg, 1.22 mmol (47%);
R+~Wert: 0.49 (Dichlormethan / Ethanol, 6:1);

Drehwert: [} =+ 38.4 (c = 1.1, MeOH);
IR: 2955 (br), 1722, 1526, 1447, 1367, 1214, 1135, 1034, 739 cm™';

"H-NMR (600 MHz, MeOH-d,): 5 = 7.78 (d, 2H, *J = 7.4 Hz, Ar-H), 7.68 (t, 2H, °J = 6.6
Hz, Ar-H), 7.37 (t, 2H, °J = 7.3 Hz, Ar-H), 7.30 (t, 2H, °J = 7.4 Hz, Ar-H), 5.30 (dd, 1H,
3 =23.1Hz, J54=10.3 Hz, H-3), 5.25 — 5.17 (m, 2H, H-2, H-4), 4.85 (d, 1H, *J;, = 1.4
Hz, H-1), 4.51 — 4.44 (m, 1H, CHH-Fmoc), 4.29 — 4.26 (m, 1H, H-a), 4.25 (bs, 1H, CH-
Fmoc), 4.24 — 4.22 (m, 1H, CHH-Fmoc), 4.18 (dd, 1H, *Js, = 5.2 Hz, “Jsa60 = 12.6 Hz, H-
6a), 4.12 — 4.04 (m, 3H, H-6b, H-B), 3.93 — 3.88 (m, 1H, H-5), 2.10, 2.01, 1.93, 1.90 (s, je
3H, OAc) ppm;

BC-NMR (150 MHz, MeOH-d,): & = 174.7 (COOH), 172.4, 171.5, 171.4, 171.4
(COCHj3), 158.1 (COO-Fmoc), 145.5 (C-Ar), 142.6 (C-Ar), 128.7 (C-Ar), 128.2 (C-Ar),
126.1 (C-Ar), 120.9 (C-Ar), 99.4 (C-1), 70.7 (C-2), 70.7 (C-3), 70.0 (C-5), 68.1 (CH»-
Fmoc), 67.3 (C-4), 63.5 (C-6), 61.5 (C-B), 57.3 (C-a), 48.4 (CH-Fmoc), 20.8, 20.6, 20.5,
20.5 (COCH3) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 680.20 [M+Na] -Ion (ber.: m/z =680.19) und m/z = 696.19
[M+K]+—Ion (ber.: m/z =696.16) fiir Summenformel C3;H35NO 4 (M = 657.20);

HRESI-MS: m/z = 680.1946 [M+Na]-Ion (ber.: m/z = 680.1955) fiir Summenformel
C32H35N014 (M = 6572058)
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2.

Nach AAV 2 a) wurden 128 mg Fmoc-Serin-OH (11) (0.391 mmol, 1 Aq.), 200 mg 16
(0.512 mmol, 1.3 Aq.) und 240 pl BF;-Etherat (1.95 mmol, 5 Aq.) umgesetzt. Nach
Saulenchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: Dichlormethan / Ethanol, 6:1) und einem
zweiten Reinigungsschritt an Kieselgel (Laufmittel: Essigester / Essigsdure, 100:1) wurde

das Produkt als farbloser Schaum erhalten.

Ausbeute: 99 mg, 0.15 mmol (38%);

Die analytischen Daten stimmen mit denen von 1. iiberein.

3.

Nach AAV 2 b) wurden 1g 16 (2.6 mmol, 1.5 Aq.) mit 560 mg Fmoc-Serin-OH (11)
(1.71 mmol, 1Aq.) und 300 uL SnCl; (2.56 mmol, 1.5 Aq.) umgesetzt. Nach erster
Reinigung an Kieselgel (Laufmittel: Dichlormethan / Ethanol, 6:1) und einem weiteren
Reinigungsschritt an Kieselgel (Laufmittel: Essigester / Essigsdure, 100:1) wurde das

Produkt als farbloser Schaum erhalten.

Ausbeute: 359 mg, 0.546 mmol (32%);

Die analytischen Daten stimmen mit denen von 1. iiberein.

N’~(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-0-(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-L-
threonin-O-benzylester (32)

Nach AAV 2 a) wurden 100 mg 31 (0.231 mmol, 1.3 Aq.), O O
69mg 16 (0.18mmol, 1Aq) und 67pul BF;s-Etherat oA .

. OAc
(0.54 mmol, 3 Aq.) umgesetzt. Nach Sdulenchromatographie ACO% i
HN (6]

AcO

an Kieselgel (Laufmittel: Essigester / Toluol, 1:6) wurde das OW:@
(6]

Produkt als farbloser Schaum erhalten.

Ausbeute: 101 mg, 0.132 mmol (72%);
ReWert: 0.2 (Essigester / Toluol, 1:6);

Drehwert: [a]) =+ 21.9 (c = 0.9, CH,Cl,) ;

"H-NMR (500 MHz, CDCLy): = 7.74 (d, 2H, °J = 7.1 Hz, Ar-H), 7.60 (d, 2H, *J = 7.3
Hz, Ar-H), 7.38 (t, 2H, >J = 7.3 Hz, Ar-H), 7.35 — 7.30 (m, 5H, Ar), 7.28 (t, 2H, *Jo5 = 7.3
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Hz, Ar-H), 5.93 (d, 1H, *Jnin.q = 9.3 Hz, NH), 5.30 (dd, 1H, *J»5=3.3 Hz, °J54=9.9 Hz,
H-3), 5.27 — 5.14 (m, 4H, H-2, H-4, OCH,C-Ar), 4.84 (d, 1H, °J1, = 1.4 Hz, H-1), 4.44 —
4.34 (m, 3H, CH,-Fmoc, H-a), 4.27 — 4.19 (m, 3H, H-B, CH-Fmoc, H-6), 4.11 (dd, 1H,
3Js.6a = 2.6 Hz, *Jgo60 = 12.3 Hz, H-6b), 4.05 (m,, 1H, H-5), 2.14, 2.07, 2.05, 2.01 (s, je 3H,
OAc), 1.32 (d, 3H, *Jeus p = 6.3 Hz, CHs) ppm;

3C-NMR (150 MHz, CDCl;): § = 171.0 (COOCH,), 170.5, 169.9, 169.8, 169.7 (COCHs),
156.7 (COO-Fmoc), 143.7 (C-Ar), 141.2 (C-Ar), 128.6 (C-Ar), 128.5 (C-Ar), 128.5 (C-
A1), 128.4 (C-Ar), 127.6 (C-Ar), 127.1 (C-Ar), 125.1 (C-Ar), 119.9 (C-Ar), 98.7 (C-1),
69.7 (C-B), 69.6 (C-3), 69.6 (C-5), 69.1 (C-2) 69.0 (OCH,C-Ar), 67.5 (CH,-Fmoc), 66.2
(C-4), 62.4 (C-6), 58.7 (C-0t), 47.1 (CH-Fmoc), 20.7, 20.6, 20.6, 20.6 (COCH;), 17.9 (CHs)
ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 784.34 [M+Na] -Ion (ber.: m/z =784.25) und m/z = 800.29
[M+K]"-Ion (ber.: m/z = 800.23) fiir Summenformel C4oH43NO 4 (M = 761.26);

HRESI-MS: m/z = 784.2635 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 784.2581) fiir Summenformel
C40H43N014 (M = 761.2684).

N’~(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-0-(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-L-
threonin (33)

Nach AAV 1 wurden 79 mg Fmoc-Threonin-OH (30) O O
(0.23 mmol, 1 Aq.) und 171 mg 17 (0.348 mmol, 1.5 Aq.) oA §
OAc
umgesetzt. Nach Sdulenchromatographie an Kieselgel Acc/im i
HN" S0
(Laufmittel: Dichlormethan / Ethanol, 1:1) und einem O 0
T8,

zweiten  Reinigungsschritt an  Kieselgel (Laufmittel:

Essigester / Essigsdure, 100:1) wurde das Produkt als farbloser Schaum erhalten.

Ausbeute: 47 mg, 0.07 mmol (30%);
ReWert: 0.31 (Essigester / Essigsdure, 100:1);

Drehwert: [ ] =+ 21.4 (c = 0.3, CH,Cl,);
IR: 2976, 1731, 1523, 1449, 1369, 1222, 1133, 1045, 760, 737, 639 cm™;



9 Experimenteller Teil 143

"H-NMR (600 MHz, MeOH-d,): 5 = 7.85 (d, 2H, *J = 7.4 Hz, Ar-H), 7.78 — 7.74 (m, 2H,
Ar-H), 7.43 (t, 2H, °J = 7.3 Hz, Ar-H), 7.38 — 7.34 (m, 2H, Ar), 5.34 (dd, 1H, *J»5 = 3.4
Hz, *J54 = 10.0 Hz, H-3), 5.24 (dd ~ t, 1H, °J = 9.9 Hz, H-4), 5.23 (dd, 1H, *J;, = 1.8 Hz,
b3 =13.9 Hz, H-2), 5.00 (d, 1H, *J, = 1.8 Hz, H-1), 4.47 (dd, 1H, *Jeun-rmoc.ChFmoc = 7.1
Hz, *Jcut-Fmoe.Ch-Fmoe = 10.6 Hz, CHH-Fmoc), 4.44 — 4.41 (m, 1H, H-B), 4.39 (dd, 1H,
3 Jerp-Fmoe.chi-Fmoe = 7.0 HZ, *Jeum-Fmoe.CiitiFmoe = 10.6 Hz, CHH-Fmoc), 4.37 — 4.33 (m, 1H,
H-a), 4.30 (dd ~ t, 1H, 37=17.1 Hz, CH-Fmoc), 4.28 — 4.24 (m, 1H, H-6a), 4.18 (m., 1H,
H-5), 4.17 - 4.13 (m, 1H, H-6b), 2.15, 2.09, 2.09, 2.00 (s, je 3H, OAc), 1.34 (d, 3H, *Ju.
p.cu3 = 6.4 Hz, CHs) ppm;

BC-NMR (150 MHz, MeOH-dy): & = 177.3 (COOH), 1723, 171.7, 171.5, 171.4
(COCHj3), 159.1 (COO-Fmoc), 145.2 (C-Ar), 142.6 (C-Ar), 128.7 (C-Ar), 126.4 (C-Ar),
126.3 (C-Ar), 120.9 (C-Ar), 100.4 (C-1), 78.4 (C-B), 70.7 (C-2), 70.7 (C-3), 70.2 (C-5)
68.2 (CH,-Fmoc), 67.4 (C-4), 63.7 (C-6), 60.2 (C-a), 48.4 (CH-Fmoc), 20.6 (4 COCH3),
18.8 (CH3) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 694.73 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 694.21) fiir Summenformel
C33H37N014 (M = 67122)

HRESI-MS: m/z = 6942197 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 694.2112) fiir Summenformel
C33H37N014 (M = 6712241)

N’~(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-0-(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-L-
tyrosin-O-benzylester (38)

1.

Nach AAV 1 wurden 395 mg 36 (0.801 mmol, 1.3 Aq.)
(@)
(0]

OAc
und 300 mg 17 (0.611 mmol, 1 Aq.) umgesetzt. Nach Aco&
AcO
(@)

Sdulenchromatographie an Kieselgel (Laufmittel:

A
HN
Essigester / Toluol, 1:2) wurde das Produkt als \Q\/Yiij

farbloser Schaum erhalten. ©

Ausbeute: 379 mg, 0.460 mmol (74%);
RsWert: 0.2 (Essigester / Toluol, 1:2);

Drehwert: [o]) =+ 18.9 (c = 1.1, CH,CL,);
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IR: 3363, 3235, 2357, 1686, 1610, 1379, 1221, 1106, 928, 823, 747, 648 cm™;

"H-NMR (500 MHz, CDCL): & = 7.76 (d, 2H, *J = 7.7 Hz, Ar-H), 7.60 (t, 2H, >J = 7.7 Hz,
Ar-H), 7.40 (t, 2H, *J = 7.2 Hz, Ar-H), 7.38 — 7.33 (m, 3H,Ar-H), 7.33 — 7.28(m, 4H, Ar-
H), 6.94 — 6.87(m, 4H, Ar-H), 5.54 (dd, 1H, *J,5 = 3.5 Hz, *J54 = 10.0 Hz, H-3), 5.44 (d,
1H, *Ji, = 1.7 Hz, H-1), 5.42 (dd, 1H, *J1, = 1.7 Hz, *J»3 = 3.5Hz, H-2), 5.36 (dd~t, 1H, *J
= 10.1 Hz, H-4), 5.25 (d, 1H, *Jxspo = 8.0 Hz, NH), 5.18 (d, 1H, “JocHHC-ArOCHHC-Ar =
12.2 Hz, OCHHC-Ar), 5.11 (d, 1H, “Jocuuc-arocuucar = 12.2 Hz, H-OCHHC-Ar), 4.67
(me, 1H, H-a), 4.44 (dd, 1H, *Jenprmoecrmoe = 7.0 Hz, “JenH-Fmoe.CHH-Fmoc = 10.6 Hz,
CHH-Fmoc), 4.36 (dd, 1H, *Jenprmoe.c-Fmoc = 6.8 HzZ, 2Jcut-Fmoc.CHtt-Fmoc = 10.6 Hz, CHH-
Fmoc), 4.27 (dd, 1H, *Js g, = 5.2 Hz, *Jsasp = 12.4 Hz, H-6a), 4.19 (dd ~ t, 1H, °J = 6.4 Hz,
CH-Fmoc), 4.08 — 4.00 (m, 2H, H-5, H-6b), 3.05 (dd~t, 2H, J = 5.7 Hz, H-B), 2.20, 2.05,
2.04, 2.01 (s, je 3H, OAc) ppm;

BC-NMR (150 MHz, CDCl;): § = 171.2 (COOCH,), 170.5, 169.9, 169.9, 169.7 (COCH3),
155.5 (COO-Fmoc), 154.8 (C-Ar), 143.8 (C-Ar), 143.6 (C-Ar), 141.3 (C-Ar), 134.9 (C-
A1), 130.5 (C-Ar), 130.1 (C-Ar), 128.6 (C-Ar), 127.7 (C-Ar), 127.0 (C-Ar), 125.0 (C-Ar),
125.0 (C-Ar), 120.0 (C-Ar), 116.5 (C-Ar), 95.9 (C-1), 69.4 (C-2), 69.1 (C-3), 68.9 (C-5),
67.3 (OCH,C-Ar) 66.9 (CH,-Fmoc), 65.9 (C-4), 62.0 (C-6), 54.8 (C-a), 47.1 (CH-Fmoc),
37.3 (C-B), 20.8, 20.7, 20.6, 20.6 (COCH;) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 846.35 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 846.27) fiir Summenformel
C45H45N014 (M = 82328),

HRESI-MS: m/z = 846.2774 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 846.2738) fiir Summenformel
C4sHasNO14 (M = 823.2840).

2.

Nach AAV 2 a) wurden 390 mg 36 (0.790 mmol, 1.3 Aq.), 237 mg 36 (0.610 mmol, 1 Aq.)
und 225 pl BF;-Etherat (1.83 mmol, 3 Aq.) umgesetzt. Nach Siulenchromatographie an
Kieselgel (Laufmittel: Essigester / Toluol, 1:2) wurde das Produkt als farbloser Schaum

erhalten.

Ausbeute: 185 mg, 0.224 mmol (36%);

Die analytischen Daten stimmten mit denen von 1. iiberein.
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N’~(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-0-(2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-L-

tyrosin (39)
Nach AAV 2 b) wurden 500 mg 16 (1.28 mmol, 1.5 Aq.)
| | @ O
mit 344 mg Fmoc-Tyrosin-OH (35) (0.853 mmol, 1 Aq.) - ﬁ
und 150 uL SnCly (1.28 mmol, 1.5 Aq.) umgesetzt. Nach Aeo ) i
HN" 0
Reinigung an Kieselgel (Laufmittel: Essigester / Toluol, O

4:1 — 1:1) wurde das Produkt als farbloser Schaum

erhalten.

Ausbeute: 390 mg, 0.531 mmol (62%);
R#Wert: 0.3 (Essigester / Toluol, 1:1);
Smp.: 86°C;

Drehwert: [a]ﬁ,o =44.8 (¢ = 1.0, CH,Cl);
IR: 1738, 1508, 1365, 1211, 1034, 742 cm';

"H-NMR (500 MHz, CDCL): & = 7.77 (d, 2H, *J = 7.5 Hz, Ar-H), 7.55 (d, 2H, *J = 7.5
Hz, Ar-H), 7.40 (t, 2H, °J = 7.5 Hz, Ar-H), 7.31 (t, 2H, *J = 7.5 Hz, Ar-H), 7.11 (d, 2H,°J
= 8.6 Hz, Ar-H), 7.05(d, 2H, °J = 8.6 Hz, Ar-H), 5.53 (dd, 1H, *J,3 = 3.5 Hz, *J34 = 10.0
Hz, H-3), 5.50 (d, 1H, *J1, = 1.7 Hz, H-1), 5.45 (dd, 1H, *J; 2 = 1.7 Hz, *J,5 = 3.5Hz, H-2),
5.36 (dd~t, 1H, *J = 9.8 Hz, H-4), 4.65 (m,, 1H, H-a), 4.45 (dd, 1H, *Jeut-rmoe.Cti-Fmoc = 6.8
Hz, *JcHH-Fmoc.CHE-Fmoe = 10.5 Hz, CHH-Fmoc), 4.36 (dd, 1H, *Jenn-Fmoe.chi-Fmoc = 6.8 Hz,
% JCHH-Fmoc.CHH-Fmoe = 10.5 Hz, CHH-Fmoc), 4.30 — 4.25 (m, 1H, H-6a), 4.19 (dd ~ t, 1H, °J
= 7.0 Hz, CH-Fmoc), 4.08 — 3.99 (m, 2H, H-5, H-6b), 3.05 (m., 2H, H-B), 2.19, 2.05, 2.04,
2.00 (s, je 3H, OAc) ppm;

BC-NMR (150 MHz, CDCLy): § = 171.1 (COOH), 170.5, 169.9, 169.8, 169.7 (COCHj),
155.5 (COO-Fmoc), 143.6 (C-Ar), 143.5 (C-Ar), 141.2 (C-Ar), 130.3 (C-Ar), 127.7 (C-
Ar), 127.0 (C-Ar), 125.0 (C-Ar), 124.9 (C-Ar), 120.0 (C-Ar), 116.8 (C-Ar), 95.9 (C-1),
69.2 (C-2), 68.9 (C-3), 68.7 (C-5), 67.1 (CH,-Fmoc), 65.4 (C-4), 62.0 (C-6), 54.9 (C-a),
47.0 (CH-Fmoc), 37.3 (C-B), 20.8, 20.7, 20.6, 20.5 (COCH;) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 756.96 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 756.22) und m/z = 772.91
[M+K]+-Ion (ber.: m/z =772.20) fiir Summenformel C3sH3oNO4 (M = 733.23);
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HRESI-MS: m/z = 756.2201 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 756.2268) und m/z = 772.1980
[M+K]+—Ion (ber.: m/z ="772.2008) fiir Summenformel C3sH39NO4 (M = 733.2371).

N’~(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-S-(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-L-

cystein (42)
Nach AAV 6 wurden 600 mg 50 (0.841 mmol, 1 Aq.), 10 mg O O
(PPh3),Pd (8.6 pmol, 0.01 Aq) und 225 mg p- one 9
. OAc
Toluolsulfinsdure-Natrium-Salz  (1.26 mmol, 1.5 Aq.) aco 0 i
AcO HN (e}
umgesetzt. Nach Reinigung an Kieselgel (Laufmittel: S A0
\/\(i-|

Cyclohexan / Essigester, 1:1 — Essigester / Methanol, 3:1)

wurde das Produkt als schwach gelber Schaum erhalten.

Ausbeute: 494 mg, 0.733 mmol (87%);

ReWert: 0.43 (Essigester / Methanol, 3:1);

Smp.: 123°C;

Drehwert: [a]ﬁ) =+27.6 (c=0.9, CH,Cl);

IR: 2986, 1739, 1596, 1367, 1214, 1042, 759, 740 cm™;

"H-NMR (600 MHz, DMSO-de): & = 7.89 (d, 2H, °J = 7.5 Hz, Ar-H), 7.71 (t, 2H, *J = 7.2
Hz, Ar-H), 7.41 (t, 2H, °J = 7.4 Hz, Ar-H), 7.33 (t, 2H, °J = 7.5 Hz, Ar-H), 5.45 (bs, 1H,
H-1), 5.21 (dd, 1H, *Ji2 = 1.1 Hz, *J»5 = 3.2 Hz, H-2), 5.14 (dd~ t, 1H, *J = 10.0 Hz, H-4),
5.03 (dd, 1H, *J»3 = 3.3 Hz, *J34 = 10.3 Hz, H-3), 4.34 (dd, 1H, *Jeun-Fmoc.chi-Fmoe = 6.6 Hz,
2 JCHH-Fmoc CHE-Fmoe = 9.5 Hz, CHH-Fmoc), 4.32 — 4.28 (m, 1H, H-5), 4.23 (dd ~ t, 1H, °J =
6.9 Hz, CH-Fmoc), 4.19 (dd, 1H, *JenpFmoe.ctirmoe = 7.0 HZ, “JeHn-Fmoc.CHE-Fmoc = 9.6 Hz,
CHH-Fmoc), 4.13 (dd, 1H, *Js¢ = 4.9 Hz, “Jeasy = 12.1 Hz, H-6a), 4.05 (dd, 1H, *Js ¢, =
2.4 Hz, “Jo,60 = 12.2 Hz, H-6b), 4.01 —3.91 (m, 1H, H-t), 3.13 (dd, 1H, *Ji.qp1pa = 3.6 Hz,
*Jiparipp = 13.1 Hz, H-B), 3.01 (dd, 1H, *Jiranps = 7.9 Hz, *Jispasipp = 13.1 Hz, H-pb),
2.08, 1.99, 1.97, 1.93 (s, je 3H, OAc) ppm;

BC-NMR (150 MHz, DMSO-d¢): & = 170.1 (COOH), 170.1, 169.7, 169.6, 169.4
(COCH3), 155.6 (COO-Fmoc), 143.9 (C-Ar), 140.7 (C-Ar), 127.6 (C-Ar), 127.1 (C-Ar),
125.3 (C-Ar), 120.1 (C-Ar), 82.6 (C-1), 70.6 (C-2), 69.1 (C-3), 68.4 (C-5), 65.4 (CHa-
Fmoc), 65.4 (C-4), 61.7 (C-6), 55.4 (C-0), 46.7 (CH-Fmoc), 34.5 (C-), 20.8, 20.6, 20.4,
20.3 (COCH3;) ppm;
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MALDI-ToF-MS: m/z = 696.18 [M+Na] -Ion (ber.: m/z =696.17) und m/z = 712.16
[M+K]+—Ion (ber.: m/z =712.14) fiir Summenformel C3sH3oNO;3S (M = 673.18);

HRESI-MS: m/z = 696.1729 [M+Na]-Ion (ber.: m/z = 696.1727) fiir Summenformel
C32H35NO13S (M = 6731829)

N"-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-S-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-o-D-mannopyranosyl)-L-
cystein-O-allylester (50)

1.
Nach AAV 1 wurden 500 mg 17 (1.02 mmol, 1.3 Aq.) und O O
300 mg 48 (0.783 mmol, 1 Aq.) umgesetzt. Nach .

Sdulenchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: Cyclohexan ACQ% i
cO HN

(0]
/ Essigester, 1:1) wurde das Produkt als gelblicher Schaum sv?\fo
erhalten. O~

Ausbeute: 545 mg, 0.764 mmol (98%);
ReWert: 0.57 (Cyclohexan / Essigester, 1:1);

"H-NMR (600 MHz, CDCLy): & = 7.68 (d, 2H, °J = 7.5 Hz, Ar-H), 7.54 (d, 2H, *J = 7.4
Hz, °J = 11.4 Hz Ar-H), 7.32 (t, 2H, °J = 7.5 Hz, Ar-H), 7.23 (t, 2H, °J = 7.4 Hz, Ar-H),
6.09 (d, 1H, *Jnuna = 8.6 Hz, NH), 5.83 (m., 1H, CH,CHCH,), 5.30 (dd, 1H, *J;, = 1.4
Hz, >J»5 = 3.1 Hz, H-2), 5.32 — 5.27 (m, 1H, CH,CHCHH), 5.22 — 5.20 (m, 1H, H-4), 5.20
—5.18 (m, 1H, CH,CHCHH), 5.15 (d, 1H, *J;, = 1.4 Hz, H-1), 5.10 (dd, 1H, *J,5 = 3.1 Hz,
3J34=9.9 Hz, H-3), 4.74 — 4.68 (m, 1H, H-a), 4.55-4.62 (m, 2H, CH,CHCH,), 4.34 (dd,
1H, *JennFmoe.cii-Fmoe = 7.7 Hz, *Jcnb-Fmoc.c-Fmoe = 10.4 Hz, CHH-Fmoc), 4.28 (dd, 1H,
3 JeHH-Fmoe.CH-Fmoc = 6.9 HZ, 2JcnH-Fmoe.cHi-Fmoc = 10.4 Hz, CHH-Fmoc), 4.27 — 4.23 (m, 1H,
H-5), 4.18 (dd, 1H, *Js6, = 2.3 Hz, “Jeasp = 12.3 Hz, H-6a), 4.16 — 4.10 (m, 2 H, H-6b, CH-
Fmoc), 3.23 (dd, 1H, *Jiqppa = 5.1 Hz, “Jirparipo = 14.5 Hz, H-Ba), 3.04 (dd, 1H, *Jirqmpe
= 3.5 Hz, *Jupupo = 14.3 Hz, H-pb), 2.07, 1.97, 1.97, 1.92 (s, je 3H, OAc) ppm;

BC.NMR (150 MHz, CDCLy): & = 170.5 (COOAllyl), 169.8, 169.7, 169.6, 169.6
(COCH3), 155.6 (COO-Fmoc), 143.7 (C-Ar), 141.2 (C-Ar), 131.2 (CH,CHCH,), 127.6 (C-
Ar), 127.0 (C-Ar), 125.0 (C-Ar), 119.9 (C-Ar), 119.4 (CH,CHCH,), 84.3 (C-1), 71.2 (C-
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2), 69.7 (C-5), 69.0 (C-3), 67.1 (CH,-Fmoc), 66.5 (CH,CHCH,), 66.0 (C-4), 62.4 (C-6),
54.1 (C-0), 47.0 (CH-Fmoc), 36.1 (C-B), 20.8, 20.6, 20.5, 20.5 (COCH3) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 737.23 [M+Na] -lon (ber.: m/z =736.20) und m/z = 753.19
[M+K]+-Ion (ber.: m/z ="752.17) fiir Summenformel C3sH3oNO;3S (M = 713.21).

2.

Nach AAV 2 a) wurden 330 mg 48 (0.861 mmol, 1 Aq.), 503 mg 16 (1.29 mmol, 1.5 Aq.)
und 159 ul BF;-Etherat (1.29 mmol, 1.5 Aq.) umgesetzt. Nach Siulenchromatographie an
Kieselgel (Laufmittel: Cyclohexan / Essigester, 1:1) wurde das Produkt als gelblicher

Schaum erhalten.

Ausbeute: 302 mg, 0.423 mmol (48%);

Die analytischen Daten stimmen mit denen von 1. iiberein.

3.

Nach AAV 2 b) wurden 1130 mg 16 (2.896 mmol, 2.2 Aq.), 500 mg 48 (1.30 mmol, 1
Aq.) und 230 pL SnCly (1.95 mmol, 1.5 Aq.) umgesetzt. Nach Saulenchromatographie an
Kieselgel (Laufmittel: Cyclohexan / Essigester, 1:1) wurde das Produkt als gelblicher

Schaum erhalten.

Ausbeute: 643 mg, 0.901 mmol (69%);

Die analytischen Daten stimmen mit denen von 1. iiberein.

N’~(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-S-[2-(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-a-D-manno-
pyranosyloxy)-ethyl]-L-cystein (56)

200 mg Fmoc-Cystein-OH (41) (0.582 mmol, 1 Aq.) OAc_

wurden in 5 mL trockenem DMF  unter Acgm o
Schutzgasatmosphire geldost und bei Raumtemperatur O OH
geriihrt. 14 mg NaH (0.58 mmol, 1 Aq.) wurden im HNfO
Weiteren zu der Reaktionslosung zugegeben und diese I a
nach 15 min mit 292 mg 55 (0.581 mmol, 1 Aq.) versetzt. Q O

Die Reaktionsmischung wurde iiber Nacht bei 40 °C geriihrt. Danach wurde das

Losungsmittel entfernt, das Rohprodukt in Dichlormethan aufgenommen, mit Wasser,
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gesittigter NaCl-Lsg. und gesittigter NaHCOs-Lsg. gewaschen, iiber MgSO, getrocknet
und filtriert. Die sdulenchromatographische Reinigung des Produkts erfolgte zundchst an
Kieselgel (Laufmittel: Cyclohexan / Essigester, 1:1 — Cyclohexan / Essigester / Methanol,
4.5:4.5:1) und anschlieBend an Sephadex LH-20 mit Methanol. Das Produkt wurde als

gelblicher Schaum erhalten.

Ausbeute: 336 mg, 0.468 mmol (81%);
ReWert: 0.6 (Cyclohexan /Essigester / Methanol, 4.5:4.5:1);

Drehwert: [a]) =+ 19.0 (c = 1.1, CH,Cly);
IR: 3335, 1742, 1537, 1366, 1219, 1154, 1046, 742 cm’;

"H-NMR (500 MHz, MeOH-d,): 5 = 7.83 (d, 2H, °J = 7.4 Hz, Ar-H), 7.72 (t, 2H, °J = 6.7
Hz, Ar-H), 7.43 (t, 2H, *J = 7.4 Hz, Ar-H), 7.35 (t, 2H, >J = 7.4 Hz, Ar-H), 5.32 — 5.22 (m,
3 H, H-2, H-3, H-4), 4.94 (d, 1H, *J,, = 1.3 Hz, H-1), 4.48 (dd, 1H, *Jcut-rmoe.ci-Fmoc = 4.9
Hz, “Jeut-Fmoe.cht-Fmoc = 7.0 Hz, CHH-Fmoc), 4.46 — 4.40 (m, 3H, H-0, OCHHCH,, CHH-
Fmoc), 4.39 — 4.36 (m, 1H, OCHHCHS>), 4.30 — 4.24 (m, 2H, H-6’, CH-Fmoc), 4.16 — 4.09
(m, 2H, H-5, H-6a), 4.01 — 3.94 (m, 1H, H-OCH,CHH), 3.84 — 3.78 (m, 1H, OCH,CHH),
2.99 (dd, 1H, *Jiqmpa = 4.8 Hz, “Jisparipp = 13.9 Hz, H-Ba), 2.92 (dd, 1H, *Jugmpp = 7.2
Hz, *Jiiparpo = 13.8 Hz, H-pb), 2.16, 2.08, 2.05, 1.98 (s, je 3H, OAc) ppm;

BC-NMR (150 MHz, MeOH-d,): & = 172.3 (COOH), 171.8, 171.5, 171.4, 171.4
(COCH3), 158.2 (COO-Fmoc), 145.2 (C-Ar), 142.5 (C-Ar), 128.9 (C-Ar), 128.6 (C-Ar),
126.1 (C-Ar), 120.8 (C-Ar), 98.6 (C-1), 70.5 (C-2), 70.4 (C-3), 69.8 (C-5), 67.9 (CH,-
Fmoc), 67.1 (C-4), 66.6 (OCH,CH>), 65.2 (OCH,CHy,), 63.5 (C-6), 57.8 (C-a), 48.2 (CH-
Fmoc), 26.7 (C-P), 20.5, 20.5, 20.5, 20.4 (COCH3) ppm;

HRESI-MS: m/z = 740.1916 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 740.1989) fiir Summenformel
C34H390NO14S (M = 717.2091).
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N’-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-N*-[(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-o-D-

mannopyranosyloxy)-acetamido]-L-lysin (64)

Nach AAV 5 wurden 100 mg 58 (0.246 mmol, O O
1.6 Aq.), 57 mg Fmoc-Lysin-OH (57) (0.154 mmol, OAC .
" . OAc
1 Aq), 95mg HATU (0.249 mmol, 1.6 Aq.) und aco Q x
. AcO \)CL HN o
43 uL DIPEA (0.249 mmol, 1.6 Aq) umgesetzt. Oy O
H/\/VK

Nach  Sédulenchromatographie = an  Kieselgel
(Laufmittel: Dichlormethan / Methanol, 19:1 + 1% Essigsdure) wurde das Produkt als

leicht gelblicher Schaum erhalten.

Ausbeute: 70 mg, 86 pmol (57%);
Re~Wert: 0.18 (Dichlormethan / Methanol, 19:1 + 1% Essigsédure);

Drehwert: [a]zDO =+17.2 (¢ =0.7, CH,Cl,);
IR: 2922, 1743, 1449, 1367, 1214, 1079, 762 cm’';

"H-NMR (600 MHz, MeOH-dy): 5 = 7.83 (d, 2H, °J = 7.5 Hz, Ar-H), 7.61 (m., 2H, Ar-
H), 7.43 (t, 2H, °J = 7.3 Hz, Ar-H), 7.35 (t, 2H, >J = 7.5 Hz, Ar-H), 5.45 (dd, 1H, *J1, = 1.6
Hz, >Jo3 = 3.4 Hz, H-2), 5.40 (dd, 1H, *J»5 = 3.6 Hz, *J34 = 10.1 Hz, H-3), 5.28 (dd~t, 1H,
3J=10.1 Hz, H-4), 4.92 (bs, 1H, H-1), 4.37 (m., 2H, CH,-Fmoc), 4.30 — 4.24 (m, 2H, H-
6a, CH-Fmoc), 421 — 4.16 (m, 2H, H-a, OCHHCO), 4.14 — 4.05 (m, 3H, H-5, H-6b,
OCHHCO), 3.33 — 3.27 (m, 2H, H-g), 2.16, 2.07, 2.06, 2.00 (s, je 3H, OAc), 1.79 — 1.72
(m, 2H, H-B), 1.67 — 1.58 (m, 2H, H-9), 1.53 — 1.44 (m, 2H, H-y) ppm;

BC.NMR (150 MHz, CDCLy): § = 175.1 (COOH), 172.3 (NHCOC-¢), 171.6, 171.4,
171.4, 171.3 (COCH3), 158.6 (COO-Fmoc), 145.3 (C-Ar), 142.5 (C-Ar), 128.8 (C-Ar),
128.1 (C-Ar), 126.3 (C-Ar), 120.9 (C-Ar), 99.1 (C-1), 70.6 (C-3), 70.3 (C-5), 70.2 (C-2),
67.9 (CH,-Fmoc), 67.4 (OCH,CO), 67.0 (C-4), 63.3 (C-6), 54.8 (C-0), 48.3 (CH-Fmoc),
39.8 (C-¢), 32.5 (C-), 29.5 (C-8), 24.3 (C-y), 20.8, 20.6, 20.6, 20.4 (COCH;) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 779.08 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 779.26) und m/z = 795.07
[M+K]+—Ion (ber.: m/z =795.23) fiir Summenformel C37H44N>O15 (M = 756.27);

HRESI-MS: m/z = 779.2777 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 779.2639) fiir Summenformel
C37H44N2015 (M = 7562742)
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N’-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-N*-[2-(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-a-D-
mannopyranosyloxy)-ethyl]-L-lysin (65)

Unter Schutzgasatmosphiare wurden 260 mg 60 O O
(0.666 mmol, 1 Aq.) und 243 mg Fmoc-Lysin-OH on .

C
(57) (0.660 mmol, 1Aq) in 7mL trockenem , . ~- |0 ¢
Acetonitril geldst und drei Stunden bei Raumt i i
cetonitril gelost und drei Stunden bei Raumtemp. O~y WO
geriihrt. Im Weiteren wurden 140 mg NaBH(OAc); " OH

(0.660 mmol, 1 Aq.) zugegeben und iiber Nacht bei Raumtemp. geriihrt. AnschlieBend
wurde das Losungsmittel entfernt, der Riickstand in Dichlormethan aufgenommen, iiber
MgSO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel entfernt. AbschlieBende Reinigung
erfolgte sdulenchromatographisch an Kieselgel (Laufmittel: Essigester / Methanol, 1:1)

wobei 65 als farbloser Schaum mit einem Nebenprodukt erhalten wurde.

Ausbeute: 376 mg, 0.506 mmol (77%);
ReWert: 0.25 (Essigester / Methanol, 1:1);

Drehwert: [ ]} =+ 28.6 (c = 0.7, CH,Cl,);
IR: 3345 (br), 1740, 1568, 1407, 1223, 1135, 1024,821, 730, 647 cm™;

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d): & = 7.74 (d, 2H, °J = 7.4 Hz, Ar-H), 7.62 — 7.57(m, 2H,
Ar-H), 7.37 (t, 2H, °J = 7.4 Hz, Ar-H), 7.28 (t, 2H, >J = 7.7 Hz, Ar-H), 5.32 — 5.21 (m, 3H,
H-2, H-3, H-4), 4.84 (d, 1H, *J,, = 1.4 Hz, H-1), 4.34 (dd ~ t, 1H, *J = 9.1 Hz, CHH-
Fmoc), 4.27 (dd, 1H, *Jse, = 4.9 Hz, *Jgu6o = 12.2 Hz, H-6a), 4.25 — 4.20 (m, 1H, H-0),
4.18 (dd ~ t, 1H, °J = 9.1 Hz, CHH-Fmoc), 4.12 — 4.08 (m, 1H, CH-Fmoc), 4.07 (dd, 1H,
3Jseb = 2.6 Hz, *Joaep = 12.4 Hz, H-6b), 3.99 (m., 1H, H-5), 3.97 — 3.92 (m, 1H,
OCHHCHb), 3.77 — 3.71 (m, 1H, OCHHCHb), 3.21 — 3.10 (m, 2H, OCH,CH>), 3.01 — 2.92
(m, 2H, H-g) 2.12, 2.08, 2.02, 1.96 (s, je 3H, OAc), 1.82 (bs, 2H, H-p), 1.72 (bs, 2H, H-3),
1.49 (bs, 2H, H-y) ppm;

BC-NMR (150 MHz, DMSO-d¢): & = 173.5 (COOH), 169.9, 169.4, 169.4, 169.3
(COCH3), 158.7 (COO-Fmoc), 145.1 (C-Ar), 142.5 (C-Ar), 128.8 (C-Ar), 128.5 (C-Ar),
127.1 (C-Ar), 121.2 (C-Ar), 96.7 (C-1), 68.7 (C-2), 68.6 (C-3), 67.8 (C-5), 66.3 (CHa-
Fmoc), 65.7 (C-4), 65.5 (OCH,CH,), 61.9 (C-6), 56.7 (C-0), 55.2 (C-¢), 53.9 (OCH,CH>),
47.5 (CH-Fmoc), 32.3 (C-B), 28.2 (C-3), 24.4 (C-y), 20.4, 20.3, 20.2, 20.2 (COCH3) ppm;
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MALDI-ToF-MS: m/z = 743.47 [M+H] -Ion (ber.: m/z = 743.30) und m/z = 765.46
[M+Na]+—lon (ber.: m/z =765.28) fiir Summenformel C37H46N2O14 (M = 742.29);

HRESI-MS: m/z = 743.3018 [M+H] -Ion (ber.: m/z = 743.3027) und m/z = 765.2857
[M+Na]+-10n (ber.: m/z =765.2847) fiir Summenformel C;7;H46N2014 (M = 742.2949).

N"-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-N°,N°-di-[2-(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-a-D-
mannopyranosyloxy)-ethyl]-L-lysin (66)

Unter Schutzgasatmosphire wurden 200 mg 60 O O
(0.512 mmol, 1 Aq.), 190 mg Fmoc-Lysin-OH (57) "%, 9
(0.516 mmol, 1 Aq.) in 10 mL trockenem Acetonitril ~ *° 3 i
gelost und drei Stunde bei Raumtemp. geriihrt. Im O\/\N " 8
Weiteren wurden 109 mg NaBH(OAc); a0 of ont

(0.514 mmol, 1Aq.) zugegeben und anschlieBend Aco OAc

tiber Nacht bei Raumtemp. geriihrt. Danach wurden weitere 200 mg 60 (0.512 mmol,
1 Aq.) zugegeben und wiederum drei Stunden bei Raumtemp. geriihrt, die
Reaktionsmischung mit weiteren 118 mg NaBH(OAc); (0.556 mmol, 1.1 Aq.) versetzt und
iiber Nacht bei Raumtemp. geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel entfernt, der
Riickstand in Dichlormethan aufgenommen iiber MgSO,4 getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel entfernt. AbschlieBende Reinigung erfolgte an Kieselgel (Laufmittel:
Essigester/Methanol, 4:1). Das Produkt wurde als farbloser Schaum erhalten.

Ausbeute: 238 mg, 0.213 mmol (41%);
R+~Wert: 0.7 (Essigester / Methanol, 1:1);

Drehwert: [a]zDO =+23.6 (c = 1.4, CH,Cl,);
IR: 3348 (br), 1738, 1560, 1366, 1216, 1040, 740 cm™;

"H-NMR (600 MHz, MeOH-d,): 5 = 7.82 (d, 2H, *J = 7.6 Hz, Ar-H), 7.69 (t, 2H, °J = 8.3
Hz, Ar-H), 7.41 (t, 2H, °J = 7.2 Hz, Ar-H), 7.34 (t, 2H, °J = 6.8 Hz, Ar-H), 5.33 — 5.26 (m,
6H, H-2, H-3, H-4), 4.94 (bs, 2H, H-1), 4.37 (bs, 2H, CH,-Fmoc), 4.29 (dd, 2H, *Js.6, = 4.7
Hz, *Jsaeo = 12.1 Hz, H-6a), 4.24 (dd ~ t, 1H, *Jenn-pmoe.Ch-Fmoc = 6.5 Hz, CH-Fmoc), 4.12
(dd, 2H, *Js6 = 1.8 Hz, 2Jsasp = 12.0 Hz, H-6b),4.12 — 4.09 (m, 3H, H-5, H-0), 3.98 — 3.88
(m, 2H, OCHHCHb>), 3.79 — 3.70(m, 2H, OCHHCHy>), 3.18 — 3.08 (bs, 4H, OCH,CH,),
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2.88 — 2.80 (bs, 2H, H-¢), 2.15, 2.08, 2.05, 1.98 (s, je 6H, OAc), 1.76 (bs, 2H, H-B), 1.66
(bs, 2H, H-9), 1.49 (bs, 2H, H-y) ppm;

BC.NMR (150 MHz, MeOH-ds): 5 = 172.3 (COOH), 171.6, 171.5, 171.5, 171.4
(COCH3), 157.1 (COO-Fmoc), 145.4 (C-Ar), 142.5 (C-Ar), 128.8 (C-Ar), 128.1 (C-Ar),
126.2 (C-Ar), 120.9 (C-Ar), 98.9 (C-1), 70.7 (C-2), 70.3 (C-3), 70.0 (C-5), 67.7 (CH,-
Fmoc), 67.2 (C-4), 66.1 (OCH,CH,), 63.6 (C-6), 56.7 (C- 1), 56.4 (C-¢), 54.4 (OCH,CH,),
48.5 (CH-Fmoc), 33.2 (C-P), 26.6 (C- 5), 24.4 (C- v), 20.7, 20.6, 20.6, 20.6 (COCH3) ppm;

HRESI-MS: m/z = 1117.4307 [M+H] -Ion (ber.: m/z = 1117.4240) und m/z = 1139.4093
[M+Na]+-10n (ber.: m/z=1139.4060) fiir Summenformel Cs3HggN>O24 (M =1116.4162).

N"-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-N'-[2-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-
mannopyranosyloxy)-ethyl]-L-asparagin-O-tert-butylester (75)

1.

Nach AAV 5 wurden 617 mg Fmoc-Asp(OH)-O'Bu (74) O O
(1.50 mmol, 1.5 Aq.), 390 mg 67 (0.997 mmol, 1 Aq.), oAc §
. OAc

570 mg HATU (1.49 mmol, 1.5Aq) und 261 pL Ao Q )é

], AcO O HNT O
DIPEA (1.49 mmol, 1.5Aq) umgesetzt. Nach O~y 0

H

Séulenchro-matographie an Kieselgel (Laufmittel: OjL

Essigester / Toluol, 2:1) wurde das Produkt als farbloser Schaum erhalten.

Ausbeute: 353 mg, 0.450 mmol (45%);

RsWert: 0.4 (Essigester /Toluol, 2:1);

Smp.: 81°C;

Drehwert: [a]ﬁ,o =+ 28.6 (c = 1.4, CH,Cl,);

IR: 1738, 1521, 1366, 1216, 1151, 1042, 740 cm’';

"H-NMR (500 MHz, CDCLy): & = 7.76 (d, 2H, *J = 7.5 Hz, Ar-H), 7.60 (d, 2H, *J = 7.2
Hz, Ar-H), 7.39 (t, 2H, °J = 7.4 Hz, Ar-H), 7.30 (t, 2H, *J = 7.4 Hz, Ar-H), 6.18 (bs, 1H,
CH,NHCO), 6.05 (d, 1H, *Jnii.q = 8.2 Hz, NH-Fmoc), 5.33 (dd, 1H, *Jo3 =3.2 Hz, *J34 =
9.9 Hz, H-3), 5.29 — 5.24 (m, 2H, H-2, H-4), 4.82 (d, 1H, *J,, = 1.6 Hz, H-1), 4.51 (bs, 1H,
H-a), 4.41 (dd ~t, 1H, J = 7.9 Hz, CHH-Fmoc) , 4.31 (dd ~ t, 1H, J= 7.6 Hz, CHH-Fmoc),
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427 (dd, 1H, *Js 6, = 5.5 Hz, “Joaep = 12.2 Hz, H-6a), 4.23 (m, 1H, CH-Fmoc), 4.12 (dd,
1H, *Js6 = 2.5 Hz, “Joasp = 12.2 Hz, H-6b), 3.98 (ddd, 1H, *Js4 = 9.9 Hz, *Js4, = 5.5 Hz,
3Jse0 = 2.5 Hz, H-5), 3.78 — 3.72 (m, 1H, OCHHCH,), 3.60 — 3.51(m, 2H, OCHHCH,,
OCH,CHH), 3.46 — 3.37(m, 1H, OCH,CHH), 2.91 (dd, 1H, *Jiqs.pa = 5.6 Hz, *Jis_pasipp =
15.1 Hz, H-Ba), 2.90 (dd, 1H, *Jiqnpe = 5.9 Hz, *Jipappo = 15.1 Hz, H-pb), 2.14, 2.09,
2.04, 1.98 (s, je 3H, OAc), 1.47 (s, 9H, CCHs) ppm;

BC.NMR (150 MHz, CDCLy): § = 170.6 (NHCOC-p), 170.1 (COO-'Bu), 170.0, 169.9,
169.9, 169.6 (COCH3), 156.2 (COO-Fmoc), 143.9 (C-Ar), 141.2 (C-Ar), 127.6 (C-Ar),
127.0 (C-Ar), 125.2 (C-Ar), 119.9 (C-Ar), 97.7 (C-1), 82.3 (CCH;), 69.3 (C-2), 68.9 (C-3),
68.7 (C-5), 67.4 (OCH,CH,), 67.1 (CHy-Fmoc), 66.2 (C-4), 62.5 (C-6), 51.4 (C-a), 47.1
(CH-Fmoc), 39.1 (OCH,CH.,), 38.1 (C-B), 27.9 (C(CHz)3), 20.8, 20.7, 20.6, 20.6 (COCH3)
ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 807.74 [M+Na] -lon (ber.: m/z = 807.29) und m/z = 826.68
[M+K]+-Ion (ber.: m/z =823.26) fiir Summenformel C39H4sN,>O;5 (M = 784.30);

HRESI-MS: m/z = 807.2964 [M+Na]-lon (ber.: m/z = 807.2952) fiir Summenformel
C39H48N2015 (M = 7843055)

2.

Nach AAV 4 wurden 150 mg 70 (0.359 mmol, 1 Aq.), 324 mg Fmoc-Asp(OH)-O'Bu (74)
(0.788 mmol, 1.8 Aq.), 105 mg HOBt (0.777 mmol, 1.8 Aq.), 121 uL DIC (0.781 mmol,
1.8 Aq.) und 100 pL Tri-n-butylphosphin (0.400 mmol, 1.1 Aq.) umgesetzt. Der Riickstand
wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel (Laufmittel: Cyclohexan / Essigester, 1:1)
und in einem zweiten Reinigungsschritt ebenfalls an Kieselgel (Laufmittel: Cyclohexan /

Essigester / Methanol, 5:4:1) gereinigt. Das Produkt wurde als farbloser Schaum erhalten.

Ausbeute: 207 mg, 0.263 mmol (72%);
ReWert: 0.52 (Cyclohexan / Essigester / Methanol, 5:4:1);

Die analytischen Daten stimmten mit denen von 1. iiberein.
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N’-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-N'-(1-aza-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-o,-D-
mannopyranosyl)-L-asparagin-O-tert-butylester (77)

Nach AAV 4 wurden 150 mg 76 (0.359 mmol, 1Aq.),

324 mg Fmoc-Asp(OH)-O'Bu (74) (0.788 mmol, 1.8 Aq.), O.O
105mg HOBt (0.777 mmol, 1.8 Aq.), 121uL DIC onc_ ¢
. -0
(0.781 mmol, 1.8 Aq.) und 100 pL Tri-n-butylphosphin A°%$Qk o
N
(0.400 mmol, 1 Aq.) umgesetzt. Der Riickstand wurde 4 OWL

sdulenchromatographisch an  Kieselgel (Laufmittel:

Cyclohexan / Essigester, 1:2) und in einem zweiten Reinigungsschritt an Kieselgel
(Laufmittel: Cyclohexan / Essigester / Methanol, 5:4:1) gereinigt. Das Produkt wurde als
farbloser Schaum erhalten.

Ausbeute: 221 mg, 0.298 mmol (73%), Anomerenverhéltnis: 1:1;

R-Wert: 0.45 (Cyclohexan / Essigester, 1:2);

Drehwert: [a]ﬁ,o =+20.3 (c = 1.2, CH,Cl,);
IR: 2976, 1725, 1520, 1448, 1366, 1214, 1044, 844, 740 cm™";

Alpha-Anomer:

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): 5 = 9.16 (d, 1H, *J,nu = 9.3 Hz, C-1-NHCO), 7.87 (d,
2H, *J=7.4 Hz, H-Ar), 7.69 (d, 2H, *J=7.2 Hz, H-Ar), 7.56 (d, 1H, *Jxppq = 8.5 Hz,
NHFmoc), 7.41 (t, 2H, *J=7.4 Hz, H-Ar), 7.32 (t, 2H, *J = 7.3 Hz, H-Ar), 5.55 (dd, 1H,
b3 =3.4Hz, *J34=9.8 Hz, H-3), 5.48 (dd, 1H, *J,, = 1.9 Hz, *J;xu = 9.3 Hz, H-1), 5.10
(dd ~t, 1H, J=9.9 Hz, H-4), 5.06 (dd, 1H, *J,,= 1.8 Hz, >J,3=3.5 Hz, H-2), 4.34 —4.27
(m, 3H, H- o, CH,-Fmoc), 4.22 (m,, 1H, CHFmoc), 4.13 (dd, 1H, 3J5,6a =4.6 Hz,
2Jeago = 12.5 Hz, H-6a), 4.00 —3.93 (m, 2H, H-5, H-6b), 2.73 (dd, 1H, *Jiqppa = 6.3 Hz,
*Jitparipy = 15.5 Hz, H-Ba), 2.67 (dd, 1H, *Jigmpp = 5.7 Hz, *Jitparpy = 15.6 Hz, H-Bb),
2.11,2.01, 1.98, 1.95 (s, je 3H, OAc), 1.36 (s, 9H, CCH3) ppm;

BC.NMR (150 MHz, DMSO-d6): 5 = 170.5, 170.3, 170.2, 169.8 169.7, 169.6 (NHCOC-
B, COO-Bu, COCH;), 155.9 (COO-Fmoc), 143.8 (C-Ar), 140.8 (C-Ar), 127.7 (C-Ar),
127.1 (C-Ar), 125.3 (C-Ar), 120.2 (C-Ar), 80.9 (CCHj), 75.3 (C-1), 72.6 (C-5), 69.4 (C-2),
68.4 (C-3), 66.1 (C-4), 65.5 (CH,-Fmoc), 62.2 (C-6), 51.0 (C-u), 46.7 (CH-Fmoc), 36.8
(C-B), 27.6 (C(CH;)3), 20.7, 20.6, 20.5, 20.4 (COCH3) ppm;
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Beta-Anomer:

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): & = 8.58 (d, 1H, *J, xu = 8.9 Hz, C-1-NHCO), 7.87 (d,
2H, *J=7.4Hz, H-Ar), 7.69 (d, 2H, *J=7.2 Hz, H-Ar), 7.56 (d, 1H, *Jxuq=8.5 Hz,
NHFmoc), 7.41 (t, 2H, *J= 7.4 Hz, H-Ar), 7.32 (t, 2H, °J= 7.3 Hz, H-Ar), 5.66 (d, 1H,
3Jing = 9.0 Hz, H-1), 5.32 (dd, 1H, *J,5=3.3 Hz, *J54=10.1 Hz, H-3), 5.20—5.17 (m,
1H, H-2), 5.03 (dd ~t, 1H, J=10.0 Hz, H-4), 4.34 — 4.27 (m, 3H, H- a, CH,-Fmoc), 4.22
(me, 1H, CHFmoc), 4.13 (dd, 1H, *Js¢, = 4.6 Hz, “Jeasp = 12.5 Hz, H-6a), 4.00 —3.93 (m,
2H, H-5, H-6b), 2.73 (dd, 1H, *Jiqp1.pa = 6.3 Hz, “Jiiparipp = 15.5 Hz, H-Ba), 2.67 (dd, 1H,
itanipy = 5.7 Hz, *Jipasipy = 15.6 Hz, H-pb), 2.11, 2.01, 1.98, 1.95 (s, je 3H, OAc), 1.36
(s, 9H, CCHs;) ppm;

BC-NMR (150 MHz, DMSO-d6): § = 170.5, 170.3, 170.2, 169.8 169.7, 169.6 (NHCOC-
B, COO-Bu, COCHj3), 155.9 (COO-Fmoc), 143.8 (C-Ar), 140.8 (C-Ar), 127.7 (C-Ar),
127.1 (C-Ar), 125.3 (C-Ar), 120.2 (C-Ar), 80.9 (CCH3), 76.4 (C-1), 71.0 (C-3), 69.4 (C-2),
68.7 (C-5), 65.5 (CH,-Fmoc), 65.4 (C-4), 62.2 (C-6), 51.0 (C-a), 46.7 (CH-Fmoc), 36.8
(C-B), 27.6 (C(CH3)3), 20.7, 20.6, 20.5, 20.4 (COCH3) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 763.42 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 763.26) und m/z = 779.39
[M+K]+-Ion (ber.: m/z =779.24) fiir Summenformel C3;H44N,O14 (M = 740.27);

HRESI-MS: m/z = 763.2631 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 763.2690) fiir Summenformel
C37H44N2014 (M = 740.2793).

N’-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-N'-(1-aza-2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-a,f-D-

mannopyranosyl)-L-asparagin-O-tert-butylester (88)

Nach AAV 4 wurden 124 mg 87 (0.199 mmol, 1 Aq.),

142 mg Fmoc-Asp(OH)-O'Bu (74) (0.345 mmol, 1.8 Aq.), O.O
45 mg HOBt (0.78 mmol, 1.8 Aq.), 53 uL DIC (0.34 mmol, %08, i
. _ . BzO 2 o w Yo
1.8 Aq.) und 48 uL Tri-n-butylphosphin (0.19 mmol, Bz " “_0
1 Aq.) umgesetzt. Der Riickstand wurde " OWL

sdaulenchromatographisch an Kieselgel (Laufmittel: Cyclohexan / Essigester, 4:1) gereinigt.

Das Produkt wurde als farbloser Schaum erhalten.
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Ausbeute: Alpha: 20 mg, 0.02 mmol (10%);
Beta: 133 mg, 0.134 mmol (67%);
ReWert: Alpha: 0.2 (Cyclohexan / Essigester, 4:1);
Beta: 0.1 (Cyclohexan / Essigester, 4:1);

Alpha-Anomer:

"H-NMR (500 MHz, CDClL;): & = 8.10 (d, 2H, *J=7.2Hz, H-Ar), 8.07 (d, 2H,
3J=17.2 Hz, H-Ar), 7.95 (d, 2H, >J= 7.4 Hz, H-Ar), 7.83 (d, 2H, *J=7.5 Hz, H-Ar), 7.74
(d, 2H, *J=7.5 Hz, H-Ar), 7.60 (d, 2H, *J=7.5 Hz, H-Ar), 7.44 —7.26 (m, 16H, H-Ar),
6.30 (dd ~t, 1H, J=9.6 Hz, H-4), 5.91 (d, 1H, *Jxi = 8.0 Hz, NHFmoc), 5.87 (dd, 1H,
3Jh3=3.1Hz,J54=10.1 Hz, H-3), 5.77 (m,, 1H, H-2), 5.42 (bs, 1H, H-1), 4.79 —4.71 (m,
2H, H-5, H-6a), 4.68 (m., 1H, H-a), 4.50 (dd, 1H, *J56 = 4.0 Hz, “Jsa6p = 12.6 Hz, H-6b),
4.41 (dd, 1H, *Jio.cnarmoe = 7.4 Hz, *Jeurmoe.chprmoe = 11.1 Hz, CHHFmoc), 4.41 (dd,
1H, *Jiocnurmee = 7.2 Hz, “Jennrmoecunrmoe = 11.2 Hz, CHHFmoc), 4.22 (dd~t, 1H,
J=72Hz, CH-Fmoc), 3.52 (dd~d, 1H, J=16.1 Hz, H-Ba), 3.37 (dd~d, 1H,
J=16.0 Hz, H-Bb), 1.50 (s, 9H, CCH3) ppm;

BC.NMR (150 MHz, CDCLy): & = 172.2, 169.5 (NHCOC-B, COO-Bu), 166.1, 165.6,
165.3, 165.2 (CO-Ar 156.1 (COO-Fmoc), 143.9 (C-Ar), 141.3 (C-Ar), 133.7 (C-Ar), 129.8
(C-Ar), 129.5 (C-Ar), 128.7 (C-Ar), 128.4 (C-Ar), 127.0 (C-Ar), 125.2 (C-Ar), 119.9 (C-
Ar), 93.0 (Jers1 = 168 Hz, C-1), 82.8 (CCHs), 71.8 (C-5), 70.6 (C-2), 69.9 (C-3), 67.4
(CH,-Fmoc), 67.2 (C-4), 62.7 (C-6), 50.4 (C-a), 47.1 (CH-Fmoc), 36.5 (C-B), 27.9
(C(CH3)3) ppmy;

Beta-Anomer:

'"H-NMR (500 MHz, CDCL): & = 8.07 (d, 2H, *J=7.1 Hz, H-Ar), 8.02 (d, 2H,
3J=17.3 Hz, H-Ar), 7.90 (d, 2H, °J= 7.2 Hz, H-Ar), 7.86 (d, 2H, *J = 7.6 Hz, H-Ar), 7.77
(d, 2H, *J=7.7 Hz, H-Ar), 7.73 (d, 2H, *J=7.7 Hz, H-Ar), 7.59 — 7.21 (m, 16H, H-Ar),
6.78 (d, 1H, *J,xu = 8.5 Hz, C-1-NHCO), 6.08 (dd ~t, 1H, J=10.1 Hz, H-4), 6.00 (d, 1H,
3Nt = 7.6 Hz, NHFmoc), 5.95 — 5.89 (m, 1H, H-2), 5.88 — 5.84 (m, 1H, H-1), 5.67 (dd,
1H, *Jh3=3.1Hz, *J54=102Hz, H-3), 470—4.65 (m, 1H, H-6a), 4.47 (dd, 1H,
3Js.6a=4.0 Hz, “Joasp = 12.1 Hz, H-6b), 4.45 — 4.37 (m, 2H, H-0, CHHFmoc), 4.27 — 4.20
(m, 2H, CHHFmoc, H-5), 4.15 (m., 1H, CHFmoc), 2.88 (dd ~d, 1H, J=15.5 Hz, H-Ba),
2.76 (dd ~ d, 1H, J = 15.6 Hz, H-Bb), 1.46 (s, 9H, CCH3) ppm;
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BC.NMR (150 MHz, CDCL): § = 170.2, 169.7 (NHCOC-B, COO-Bu), 166.1. 165.7,
165.4, 165.1 (CO-Ar), 156.2 (COO-Fmoc), 143.8 (C-Ar), 141.2 (C-Ar), 133.5 (C-Ar),
129.8 (C-Ar), 129.7 (C-Ar), 129.0 (C-Ar), 128.4 (C-Ar), 127.1 (C-Ar), 125.2 (C-Ar), 119.9
(C-Ar), 83.1 (C-1), 82.8 (CCHs), 74.2 (C-5), 72.5 (C-3), 70.9 (C-2), 70.5 (CH,-Fmoc),
66.4 (C-4), 62.6 (C-6), 51.0 (C-a), 47.0 (CH-Fmoc), 38.5 (C-B), 27.9 (C(CHs)3) ppm;

HRESI-MS: m/z = 1011.3250 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 1011.3316) fiir Summenformel
C57H52N2014 (M = 9883419)

N"-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-N-(1-aza-2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-p-D-
mannopyranosyl)-S-(triphenylmethyl)-L-cysteinamid (89)

Nach AAV 4 wurden 117 mg 87 (0.188 mmol, 1Aq.), O O
133 mg Fmoc-Cys(Trt)-OH (40) (0.323 mmol, 1.8 Aq.), o8 .
. z TS
43 mg HOB (0.78 mmol, 1.8 Aq.), 50 uL DIC (0.32 mmol, BZO&HI : ¢
. _ ' . BzO NN
1.8 Aq.) und 45 pL Tri-n-butylphosphin (0.19 mmol, 1 Aq.) o H
umgesetzt. Der Riickstand wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel (Laufmittel:

Cyclohexan / Essigester, 4:1) gereinigt. Das Produkt wurde als farbloser Schaum erhalten.

Ausbeute: 90 mg, 0.07 mmol (42%);
ReWert: 0.14 (Cyclohexan / Essigester, 4:1);

"H-NMR (500 MHz, CDClL;): & = 8.11 (d, 2H, *J=7.1 Hz, H-Ar), 8.05 (d, 2H,
3J=17.2Hz, H-Ar), 791 (d, 2H, >J=7.4 Hz, H-Ar), 7.88 (d, 2H, *J = 7.7 Hz, H-Ar), 7.75
(d, 2H, *J=7.7 Hz, H-Ar), 7.70 (d, 2H, *J=7.7 Hz, H-Ar), 7.45 —7.17 (m, 31H, H-Ar),
6.93 (d, 1H, *J,xu = 7.8 Hz, CHNHCO), 6.01 (dd ~ t, 1H, J = 10.1 Hz, H-4), 5.78 (bs, 1H,
NHFmoc), 5.75 (dd, 1H, *J1,=1.0 Hz, >J,3=3.2 Hz, H-2), 5.70 (d, 1H, *J;xu = 8.1 Hz,
H-1), 5.65 (dd, 1H, */,3=3.1Hz, *J54=10.2 Hz, H-3), 4.64 (dd, 1H, *Jse,=2.5 Hz,
2Jsaeo = 12.2 Hz, H-6a), 4.43 (dd, 1H, *Js ¢, = 4.4 Hz, *Jsu6p = 12.3 Hz, H-6b), 4.24 — 4.13
(m, 2H, H-5, CHHFmoc), 4.09 — 3.94 (m, 2H, CHHFmoc, CHFmoc), 3.73 —3.60 (m, 1H,
C-a), 2.72 - 2.65 (m, 1H, H-Ba), 2.64 — 2.56 (m, 1H, H-Bb) ppm,;

BC.NMR (150 MHz, CDCL): § = 172.1 (NHCOC-), 166.0, 165.4, 165.3, 165.2 (CO-
Ar), 156.5 (COO-Fmoc), 143.6 — 119.9 (14 C-Ar), 76.8 (Je.iu.1 = 158 Hz, C-1), 74.2 (C-



9 Experimenteller Teil 159

5), 72.3 (C-3), 70.6 (C-2), 67.4 (CH,-Fmoc), 67.1 (C-4), 62.7 (C-6), 55.2 (C-a), 46.9 (CH-
Fmoc), 33.9 (C-B) ppm;

HRESI-MS: m/z = 1185.4185 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 1185.3608) und m/z = 1201.3852
[M+K]+—Ion (ber.: m/z=1201.3348) fiir Summenformel C;;HsgN,O,S (M = 1162.3710).

N"-(Fluoren-9-ylmeth0xycarbonyl)-Nﬁ -[2-(2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-a-D-
mannopyranosyloxy)-ethyl]-L-glutamin-O-zert-butylester (91)

Nach einer verdnderten Version von AAV 4 wurden onc_

150 mg 70 (0.359 mmol, 1Aq.), 274 mg Fmoc- AC%&'@ o o><
Glu(OH)-O'Bu (90) (0.646 mmol, 1.8 Aq.), 105 mg O\/\H I 8
HOBt (0.777 mmol, 1.8 Aq.), 121 uL DIC )
(0.781 mmol, 1.8 Aq.) und 170 mg Triphenylphosphin

(0.648 mmol, 1.8 Aq.)) umgesetzt. Der Riickstand

wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel (Laufmittel: Cyclohexan — Cyclohexan /

Essigester, 1:1 — Essigester) gereinigt. Das Produkt wurde als farbloser Schaum erhalten.

Ausbeute: 186 mg, 0.232 mmol (64%);

ReWert: 0.33 (Cyclohexan / Essigester, 1:1);

Smp.: 81°C;

Drehwert: [a])) = 28.6 (c = 1.0, CH,Cl,) ;

IR: 3327, 2975, 1737, 1527, 1449, 1366, 1217, 1138, 1043, 977, 909, 844, 726 cm’';

"H-NMR (500 MHz, CDCL): & = 7.75 (d, 2H, °J = 7.4 Hz, Ar-H), 7.61 (d, 2H, *J = 7.4
Hz, Ar-H), 7.38 (m., 2H, Ar-H), 7.30 (m., 2H, Ar-H), 6.47 (bs, 1H, CH,NHCO), 5.67 (d,
1H, *JNppe = 7.9 Hz, NH-Fmoc), 5.35 (dd, 1H, *J,3 = 3.5 Hz, *J34 = 10.0 Hz, H-3), 5.27
(dd, 1H, *J1, = 1.6 Hz, *Jo3 = 3.4 Hz, H-2), 5.26 — 5.24 (m, 1H, H-4), 4.82 (d, 1H, *J;, =
1.6 Hz, H-1), 4.42 — 4.37 (m, 2H, CH>-Fmoc), 4.25 (dd, 1H, *Js6, = 5.5 Hz, 2Jsagp = 12.2
Hz, H-6a), 4.25 — 4.19 (m, 2H, CH-Fmoc, H-a), 4.05 -4.01 (m, 1H, H-6b), 3.99 (m,, 1H,
H-5), 3.80 — 3.75 (m, 1H, OCHHCH,), 3.58 — 3.50 (m, 2H, OCHHCH,, OCH,CHH), 3.45
—3.41 (m, 1H, OCH,CHH), 3.16 — 3.03 (m, 1H, H-ya), 2.98 — 2.78 (m, 1H, H-yb), 2.31 —
2.25 (m, 2H, H-B), 2.12, 2.11, 2.07, 1.96 (s, je 3H, OAc), 1.47 (s, 9H, CCH3) ppm;
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BC-NMR (150 MHz, CDCL): & = 171.1 (NHCOC-y), 170.6 (COO-'Bu), 169.9, 169.9,
169.6, 169.5 (COCHs3), 157.1 (COO-Fmoc), 143.9 (C-Ar), 141.3 (C-Ar), 127.7 (C-Ar),
127.0 (C-Ar), 125.2 (C-Ar), 119.9 (C-Ar), 97.8 (C-1), 82.4 (CCH3), 69.3 (C-2), 69.0 (C-3),
68.9 (C-5), 67.3 (OCH,CH,), 67.0 (CH,-Fmoc), 66.1 (C-4), 62.4 (C-6), 53.8 (C-a), 49.0
(CH-Fmoc), 39.0 (OCH,CH,), 32.4 (C-y), 29.1 (C-B), 27.9 (C(CH3)3, 20.8, 20.6, 20.6, 20.5
(COCH3) ppm;

HRESI-MS: m/z = 821.3118 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 821.3109) fiir Summenformel
C40H50N2015 (M =798.321 1)

N*-Acetyl-0-(2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-o-D-mannopyranosyl)-L-tyrosin-O-ethylester
(107)

Nach einer abgeidnderten AAV 2 a) wurden 147 mg 104 OBz

(0.586 mmol, 1.2 Aq.), 341 mg 106 (0.488 mmol, 1 Aq.) B2,

und 301 ul BFs-Etherat (2.44 mmol, 5 Aq.) umgesetzt. OO\/N\H;:
~ (0]

Nach Sidulenchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: o

Essigester / Toluol, 1:2) wurde das Produkt als farbloser Schaum erhalten.

Ausbeute: 349 mg, 0.421 mmol (72%);
ReWert: 0.2 (Essigester / Toluol, 1:2);

"H-NMR (500 MHz, CDCl;): & = 8.08 (d, 2H, *J = 7.0 Hz, H-Ar), 8.05 (d, 2H, °J = 7.0
Hz, H-Ar), 7.96 (d, 2H, *J = 7.5 Hz, H-Ar), 7.87 (d, 2H, *J = 7.0 Hz, H-Ar), 7.60 — 7.21
(m, 12H, H-Ar), 7.14 (d, 2H, °J = 8.6 Hz, H-Ar), 7.05 (d, 2H, *J = 8.6 Hz, H-Ar), 6.18
(dd~t, 1H, *J=9.9 Hz, H-4), 6.12 (dd, 1H, *J»5 = 3.3 Hz, *J54 = 10.1 Hz, H-3), 5.9 (d, 1H,
Nt = 7.9 Hz, NH), 5.87 (dd, 1H, *J,, = 1.9 Hz, *J»3 = 3.3 Hz, H-2), 5.76 (d, 1H, °J,, =
1.9 Hz, H-1), 4.83 (m., 1H, H-a), 4.65 (dd, 1H, *Js¢, = 2.4 Hz, *Joa6o = 12.2 Hz, H-6a),
4.55 (ddd, 1H, *Js4 = 9.9 Hz, *Js 6, = 4.5 Hz, *Js 6o = 2.4 Hz, H-5), 4.47 (dd, 1H, *Js 6, = 4.5
Hz, “Jea60 = 12.2 Hz, H-6b), 4.17 (m,, 2H, CH,CH3), 3.10 (dd, 1H, *Jirqpp.= 5.9 Hz, “Jir.
paipp = 14.0 Hz, H-Pa), 3.06 (dd, 1H, *Jiqpp = 5.3 Hz, “Tipappe = 14.0 Hz, H-Bb), 1.99
(s, 3H, NHAc), 1.25 (t, 3H, *Jemcns.cracns = 7.1 Hz, CH,CH;) ppm;
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BC-NMR (125 MHz, CDCly): § = 171.5 (COOE), 169.5 (COCH3) 166.0, 165.5, 165.4,
165.4 (CO-Ar), 155.4 (C-Ar), 133.6 — 128.3 (C-Ar), 116.7 (C-Ar), 96.1 (C-1), 70.3 (C-2),
69.9 (C-3), 69.5 (C-5), 66.8 (C-4), 62.7 (C-6), 61.5 (CH,CHs3), 53.2 (C-at), 37.1 (C-B), 23.2
(COCH3), 14.1 (CH,CH3) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 851.53 [M+Na]-Ion (ber.: m/z = 852.26) fiir Summenformel
C47H43N013 (M = 82927),

HRESI-MS: m/z = 852.2608 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 852.2632) fiir Summenformel
C47H43N013 (M = 8292734)

N"-Acetyl-O-a-D-mannopyranosyl-L-tyrosin (108)

200 mg 107 (0. 241 mmol, 1 Aq) wurden in 5 mL THF/Wasser OH
gelost und mit 20 mg Natriumhydroxid (0.50 mmol, 2.1 Aq.) Ho_3 2
versetzt. Der Reaktionsansatz wurde 2 Stunden bei © NHAC
Raumtemperatur geriihrt (DC-Kontrolle). Die \Q\/YO

OH
Reaktionsmischung wurde mit Amberlite 120 neutralisiert, filtriert und die fliichtigen

Bestandteile  im  Vakuum  entfernt. =~ AbschlieBende  Reinigung  erfolgte
sdulenchromatographisch an RP-Kieselgel (MPLC) Laufmittel: Acetonitril / Wasser, 1:1),

wodurch das Produkt als farbloser Schaum erhalten werden konnte.

Ausbeute: 92 mg, 0.24 mmol (quantitativ);
Drehwert: [a]éo =+ 5.3 (c=0.6, MeOH);
IR: 3303, 1689, 1542, 1448, 1369, 1219, 1045, 828, 734, 694, 619 cm';

"H-NMR (500 MHz, CDCL): & = 7.22 (d, 2H, °J = 8.3 Hz, H-Ar), 7.09 (d, 2H, *J = 8.3
Hz, H-Ar), 5.57 (d, 1H, *Ji, = 1.7 Hz, H-1), 4.58 (dd, 1H, *Jirqmpa = 5.4 Hz, *Jiqppo =
8.7 Hz, H-0t), 4.14 (dd, 1H, *J1, = 1.7 Hz, *Jo5 = 3.3 Hz, H-2), 4.02 (dd, 1H, *J,3 = 3.4 Hz,
*J34 = 8.9 Hz, H-3), 3.80 — 3.68 (m, 4H, H-4, H-5, H-6a, H-6b), 3.16 (dd, 1H, *Jiq.pa =
5.4 Hz, *Jiipasipp = 14.0 Hz, H-Ba), 2.95 (dd, 1H, *J j.ampe = 8.7 Hz, *Jirpasipy = 14.0 Hz,
H-Bb), 1.92 (s, 3H, NHACc) ppm;
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BC.NMR (125 MHz, CDCls): § = 177.0 (COOH), 175.5 (COCHj) 156.1 (C-Ar), 132.9
(C-Ar), 130.4 (C-Ar), 118.9 (C-Ar), 100.0 (C-1), 75.1 (C-5), 72.1 (C-3), 71.6 (C-2), 68.3
(C-4), 62.4 (C-6), 56.1 (C-0), 37.6 (C-B), 23.2 (COCH3) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 408.42 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 408.12) fiir Summenformel
C17H23NO9 (M = 38513),

HRESI-MS: m/z = 408.1283 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 408.1271) fiir Summenformel
C17H23NO9 (M = 3851373)

N"-(tert-Butyloxycarbonyl)-0-[2-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyloxy)-
ethyl]-L-tyrosin (109)

300 mg 53 (0.661 mmol, 1 Aq.) und 372 mg Boc- OAc

Ac

(@)
Tyrosin-OH 105 (1.32 mmol, 2 Aq.) wurden in AC‘,{CO&Q mﬂwo%
oo Ho™ Yo ©

SmL trockenem DMF unter Schutzgasatmosphire

gelost und mit 138 mg Kaliumcarbonat (1.00 mmol, 1.5 Aq.) und einer Spatelspitze KI
versetzt. Der Ansatz wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt, das DMF durch
Ausschiitteln zwischen Ether und geséttigter NaCl-Losung entfernt, die org. Phasen iiber
MgSO, getrocknet, filtriert und die Losungsmittel entfernt. AbschlieBende Reinigung
erfolgte sdulenchromatographisch an Kieselgel (Laufmittel: Cyclohexan / Essigester, 1:1).

Das Produkt wurde als farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 307 mg, 0.468 mmol (71%);
ReWert: 0.2 (Cyclohexan / Essigester, 1:1);
Smp.: 57-58°C;

Drehwert: [a]}) =39.8 (c = 1.0, CH,Cl,);
IR: 1739, 1513, 1364, 1214, 1043 cm™;

"H-NMR (500 MHz, CDCL): & = 7.00 (d, 2H, °J = 8.4 Hz, H-Ar), 6.79 (d, 2H, *J = 8.3
Hz, H-Ar), 5.31 (dd, 1H, *J»5 = 3.2 Hz, *J54 = 10.0 Hz, H-3), 5.27 (dd~t, 1H, °J = 9.9 Hz,
H-4), 5.21 (dd, 1H, *J1, = 1.7 Hz, *J»3 = 3.2 Hz, H-2), 5.06 (d, 1H, *Jxupe = 7.7 Hz,
NHBoc), 4.80 (d, 1H, *J1, = 1.6 Hz, H-1), 4.52 (m,, 1H, H-a), 4.27 (dd, 1H, *Js¢, = 5.4
Hz, “Jeasy = 12.2 Hz, H-6a), 423 (m., 1H, OCH,CHH), 4.15 — 4.10 (m, 2H, H-6b,
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OCH,CHH), 4.01 — 3.96 (m, 1H, H-5), 3.80 (ddd, 1H, YJocuucm.ocmens = 3.3 Hz,
*Jocucmocnacnn = 5.7 Hz, *Jocunems.ocuncr: = 11.5 Hz, OCHHCH,), 3.60 (ddd, 1H,
3Jocuucm.ocmzcnn = 3.3 Hz, *Jocuucm.ocmcnn = 5.8 Hz, *Jocuncm.ocnuchz = 11.6 Hz,
OCHHCH,), 3.08 — 3.02 (m, 1H, H-Ba), 3.01 — 2.98 (m, 1H, H-Bb), 2.16, 2.10, 2.02, 2.01
(s,je 3H, OAc), 1.42 (s, 9H, CH3) ppm;

BC-NMR (125 MHz, CDCLy): § = 172.2 (COOH), 170.7, 170.2, 170.2, 169.7 (COCHj),
155.4 (COO-Boc), 155.1 (C-Ar), 130.3 (C-Ar), 115.6 (C-Ar), 97.4 (C-1), 79.9 (CCHs) 69.4
(C-2), 69.0 (C-3), 68.6 (C-5), 66.1 (C-4), 65.7 (OCH,CH,), 63.5 (OCH,CH,), 62.4 (C-6),
54.8 (C-a), 37.7 (C-P), 28.27 (CH3) 20.8, 20.7, 20.7, 20.6 (COCH3) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 677.96 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 678.23) und m/z = 693.91
[M+K]+—Ion (ber.: m/z =694.21) fiir Summenformel C30H4NO;s5 (M = 655.24);

HRESI-MS: m/z = 678.2418 [M+Na] -lon (ber.: m/z = 678.2374) fiir Summenformel
C30H41N015 (M = 6552476)

9.3.2 Vorschriften fur die Synthese der Glykocluster

N"-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-N-[2-(a-D-mannopyranosyloxy)-ethyl]-S-
(triphenylmethyl)-L-cysteinamid (110)

Nach AAV 5 wurden 1.28 g Fmoc-Cystein(Trt)-OH on

(40) (2.18 mmol, 1Aq.), 970 mg 70 (4.34 mmol, HO&E ) ®

2 Aq), 913 mg HATU (2.40 mmol, 1.1 Aq.) und o\/\u)ﬁ/nwo
418 uL DIPEA (2.40 mmol, 1.1 Aq) umgesetzt. s~ ©

Nach Sidulenchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: Cyclohexan / Essigester /
Methanol, 4:7:1) wurde das Produkt als farbloser Schaum erhalten.

Ausbeute: 1.47 g, 1.86 mmol (85%);
ReWert: 0.25 (Cyclohexan / Essigester /Methanol, 4:7:1);
IR: 3456, 2356, 2246, 2127, 1666, 1023, 1004, 821, 758, 622, 532, 494 cm™';

"H-NMR (500 MHz, MeOH-d,): 5 = 7.84 — 7.79 (m, 2H, Ar-H), 7.70 (t, 2H, *J = 6.5 Hz,
Ar-H), 7.44 — 7.41 (m, 8H, Ar-H), 7.33 — 7.23 (m, 11H, Ar-H), 4.77 (d, 1H, >J;, = 1.6 Hz,
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H-1), 4.48 (dd, 1H, *Jent-rmoe.cirmoe = 7.2 Hz, “JenH-Fmoe.CHi-Fmoe = 10.1 Hz, CHH-Fmoc),
433 (dd, 1H, *Jenprmoe.crmoe = 7.0 Hz, “Jemt-Fmoc.chiti-Fmoc = 10.1 Hz, CHH-Fmoc), 4.27
(dd, TH, *Jeunrmoe.ch-Fmoe = 7.1 HZ *Jeumpmoe.ch-Fmoe = 6.7 Hz, CH-Fmoc), 3.96 (dd, 1H,
itanipa = 5.7 Hz, *Jianpy = 8.4 Hz, H-a), 3.86 — 3.81 (m, 2H, H-6a, H-2), 3.76 — 3.69
(m, 3H, OCHHCH,, H-3, H-6b), 3.63 (dd ~ t, 1H, *J = 9.6 Hz H-4), 3.55 — 3.48 (m, 2H, H-
5, OCHHCHy,), 3.44 - 3.36 (m, 2H, OCH,CHy>), 2.63 (dd, 1H, *Ji.qp.pa = 5.2 Hz, *J 10, 1.
oo = 12.5 Hz, H-Pa), 2.52 (dd, 1H, *Jir.q 1.0 = 8.6 Hz, “J11.pa, 11.pp = 12.5 Hz, H-Bb) ppm;

BC-NMR (151 MHz, MeOH-d,): § = 172.8 (COC-a), 158.1 (COO-Fmoc), 145.9, 145.1,
142.6, 130.7, 128.9, 128.7, 128.2, 127.9, 126.2, 120.9 (C-Ar), 101.6 (C-1), 74.7 (C-5), 72.6
(C-3), 72.0 (C-2), 68.7 (C-4), 68.1 (CH,-Fmoc), 67.0 (OCH,CHy), 62.9 (C-6), 55.6 (C-a),
48.4 (CH-Fmoc), 40.3 (OCH,CH>), 35.1 (C-B) ppm;

HRESI-MS: m/z = 813.2382 [M+Na] -lon (ber.: m/z = 813.2822) fiir Summenformel
C45H46N209S (M = 7902924)

N-|2-(o-pD-Mannopyranosyloxy)-ethyl]-S-(triphenylmethyl)-L-cysteinamid (111)

Unter Schutzgasatmosphidre wurden 1.77 g 110 (2.24 mmol, OH .,
1 Ag.) und 1.17 mL Morpholin (13.4 mmol, 6 Aq.) in 10 mL "3 Q o
trockenem DMF fiir vier Stunden bei Raumtemp. geriihrt. O\/\H)ﬁ/ NF

Danach wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt und der s

Riickstand in Methanol aufgenommen. Der hierbei ausfallende weille Feststoff wurde
abfiltriert und das Losungsmittel in vacuo entfernt. Das Produkt wurde als farbloser

Schaum erhalten.

Ausbeute: 1.27 g, 2.24 mmol (quantitativ);
IR: 3316, 2366, 2168, 2028, 1653, 1439, 1029, 840, 733, 699, 591 cm';

'"H-NMR (500 MHz, MeOH-d,): 5=7.45 (d, 6H, *J=8.0 Hz, Ar-H), 7.34 (dd, 6H,
3J=1.6 Hz, °*J=17.6 Hz, Ar-H), 7.26 (t, 3H, >J = 7.3 Hz, Ar-H), 4.79 (d, 1H,J;, = 1.5 Hz,
H-1), 3.87 — 3.82 (m, 2H, H-6a, H-2), 3.79 (ddd, 1H, ‘Jocuncun=4.5Hz,
*Jocurcun = 6.4 Hz, *Jocuncm.ocanct: = 10.1 Hz, OCHHCH,), 3.74 — 3.68 (m, 2H, H-3,
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H-6b), 3.63 (dd ~ t, 1H, *J=9.6 Hz, H-4), 3.59 — 3.43 (m, 2H, OCHHCH,, H-5), 3.46 -
3.39 (m, 2H, OCH,CH,), 3.17 (dd ~ t, 1H, *J=6.5Hz, H-0), 2.59 (dd, 1H, *Ji.qn
pa=6.0Hz, *Jipappo=12.1 Hz, H-Ba), 2.44 (dd, 1H, *Juqppo=7.0Hz, *Jipap.
b = 12.1 Hz, H-b) ppm;

BC.NMR (151 MHz, MeOH-dy): &= 164.8 (COC-0), 146.1 (C-Ar), 130.7 (C-Ar), 128.9
(C-Ar), 127.8 (C-Ar), 101.6 (C-1), 74.8 (C-5), 72.6 (C-3), 72.0 (C-2), 68.7 (C-4), 67.1
(OCH,CH,), 62.9 (C-6), 55.3 (C-at), 40.2 (OCH,CH,), 38.2 (C-B) ppm;

HRESI-MS: m/z = 569.2402 [M+H]"-Ion (ber.: m/z = 569.2321) fiir Summenformel
C30H36N207S (M = 5682243)

N"-{[4-(a-D-Mannopyranosyloxy)-phenyl]-acetamido}-/N-[2-(o-D-
mannopyranosyloxy)-ethyl]-S-(triphenylmethyl)-L-cysteinamid (112)

Nach AAV 5 wurden 1.27 g 111 (2.24 mmol, OH
1.4Aq.), 503mg 94 (1.60 mmol, 1Agq.), HO,)

-0
0 H
A (@) N
669 mg HATU (1.76mmol, 1.1Aq) und wu)% T o
306yl DIPEA (176 mmol, 1.1 Aq) s N,

OH

umgesetzt. Der Riickstand wurde

OH
OH

sdulenchromatographisch an Kieselgel
(Laufmittel: Cyclohexan / Essigester / Methanol, 1:4:1 — Cyclohexan / Essigester /
Methanol, 1:4:2) gereinigt. Das Produkt wurde als farbloser Schaum erhalten.

Ausbeute: 632 mg, 0.731 mmol (46%);
ReWert: 0.22 (Cyclohexan / Essigester / Methanol, 1:4:2);

Drehwert: [a]) = 51.4 (c = 1.0, MeOH);
IR: 3292, 2224, 2000, 1647, 1508, 1229, 1014, 698, 613, 459 cm™;

'"H-NMR (500 MHz, MeOH-dy): =739 (d, 6H, *J=8.5Hz, Ar-H), 7.31 (dd, 6H,
3J=1.5Hz, °J="1.5Hz, Ar-H), 7.28 — 7.23 (m, 5H, Ar-H), 7.07 (d, 2H, °J = 8.7 Hz, Ar-
H), 5.48 (d, 1H, *Jy»» = 1.9 Hz, H-1°), 4.77 (d, 1H, *J,, = 1.6 Hz, H-1), 4.20 (dd, 1H, *J;,.
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wiipa = 6.1 Hz, *Jiqmp = 8.1 Hz, H-0), 4.03 (dd, 1H,°Jy»» = 1.9 Hz, °J»- 3 = 3.4 Hz, H-2),
3.94 (dd, 1H, *J» 3 = 3.4 Hz, *Jy 4 =9.5 Hz, H-3"), 3.85 — 3.82 (m, 2H, H-2, H-6a), 3.79
(dd~t, 1H, *J=9.7 Hz, H-4), 3.75 — 3.70 (m, 5H, H-6a’, H-6b’, H-6b, H-3, OCHHCH,),
3.63 (dd ~ t, 1H, *J=9.5 Hz, H-4), 3.63 (m., 1H, H-5"), 3.56 — 3.51 (m, 4H, H-5,
COCH,Ca,, OCHHCH,), 3.38 - 3.37 (m, 2H, OCH,CH,), 2.60 (dd, 1H, *Jii.q 5152 = 6.0 Hz,
*Jitparipy = 12.4 Hz, H-Ba), 2.50 (dd, 1H, *Jiomps = 8.1 Hz, *Jirparpp = 12.4 Hz, H-Bb)
ppm;

BC-NMR (150 MHz, MeOH-d,): § = 174.0 (NHCOCH,), 172.4 (COC-a), 157.0 (C-Ar),
145.9 (C-Ar), 131.3 (C-Ar) 130.4 (C-Ar), 130.6, 129.1, 127.9 (C-Ar), 117.8 (C-Ar), 101.6
(C-1), 100.2 (C-17), 75.2 (C-5), 74.6 (C-5), 72.5 (C-3), 72.4 (C-3"), 72.0 (C-2), 72.0 (C-
2%), 68.7 (C-4), 68.2 (C-4"), 67.9 (CPh3), 66.8 (OCH,CH,), 62.9 (C-6), 62.5 (C-6"), 53.9
(C-0), 42.7 (COCH,C-Ar), 40.3 (OCH,CH,), 34.8 (C-B) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 888.26 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 887.30) und m/z = 904.20
[M+K]+-Ion (ber.: m/z=903.27) fiir Summenformel C44Hs,N,0,4S (M = 864.31);

HRESI-MS: m/z = 887.3081 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 887.3037) fiir Summenformel
C44Hs5oN»014S (M = 864.3139).

N’-Acetyl-N-[2-(a-D-mannopyranosyloxy)-ethyl]-S-(triphenylmethyl)-L-cysteinamid
(113)

420 mg 111 (0.739 mmol, 1 Aq.) wurden in 5 mL trockenem
DMF geldst, mit 532 pL DIPEA (2.96 mmol, 4 Aq.) und 280 o &

uL Essigsdureanhydrid (2.96 mmol, 4 Aq.) versetzt und vier O~y Hj{
H o
Stunden bei Raumtemp. geriihrt. Die fliichtigen Bestandteile ™S

wurden in vacuo entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel
(Laufmittel: Cyclohexan / Essigester / Methanol, 1:4:2) gereinigt. Das Produkt wurde als

farbloser Schaum erhalten.

Ausbeute: 452 mg, 0.740 mmol (quantitativ);
R-Wert: 0.34 (Cyclohexan / Essigester / Methanol, 1:4:2);
IR: 3267, 2252, 1650, 1535, 1487, 1441, 1371, 1132, 1022, 743, 698, 616 cm™;
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'"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢): 6=8.09 (d, 1H, *J=8.4Hz NHAc), 7.92 (t, 1H,
3J=5.6 Hz, CH,NHCO), 7.36 - 7.23 (m, 15H, H-Ar), 4.59 (d, 1H, *J,, = 1.5 Hz, H-1),
4.31 (dd, 1H, *Jip.qpipa = 6.2 Hz, *Jiamp = 8.0 Hz, H-a), 3.66 — 3.59 (m, 2H, H-6a, H-2),
3.54 (dd, 1H, *Jocuncm.ocmcun = 5.9 Hz, “Jocuncm.ocaucimz = 10.1 Hz, H-OCHHCH,),
348 — 333 (m, 5H, H-3, H-4, H-6b, H-OCHHCH,, H-5), 3.22 (dd, 1H,
*Jocuncrzocracun = 6.9 Hz,  *Jockacunockacnn = 12.6 Hz, OCH,CHH), 3.18 (dd, 1H,
3 Jocuucmz.octzenn = 7.0 Hz, “Jocmacunocmcnn = 13.2 Hz, OCH,CHH) 2.35 (dd, 1H, *Ji.
wipa= 6.1 Hz, “Juparpo=11.7 Hz, H-a), 2.29 (dd, 1H, *Juaup =7.9 Hz, “Jispan
pp = 11.7 Hz, H-Bb), 1.83 (s, 3H, NHACc) ppm;

BC-NMR (151 MHz, DMSO-dg): 8 =169.7 (COCH;), 169.1 (COC-a), 144.2, 129.0,
127.9, 126.6 (C-Ar), 99.9 (C-1), 73.8 (C-5), 70.8 (C-3), 70.1 (C-2), 66.9 (C-4), 65.8
(CPh3), 65.0 (OCH,CH>), 61.1 (C-6), 51.5 (C-0), 38.4 (OCH,CH,), 33.8 (C-p), 22.3
(COCH;) ppm;

HRESI-MS: m/z = 633.2257 [M+Na] -lon (ber.: m/z = 633.2247) fiir Summenformel
C3H3sN2OgS (M = 610.2349).

N*,N*-Di-acetyl-V,N’-di-[2-(a-D-mannopyranosyloxy]-ethyl)-L-cystindiamid (114)

100 mg 113 (164 umol, 1 Aq.) wurden in 2mL OH
trockenem Methanol gelost und mit 63 mg lod *Ho o
(0.25 mmol, 1.5 Aq.), welches in 3 mL trockenem o\/\u)ﬁ/NTO(
Methanol gelost wurde, versetzt und 15 min bei i
Raumtemp. geriihrt. Die Reaktion wurde durch )OLH %H N
Zugabe von 3 mL 0.01 N Natriumthiosulfat in ©
Methanol gequencht, die fliichtigen Bestandteile in O o
vacuo entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel (Laufmittel:
Essigester / Methanol, 3:1 — Essigester / Methanol, 1:1) gereinigt.

Ausbeute: 36 mg, 48 pmol (60%);

ReWert: 0.48 (Essigester / Methanol, 1:1);
Drehwert: [a])) =- 10.5 (c = 1.1, MeOH);
IR: 3368, 1652, 1436, 1315, 1016, 951, 632, 529, 494 cm™;
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"H-NMR (600 MHz, MeOH-dy): 5 =4.81 (d, 2H, °J;, = 1.8 Hz, H-1), 4.78 (dd, 1H, *Jy.
wipa=59Hz, *Jionp=83Hz, H-0), 473 (dd, 1H, *Jugupa=56Hz, “Juon
b= 8.7 Hz, H-a"), 3.88 (dd, 2H, *J56, = 2.4 Hz, “Jeao = 11.9 Hz H-6a), 3.86 (dd, 2H,
Nio=17Hz, */3=33Hz, H-2), 3.82 (ddd, 2H, ‘Jocuucm.octcun =44 Hz,
3 Jocumcm.ocmcnn = 6.7 Hz, *Jocuncm.ocnacrz = 10.9 Hz, OCHHCH,), 3.78 — 3.72 (m,
4H, H-3, H-6b), 3.64 (dd ~ t, 2H, *J = 9.4 Hz, H-4), 3.60 — 3.55 (m, 4H, OCHHCH,:, H-5),
3.53 — 3.47 (m, 2H, OCH,CHH), 3.46 — 3.41 (m, 2H, OCH,CHH), 3.40 — 3.36 (m, 1H, H-
Ba), 3.23 (dd, 1H, *Jie mpa = 5.6 Hz, “Jigamps = 13.8 Hz, H-B’a), 3.19 (dd, 1H, *Jiqn.
o =75.6 Hz, “Jiparipy = 13.8 Hz, H-pb), 2.98 (dd, 2H, *Jigppb=8.7Hz, *Jirpan.
gb = 13.8 Hz, H-p’b), 2.06 (s, 6H, NHAc) ppm;

BC-NMR (151 MHz, MeOH-d,): 8= 173.5, 173.4 (COCH3), 172.6, 172.3 (COC-a),
101.6 (C-1), 74.7 (C-5), 72.5 (C-3), 72.0 (C-2), 68.8 (C-4), 66.9 (OCH,CH)), 63.0 C-6),
54.1, 54.0 (C-), 41.4, 41.0 (C-P), 40.5 (OCH,CH,), 22.6 (COCH3) ppm;

HRESI-MS: m/z = 757.2207 [M+Na] -lon (ber.: m/z = 757.2248) fiir Summenformel
C26H46N401682 (M = 7342350)

N*,N*’-Di-{[4-(0-D-mannopyranosyloxy)-phenyl]-acetamido}-N,N’-di-[(a-D-
mannopyranosyloxy]-ethyl)-L-cystindiamid (115)

112mg 112 (129 umol, 1 Aq.) OH
wurden in 2 mL trockenem Methanol HO 5

OH

(0]
H
gelost und mit 49mg Iod oH Oy N
"9 2 v Hs ° o]

(0.19 mmol, 1.5 Aq.), welches in |

o S 1 OH
.. % . OH
3mL trockenem Methanol gelost \©\)LN %H\/\O ol N
: : H
wurde, versetzt und 15 min bei o WOH
o
Raumtemp. geriihrt. Die Reaktion O on

wurde durch Zugabe von 3 mL 0.01 N Natriumthiosulfat in Methanol gequencht, die
fliichtigen Bestandteile in vacuo entfernt und das Rohprodukt per RP-MPLC (Acetonitril /
Wasser, 1:1) vorgereinigt. AbschlieBende Reinigung erfolgte mit Hilfe einer Sephadex LH-
20 Séule (Eluent: Methanol). Es wurde ein farbloses Lyophilisat erhalten.
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Ausbeute: 31 mg, 25 pmol (39%);
R+~Wert: 0.91 (Acetonitril / Wasser, 1:1);

Drehwert: [a]g) =+36.1 (c=0.6, MeOH);
IR: 3275, 2919, 2359, 1637, 1507, 1223, 1016, 971, 809, 642, 598, 515, 457 cm™;

'"H-NMR (600 MHz, MeOH-dy): =728 (d, 4H, *J=8.8 Hz, H-Ar), 7.10 (d, 4H,
3J=28.7 Hz, H-Ar), 5.50 (d, 2H, *J-, = 1.8 Hz, H-1"), 4.80 (d, 2H, °J,, = 1.8 Hz, H-1),
4.76 (dd, 2H, *Jigmpa = 5.2 Hz, *Jiomp = 9.1 Hz, H-a), 4.04 (dd, 2H, *Jy»» = 1.8 Hz,
*Jy 3 =3.4Hz, H-2"), 3.94 (dd, 2H, *J» 3 = 3.4 Hz, °J3- 4 = 9.5 Hz, H-3"), 3.90 — 3.74 (m,
8H, H-2, H-4’, H-6a, H-6a), 3.66 - 3.62 (m, 12H, H-3, H-4, H-5", H-6b, H-6’b,
OCHHCH,), 3.58 — 3.51 (m, 8H, H-5, OCH,C-Ar, OCHHCH,), 3.45 - 3.40 (m, 4H,
OCH,CH,), 3.14 (dd, 2H, *Jir.q .. = 5.3 Hz, *Jirparipy = 13.9 Hz, H-Ba), 2.96 (dd, 2H, *Ji1.
wiipy = 9.1 Hz, “Jirparipy = 13.9 Hz, H-Bb) ppm;

BC.NMR (151 MHz, MeOH-dy): 8= 174.4 (NHCOCH,), 172.4 (NHCOC-a), 156.9,
131.4, 130.4, 118.0 (CAr), 101.6 (C-1), 100.3 (C-1°), 75.2 (C-5°), 74.7 (C-5), 72.5 C-3),
72.4 (C-3%), 72.0 (C-2), 71.9 (C-2°), 68.8 (C-4), 68.4 (C-4"), 66.9 (OCH,CH,), 62.9 (C-6),
62.6 (C-6), 54.2(C-q), 42.7 (COCH,C-Ar), 41.7 (C-B), 40.4 (OCH,CH,) ppm;

HRESI-MS: m/z = 1265.3768 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 1265.3829) und m/z = 1281.3164
[M+K]+-Ion (ber.: m/z =1281.3568) fiir Summenformel CsoH74N4O,8S,; (M = 1242.3931).

N’-Acetyl-N-[2-(0-D-mannopyranosyloxy)-ethyl]-L-cysteinamid (116)

200 mg (327 umol, 1 Aq.) 113 wurden in 15 mL Acetonitril oH

unter Schutzgasatmosphdre geldst und 500 uL (3.28 mmol, HoHo@qH% -
10 Aq.) TES zugegeben. Hierzu wurden 410 pL (55.2 mmol, 0\/\,\,)5/“7(
168 Aq.) Trifluoressigsdure zugetropft und 16h bei HHS °

Raumtemp. geriihrt und der Reaktionsfortschritt per RP-DC iiberpriift. Danach wurden die
fliichtigen Bestandteile in vacuo entfernt und der Riickstand viermal mit Toluol und je
einmal mit Ethanol und Dichlormethan kodestilliert. Das Rohprodukt wurde per RP-MPLC

(Acetonitril/ Wasser, 5:1) gereinigt. Es wurde ein farbloser Feststoff erhalten.
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Ausbeute: 120 mg, 327 pumol (quantitativ);
R+~Wert: 0.87 (Acetonitril / Wasser, 5:1);
IR: 3260, 2358, 1645, 669, 584, 522, 451 cm™;

"H-NMR (500 MHz, MeOH-dy): 5 =4.81 (d, 1H, °J;,=1.7 Hz, H-1), 4.48 (dd, 1H, *J.
wiipa = 5.7 Hz, *Jiqppp = 7.1 Hz, H-), 3.88 (dd, 1H, *Js6,=2.2 Hz, *Jso = 11.7 Hz, H-
6a), 3.85 (dd, 1H, *J,, = 1.7 Hz, *Jo5 = 3.4 Hz, H-2), 3.83 - 3.78 (m, 1H, OCHHCH,), 3.76
—3.71 (m, 2H, H-3, H-6b), 3.64 — 3.55 (m, 3H, H-4, OCHHCH,, H-5), 3.53 — 3.47 (m, 1H,
OCH,CHH), 3.46 — 3.41 (m, 1H, OCH,CHH), 2.91 (dd, 1H, *Jiospa = 5.8 Hz, *Jirpans.
gb = 13.8 Hz, H-Pa), 2.28 (dd, 1H, *Jiremp = 7.2 Hz, *Jiwpasps = 13.8 Hz, H-pb), 2.07 (s,
3H, NHAc) ppm;

BC-NMR (125 MHz, MeOH-d,): = 173.5 (COCHj3), 172.5 (NHCOC-a), 101.6 (C-1),
74.7 (C-5), 72.5 (C-3), 72.0 (C-2), 68.7 (C-4), 67.0 (OCH,CH,), 62.9 (C-6), 57.3 (C-0),
40.3 (OCH,CH>), 26.7 (C-B), 22.5 (COCH3) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 391.91 [M+Na]-Ion (ber.: m/z = 391.11) fiir Summenformel
C13H24N2038 (M = 36812)

[4-(2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-o-D-mannopyranosyloxy)-phenyl]-essigsiaureallylester (122)

Nach AAV 2a) wurden 4.06g 121 (21.1 mmol, 2 Aq.), orc_

413g 16 (10.8 mmol, 1Aq.) und 159 ul BF;-Etherat AQ 2

(23.5 mmol, 2.2 Aq.) umgesetzt. Nach © o
1094

Saulenchromatographie an Kieselgel (Laufmittel:

Cyclohexan / Essigester, 3:2) wurde das Produkt als farbloser Sirup erhalten.

Ausbeute: 3.50 g, 6.70 mmol (62%);

R#~Wert: 0.5 (Cyclohexan / Essigester, 3:2);

"H-NMR (500 MHz, CDCL): & = 7.22 (d, 2H, °J = 6.6 Hz, H-Ar), 7.05 (d, 2H, *J = 6.6
Hz, H-Ar), 5.90 (dddd~ddt, 1H, *J= 5.7 Hz, °J = 10.4 Hz, >J = 17.2 Hz, CH,CHCH,), 5.56
(dd, 1H, *J»3 = 3.5 Hz, *J54 = 10.0 Hz, H-3), 5.50 (d, 1H, *J,, = 1.9 Hz, H-1), 5.44 (dd,
1H, °Ji12 = 1.9 Hz, *J53 = 3.5 Hz, H-2), 5.35 (dd~t, 1H, >J = 10.0 Hz, H-4), 5.28 (dddd~dq,
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1H, *J = 1.4 Hz, °J = 10.4 Hz, °J = 17.2 Hz, CH,CHCHH), 5.22 (dddd~dq, 1H, "/ = 1.4
Hz, *J=10.4 Hz, CH,CHCHH), 4.65 -4.53 (m, 2H, CH,CHCHy,), 4.28 (dd, 1H, *J56, = 5.2
Hz, *Jsasp = 12.2, H-6a), 4.15 — 4.10 (m, 1H, H-5), 4.07 (dd, 1H, *Js¢, = 2.4 Hz, “Joao =
12.2 Hz, H-6b), 3.60 (s, 2H, OCH,C-Ar), 2.05, 2.04, 2.03, 2.03 (s, 3H, OAc) ppm;

BC.NMR (125 MHz, CDCLy,): 5 = 171.1, 170.5, 169.9, 169.9, 169.7 (4 COCHs,
COOALlyl), 154.8 (C-Ar), 132.0 (CH,CHCH,), 130.5, 128.6 (C-Ar), 118.3 (CH,CHCH,),
116.6 (C-Ar), 959 (C-1), 69.4 (C-2), 69.2 (C-5), 68.9 (C-3), 66.0 (C-4), 65.4
(CH,CHCH,), 62.1 (C-6), 40.4 (CH,COO), 21.0, 20.8, 20.6, 20.6 (4 COCH;) ppm;

HRESI-MS: m/z = 545.1629 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 545.1635)  fiir = Summenformel
C25H30012 (M = 5221737)

N*-{[4-(2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-a-D-mannopyranosyloxy)-phenyl]-acetamido}-/V-[2-
(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-a-D-mannopyranosyloxy)-ethyl]-S-(triphenylmethyl)-L-
cysteinamid (123)

Nach AAV § wurden 865mg 125 onc_
(1.17 mmol, 1 Aq.), 680 mg 119 A~

(o]
H
(141 mmol, 12Aq), 535mg HATU Ow”JjNy\@ .
(o]
(1.40 mmol, 1.2 Aq.) und 244 uL DIPEA s N T

OAc

(1.40 mmol, 1.2 Aq.) umgesetzt. Der N
C
OAc

Riickstand wurde sdulenchromatographisch
an Kieselgel (Laufmittel: Dichlormethan / Essigester, 1:1) gereinigt. Das Produkt wurde

als farbloser Schaum erhalten.

Ausbeute: 857 mg, 0.713 mmol (60%);
Re~Wert: 0.2 (Dichlormethan / Essigester, 1:1);

Drehwert: [a]) =+ 44.2 (c = 1.1, MeOH);
IR: 3335, 2207, 1735, 1653, 1508, 1367, 1216, 1131, 1033, 662, 602, 463 cm’';

"H-NMR (500 MHz, MeOH-d,): § = 7.38 — 7.35 (m, 6H, H-Ar), 7.34 — 7.28 (m, 9H, H-
Ar), 7.26 (d, 2H, °J = 7.3 Hz, H-Ar), 7.08 (d, 2H, *J = 8.5 Hz H-Ar), 5.57 (d, 1H, *J;-» =
1.8 Hz H-17), 5.50 (dd, 1H, *J»5 = 3.4 Hz, *J54 = 10.0 Hz, H-3), 5.47 (dd, 1H, *J;» = 1.8
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Hz, °J, 3 = 3.4 Hz, H-2"), 5.35 (dd~t, 1H, °J = 10.3 Hz, H-4"), 5.33 (dd, 1H, *J»3 = 3.4
Hz, *J3 4 = 10.3 Hz, H-3"), 5.29 (dd, 1H, *Ji, = 1.6 Hz, >J,5 = 3.2 Hz, H-2), 5.25 (dd~t,
1H, °J = 10.0 Hz, H-4), 4.86 (bs, 1H, H-1), 4.26 — 4.22 (m, 2H, H-6a, H-a), 4.18 (dd, 1H,
sea =42 Hz, *Joaea = 12.3 Hz, H-6’a), 4.09 — 4.02 (m, 3H, H-6b, H-5, H-5"), 3.97 (dd,
1H, *Js gy = 2.5 Hz, "Jgueb = 12.3 Hz, H-6’b), 3.78 — 3.73 (m, 2H, OCH,CH,) 3.56 — 3.51
(m, 2H, CH,C-Ar), 3.42 — 3.30 (m, 2H, OCH,CH>), 2.59 (dd, 1H, *Ji.qp.p. = 6.0 Hz, *Ju.
paiipp = 12.5 Hz, H-Pa), 2.52 — 2.46 (m, 1H, H-Bb), 2.13, 2.12, 2.05, 2.04, 1.99, 1.97 (s,
3H, 8 OAc) ppm;

BC-NMR (125 MHz, MeOH-d4): 8 = 173.6 (CH,CONH), 173.0 (C,-CONH), 172.2,
171.6, 171.5, 171.0 (8 COCH3), 156.0 (C-Ar), 145.9 (C-Ar), 131.5 (C-Ar), 131.4 (C-Ar),
130.7 (C-Ar), 129.1 (C-Ar), 127.9 (C-Ar), 117.9 (C-Ar), 99.0 (C-1), 97.1 (C-17), 70.8 (C-
2), 70.6 (C-2%), 70.6 (C-5), 70.5 (C-3), 70.5 (C-5), 70.4 (C-3"), 69.9 (C-4"), 69.8 (C-4),
67.9 (CPhs), 67.7 (OCH,CH,), 63.5 (C-6), 63.2 (C-6), 53.8 (C-0), 42.8 (CH,CH,N), 40.3
(CH,C-Ar), 35.2 (C-B), 20.8, 20.7, 20.6, 20.5 (8 COCH3) ppm;

HRESI-MS: m/z = 1223.3877 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 1223.3882) fiir Summen-formel
C3gH4sN2011S (M = 1200.3984).

N"-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-N-[2-(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-a-D-
mannopyranosyloxy)-ethyl]-S-(triphenylmethyl)-L-cysteinamid (124)

Nach AAYV 4 wurden 2.20 g 70 (5.27 mmol, 1 Aq.), OAc
OAc
5.67¢g Fmoc-Cys(Trt)-OH (40) (9.68 mmol, Acgm . O
. . H
1.8 Aq.), 1.31g HOBt (9.69 mmol, 1.8 Aq.), Owu)ﬁ/Nl(o ’Q
1.49 mL DIC (9.62 mmol, 1.8 Aq.) und 1.44 mL s

Tri-n-butylphosphin (5.76 mmol, 1.1 Aq.) umgesetzt. Der Riickstand wurde séulen-
chromatographisch an Kieselgel (Laufmittel: Essigester / Toluol, 1:1) gereinigt. Das

Produkt wurde als farbloser Schaum erhalten.

Ausbeute: 3.93 g, 4.10 mmol (78%);
ReWert: 0.3 (Essigester / Toluol, 1:1);
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"H-NMR (500 MHz, CDCl;): & = 7.76 — 7.70 (m, 2H, H-Ar), 7.60 — 7.55 (m, 2H, H-Ar),
7.43 —7.34 (m, 8H, H-Ar), 7.29 — 7.13 (m, 11H, H-Ar), 5.33 (dd, 1H, *Jo5=3.6 Hz, *J34 =
10.1 Hz, H-3), 5.26 (dd~t, 1H, *J = 10.1 Hz, H-4), 5.25 (dd, 1H, °J;, = 1.8 Hz, *J,3 = 3.6
Hz, H-2), 4.76 (bs, 1H, H-1), 4.45 — 4.33 (m, 2H, CH,-Fmoc), 4.23 (dd, 1H, *J5¢, = 5.6 Hz,
Jsaeo = 12.2 Hz, H-6a), 4.19 (t, 1H, *Jet rmoe.Co-Fmoc = 6.5 Hz, CH-Fmoc), 4.07 (dd, 1H,
3Jsep = 2.4 Hz, “Jeago = 12.2 Hz, H-6b), 3.97 — 3.92 (m, 1H, H-5), 3.75 (dd, 1H, *Jis.qp.pa =
7.7 Hz, *Juanp = 13.2, H-a), 3.72 — 3.68 (m, 1H, OCHHCH),), 3.54 — 3.47 (m, 1H,
OCHHCH)), 3.45 — 3.29 (m, 2H, OCH,CH,N),2.74 (dd, *Ji.qpipa = 7.7 Hz, “Jisparipp =
12.9 Hz, 1H, H-Ba), 2.74 (dd, *Jiqmpy = 7.6 Hz, “Jiparipp = 12.9 Hz, 1H, H-b), 2.12,
2.04, 1.99, 1.97 (s, 3H, 4 OAc) ppm;

BC-NMR (125 MHz, CDCL): & = 170.5 (CO-C-a), 169.9, 169.8, 169.7, 169.6 (4
COCHj3), 155.9 (COO-Fmoc), 144.4, 143.8, 143.7, 129.6, 129.5, 129.0, 128.2, 128.0,
127.7, 120.0 (C-Ar), 97.7 (C-1), 69.4 (C-3), 69.0 (C-2), 68.7 (C-5), 67.0 (OCH,CH,), 66.2
(CH,-Fmoc), 66.1 (C-4), 62.5 (C-6), 53.9 (C-a), 47.1 (CH-Fmoc), 39.1 (CH,CH,N), 33.1
(C-B), 20.8, 20.7, 20.7, 20.6 (4 COCH3) ppm;

HRESI-MS: m/z = 981.3239 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 981.3244) fiir Summen-formel
C53H54N20138 (M = 9583347)

N-[2-(2,3,4,6-Tetra-0O-acetyl-a-D-mannopyranosyloxy)-ethyl]-S-(triphenylmethyl)-L-

cysteinamid (125)

Unter Stickstoffatmosphére wurden 3.93 g 124 (4.10 mmol, OAc_

1Aq) in 10mL trockenem DMF geldst, mit 2.63 mL AQ\ 2 o
Morpholin (30.1 mmol, 7 Aq.) versetzt und eine Stunde bei O\/\H%NHZ

Raumtemp. geriihrt. AnschlieBend wurden alle fliichtigen ™ms

Bestandteile in vacuo entfernt und der Riickstand in Methanol aufgenommen. Der hierbei
ausfallende farblose Feststoff wurde abfiltriert und das Losungsmittel in vacuo entfernt.
AbschlieBende Reinigung erfolgte sdulenchromatographisch an Kieselgel (Laufmittel:

Essigester / Toluol, 1:1). Das Produkt wurde als honigfarbender Sirup erhalten.

Ausbeute: 2.40 g, 3.26 mmol (83%);
ReWert: 0.1 (Essigester / Toluol, 1:1);
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"H-NMR (500 MHz, MeOH-d,):  =7.47 — 7.44 (m, 6H, H-Ar), 7.34 (t, 6H, °J = 7.4 Hz,
H-Ar), 7.27 (t, 3H, *J = 7.3 Hz, H-Ar), 5.33 (dd, 1H, *J»5 = 3.4 Hz, *J54 = 10.0 Hz H-3),
5.30 (dd, 1H, °J1, = 3.4 Hz, °J,3 = 1.7 Hz, H-2), 5.29 (dd~t, 1H, >J = 10.0 Hz, H-4), 4.92
(d, 1H, °J12 = 1.7 Hz, H-1), 4.27 (dd, 1H, *Js 6, = 4.9 Hz, *Jsasp = 12.3 Hz, H-6a), 4.11 (dd,
1H, *Js 6 = 2.3 Hz, “Jsasp = 12.3 Hz, H-6b), 4.07 (ddd, 1H, *Js ¢, = 2.3 Hz, *Js6, = 4.9 Hz,
Jus = 10.0 Hz, H-5), 3.81 (m,, 1H, OCHHCH,), 3.73 — 3.54 (m, 3H, OCHHCH,,
CH,CH,N), 3.20 — 3.15 (m, 1H, H-a), 2.61 (dd, 1H, *Jir.qpipa = 6.5 Hz, *Jrppapipp = 12.2
Hz, H-Ba), 2.45 (dd, 1H, *Juqppe = 6.5 Hz, “Jyparpy = 12.2 Hz, H-Bb), 2.13, 2.06, 2.04,
2.00 (s, 3H, OAc) ppm;

BC.NMR (125 MHz, MeOH-dy): & = 171.3 (CO-C-a), 170.1, 169.9, 169.4, 169.2 (4
COCH3), 96.7 (C-1), 68.6 (C-3), 68.3 (C-2), 67.9 (C-5), 67.2 (OCH,CHy,), 65.6 (C-4), 62.2
(C-6), 53.6 (C-01), 39.8 (CH,CH,N), 32.9 (C-B), 20.6, 20.5, 20.5, 20.4 (4 COCH3) ppm;

HRESI-MS: m/z = 737.2739 [M+H] -Ion (ber.: m/z = 737.2744) fiir Summenformel
C33H44N2011S (M = 736.2666).

N*-{[4-(2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-phenyl]-acetamido}-N-(2-
[2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyloxy]-ethyl)-S-{[4-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-
o-D-mannopyranosyl)-phenyl]-methyl}-L-cysteinamid (129)

Unter einer Schutzgasatmosphire wurden OAG

100 mg 127 (104 pmol, 1.1 Aq.) und 2.5 mg A

AcO

Natriumhydrid (0.10 pmol, 1.1 Aq.) in 5 mL Oy )w 7(\@
trockenem DMF suspendiert und fiir 10 min

im Ultraschallbad behandelt. AnschlieBend Aco”*%C Q)

AcO OAc

OAc

wurden 49 mg Brombenzylmannosid (126) A.goAc
(95 pmol, 1 Aq.) hinzugegeben und der Ansatz weitere drei Stunden im Ultraschallbad
behandelt. Die fliichtigen Bestandteile wurden in vacuo entfernt und der Riickstand per

Sephadex LH-20 (Eluent: Methanol) gereinigt. Es wurde ein farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 45 mg, 32 umol (34%);



9 Experimenteller Teil 175

"H-NMR (500 MHz, MeOH-d,): 5 =7.31 — 7.28 (m, 4H, H-Ar"’, H-Ar’), 7.12 — 7.08 (m,
4H, H-Ar”, H-Ar’), 5.64 (bs, 1H, H-1"), 5.54 (bs, 1H, H-1"), 5.53 — 5-45 (m, 4H, H-3’, H-
3°’, H-3, H-4), 5.42 (dd, 1H, *J,»,» = 1.8 Hz, *J5» 3~ = 3.5 Hz, H-2""), 5.38 -5.30 (m, 3H,
H-2, H-2’, H-4"), 5.26 (dd~t, *J = 10.2 Hz, H-4>"), 4.88 (bs, 1H, H-1), 4.56 — 4.50 (m, 1H,
H-a), 4.31 — 4.21 (m, 4H, H-5", H-6a, H-6a’, H-6a""), 4.16 — 4.05 (m, 5H, H-5, H-5"*, H-
6b, H-6b’, H-6b""), 3.84 — 3.80 (m, 1H, OCHHCH,), 3.74 — 3.71 (m, 2H, SCH,C-Ar), 3.62
—3.50 (m, 4H, OCHHCH,, CH,N, C5,CHHCO), 3.46 — 3.42 (m, 1H, Cx,CHHCO), 2.90 —
2.85 (m, 1H, H-a), 2.72 — 2.66 (m, 1H, H-pb), 2.22, 2.17, 2.10, 2.09, 2.05, 2.05, 2.04,
2.01, 2.00, 2.00, 1.99, 1.99 (s, je 3H, 12 OAc) ppm;

BC-NMR (125 MHz, MeOH-d,): & = 173.7 (CH,CONH), 173.1 (C-a-CO), 172.9, 172.8,
172.5, 172.4, 172.2, 171.6, 171.5, 171.5 (12 COCHs), 156.0 (C-Ar), 155.0 (C-Ar), 134.1
(C-Ar), 131.6 (C-Ar), 131.5 (C-Ar), 131.4 (C-Ar), 118.0 (C-Ar), 117.9 (C-Ar), 98.9 (C-1),
97.2 (C-1""), 97.2 (C-17), 70.8 (C-2), 70.7 (C-2""), 70.6 (C-5>), 70.5 (C-2), 70.4 (C-3""),
70.0 (C-5), 69.9 (C-3), 69.9 (C-5), 69.8 (C-3"), 67.5 (OCH,CHy,), 67.2 (C-4’), 67.2 (C-
47), 67.1 (C-4), 63.5 (C-6"), 63.5 (C-6), 63.3 (C-6), 54.0 (C-w), 42.7 (CH,CH,N), 40.3
(CH,C-Ar), 36.3 (CA:CH,S), 34.2 (C-B), 20.8, 20.7, 20.6, 20.5 (12 COCH;) ppm;

HRESI-MS: m/z = 1417.4151 [M+Na]"-Ion (ber.: m/z = 1417.4156) fiir Summen-formel
Ce2H7sN203,S (M = 1394.4258).

N’-{[4-(a-D-Mannopyranosyloxy)-phenyl]-acetamido}-N-(2-[o-D-
mannopyranosyloxy|-ethyl)-S-{[4-(a-D-mannopyranosyl)-phenyl]-methyl}-L-
cysteinamid (130)

Nach AAV 3 wurden 45 mg 129 (32 pmol, OH

1 Aq.) umgesetzt und fiir 3 h bei Raumtemp. %0

. .o O
geriihrt. AbschlieBende Reiningung erfolgte \/\N% Y\©\

an praparativer HPLC. Das Produkt wurde

als farbloses Lyophilisat erhalten. /Z/>>\ /@2 g
HO OH

HO OH

HPLC: g = 11.3 min [A = Wasser, B = Acetonitril + 1% TFA, 20% B — 80% B, 100 min,
10 ml/min];
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Ausbeute: 28 mg, 31 pmol (98%);
Drehwert: [a]ﬁf =+41.9 (c= 1.1, MeOR);

"H-NMR (500 MHz, D,0): & = 7.29 (d, 2H, °J = 8.8 Hz, H-Ar’), 7.23 (d, 2H, °J = 8.3 Hz,
H-Ar’"), 7.13 (d, 2H, *J = 8.8 Hz, H-Ar’), 7.06 (d, 2H, *J = 8.3 Hz, H-Ar""), 5.59 (d, 1H,
3J12=1.5 Hz, H-17), 5.58 (bs, 1H, H-1""), 4.83 (d, 1H, *J;-»> = 1.4 Hz, H-1), 4.32 (dd, 1H,
312 = 1.5 Hz, *J,3 = 8.3 Hz, H-2), 4.18 — 4.15 (m, 2H, H-2", H-2""), 4.08 — 4.05 (m, 2H,
H-3’, H-3""), 4.05 — 4.00 (m, 1H, OCHHCHy,), 3.93 — 3.88 (m, 2H, H-0, OCHHCHy,), 3.86
— 3.83 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3.79 — 3.70 (m, 7H, H-6’a, H-6"’a, H-6’b, H-6""b, H-3, H-4",
H-4"), 3.69 — 3.66 (m, 4H, CA,CH,S, H-5", H-5""), 3.63 (dd~t, 1H, *J = 9.2 Hz, H-4), 3.59
— 3.56 (m, 3H, CACH,CO, H-5), 3.45 — 3.42 (m, 1H, CHHN), 3.39 — 3.36 (m, 1H,
CHHN), 2.92 (dd, 1H, *Ji.q .2 = 5.5 Hz, “Jis.papipp = 14.1 Hz, H-Ba), 2.74 (dd, 1H, *Jiqp
ob = 8.3 Hz, *Jitpasipp = 14.1 Hz, H-Bb) ppm;

BC-NMR (125 MHz, D,0): § = 176.4 (CH,CON), 174.2 (C-a-CON), 156.6 (C-Ar), 156.5
(C-Ar), 134.3 (C-Ar), 132.4 (C-Ar), 132.1 (C-Ar), 131.1 (C-Ar), 119.2 (C-Ar), 119.2 (C-
Ar), 101.9 (C-1), 100.1 (C-1°, C-17"), 75.3 (C-5’, C-57"), 74.7 (C-5), 72.5 (C-3’, C-37),
72.4 (C-3), 72.0 (C-2), 71.9 (C-2°, C-27’), 68.7 (C-4), 68.5 (C-4°), 68.4 (C-4"), 68.1
(OCH,CH,), 62.6 (C-6’, C-6""), 62.5 (C-6), 54.8 (C-a), 42.9 (CH,C-Ar), 40.8 (CHuN),
36.6 (C-Ar-CH»S), 34.2 (C-B) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z=914.03 [M+Na] -Ion (ber.: m/z=913.30) fiir Summenfor-mel
C38H54N202()S (M = 8902991)
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N°~(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-N-[2-(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-o-D-
mannopyranosyloxy)-ethyl]-N'-[2-(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-a-D-mannopyranosyloxy)-

ethyl]-L-asparaginsiureamid (132)

Nach einer abgednderten Version der AAV

4 wurden 1.9g 70 (4.5mmol, 2.3 Aq.), one O.O one
674 mg Fmoc-Asparaginsdure(OH)-OH A i . HNiO mcgfc
(131) (1.89 mmol, 1.0 Aq.), 662 mg HOBt O\/\HWNH\/O

(4.89 mmol, 2.6Aq.), 758uL DIC ©

(4.89 mmol, 2.6 Aq.) und 1.2 mL Tri-n-butylphosphin (4.9 mmol, 2.6 Aq.) umgesetzt. Der
Riickstand wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel (Laufmittel: Essigester /
Methanol, 9:1) gereinigt. Das Produkt wurde als farbloser Schaum erhalten.
Ausbeute: 669 mg, 0.607 mmol (32%) fiir 132;
393 mg, 0.539 mmol (28%) fiir 133;
ReWert: 0.6 (Essigester / Methanol, 9:1) fiir das 132;
0.4 (Essigester / Methanol, 9:1) fiir das 133;

Drehwert: [a])) =+ 30.4 (c = 1.3, MeOH);
IR: 2965, 1740, 1365, 1215, 1133, 1034, 741 cm';

"H-NMR (600 MHz, MeOH-d,): § = 7.83 (d, 2H, °J = 7.5 Hz, Ar-H), 7.69 (d, 2H, °J = 7.3
Hz, Ar-H), 7.43 (t, 2H, °J = 7.7 Hz, Ar-H), 7.35 (t, 2H, °J = 7.4 Hz, Ar-H), 5.33 (dd, 2H,
3Jr3 = 3.4 Hz, °J34 = 10.0 Hz, 2 H-3), 5.31 (dd, 2H, *J,, = 1.7 Hz, *J»5 = 3.4 Hz, 2 H-2),
5.33 (dd ~ t, 2H, °J = 9.9 Hz, 2 H-4), 4.89 (d, 2H, *J,, = 1.7 Hz, 2 H-1), 4.54 (m,, 1H, H-
o), 4.44 (dd, 1H, *Jenn rmoe.ch-Fmoc = 7.2 Hz, *JeHH-Fmoe.CHE-Fmoe = 10.6 Hz CHH-Fmoc),
4.40 — 4.34 (m, 1H, CHH-Fmoc), 4.26 (dd, 2H, *Js 6, = 5.2 Hz, “Jeasp = 12.2 Hz, 2 H-6a),
430 — 4.24 (m, 1H, CH-Fmoc), 4.14 (dd, 2H, *Js¢ = 7.1 Hz, “Jeasy = 12.2 Hz, 2 H-6b),
4.10 — 4.04 (m, 2H, H-5), 3.85 — 3.77 (m, 2H, 2 OCHHCH,), 3.64 -3.67 (m, 2H, 2
OCHHCH,), 3.51 — 3.46 (m, 2H, 2 OCH,CHH), 3.44 — 3.38 (m, 2H, 2 OCH,CHH), 2.76
(dd, 1H, *Jir.asipa = 5.7 Hz, *Jispasipy = 14.4 Hz, H-Ba), 2.68 (dd, 1H, *Jiqup = 7.7 Hz,
2JH_Ba,H_5b = 14.4 Hz, H-Bb), 2.16, 2.07, 2.05, 1.98 (s, je 6H, OAc) ppm;

BC-NMR (150 MHz, MeOH-d,): & = 173.7 (NH-CO-CH,), 172.9, 172.4, 171.6, 171.5
(COCH3), 158.0 (COO-Fmoc), 145.2 (C-Ar), 142.6 (C-Ar), 128.8 (C-Ar), 128.2 (C-Ar),
126.2 (C-Ar), 120.9 (C-Ar), 98.9 (C-1), 70.8 (C-2), 70.7 (C-3), 70.7 (C-5), 68.1 (CHo-
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Fmoc), 67.8 (OCH,CH»), 67.3 (C-4), 63.6 (C-6), 53.4 (C-a), 48.4 (CH-Fmoc), 40.3
(OCH:CH,), 38.9 (C-B), 20.8, 20.6, 20.6, 20.5 (COCH3) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 1124.59 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 1124.36) und m/z = 1140.57
[M+K]+—Ion (ber.: m/z =1140.34) fir Summenformel Cs;Hg3N3O24 (M = 1101.38).

N’-{(a-D-Mannopyranosyloxy)-acetamido}-/N-[2-(a-D-mannopyranosyloxy)-ethyl]-/N'-

[2-(a-D-mannopyranosyloxy)-ethyl]-L-asparaginsaureamid (135)

Nach AAV 5 wurden 90 mg 94 (0.22 mmol, oH
OH
2.4 Aq.), 80mg 134 (0.10 mmol, 1 Aq), o N 1
. OH OH

82mg HATU (0.22mmol, 24 Aq) und [ % ol %ﬁm

. HO OH
33 uL  DIPEA  (0.22mmol, 2.4 Aq)) OwNO M A0
umgesetzt. Der Riickstand wurde zundchst H ¢

mittels MPLC (Wasser / Acetonitril, 1:1), im Weiteren dann per Sephadex LH-20 (Eluent:
Methanol) und abschlieBend mit Hilfe der priparativen HPLC gereinigt. Das Produkt

wurde als farbloses Lyophilisat erhalten.

HPLC: tg = 11.2 min [A = Wasser, B = Acetonitril + 1% TFA, 20% B — 80% B, 100 min,
10 ml/min];

Ausbeute: 33 mg, 43 umol (48%);
Drehwert: [a])) =+ 30.4 (c = 1.3, MeOH);
IR: 3347, 2918, 1630, 1438, 1244, 1028, 967, 837 cm';

"H-NMR (600 MHz, D,0): 5 = 4.94 (bs, 3H, 2 H-1, H-1"), 4.82 — 4.79 (m, 1H, H-0), 4.51
(d, 1H, *Jocun.ocun = 14.9 Hz, OCHH), 4.46 (d, 1H, “Jocun.ocun = 15.0 Hz, OCHH), 4.09
(dd, 3H, *Ji, = 1.6 Hz, *J,3=3.3 Hz, 2 H-2, H-2"), 3.93 — 3.89 (m, 6H, 2 H-3, H-3", 2 H-
6a, H-6a"), 3.83 —3.77 (m, 5H, 2 H-6b, H-6b’, 2 OCHHCH,), 3.73 — 3.62 (m, 8H, 2 H-4,
H-4’, 2 H-5, H-5", 2 OCHHCH,), 3.57 — 3.53 (m, 4H, OCH,CH,), 2.86 (dd, 1H, *Ji.qn.
pa=5.5Hz, °J ipa wpp =153 Hz, H-Ba), 2.79 (dd, 1H, *Jiqmpp=7.6 Hz, *Jirpa 1
b = 15.4 Hz, H-Bb) ppm;

BC-NMR (150 MHz, D,0): § = 174.2 (2 CH,-NH-CO), 171.1 (C,-NH-CO) 101.4 (2 C-1),
101.3 (C-1°), 74.9, 74.6 (2 C-5, C-5), 72.2, 72.1 (2 C-3, C-3°), 71.7, 71.6 (2 C-2, C-2"),
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68.5, 68.3 (2 C-4, C-4"), 67.7 (2 OCH,CH»), 66.1 (OCH,CO), 62.6 (2 C-6, C-6"), 56.1 (C-
a), 46.6 (2 CH,CH,NH), 37.7 (C-B) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 787.74 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 786.27) und m/z = 803.64
[M+K]+—Ion (ber.: m/z = 802.24) fiir Summenformel CysH49N30,; (M = 763.28).

N’-{(a-D-Mannopyranosylthio)-acetamido}-N-[2-(e-D-mannopyranosyloxy)-ethyl]-/V'-

[2-(a-D-mannopyranosyloxy)-ethyl]-L-asparaginsaureamid (136)

Nach AAV 5 wurden 46 mg 93 (0.18 mmol, oH .
2Aq), 50mg 134 (0.09 mmol, 1Aq), O N
. OH oH
65mg HATU (0.17 mmol, 1.8Aq.) und o Sl %ﬂm
X HO 0O HN"O o
30uL  DIPEA  (0.17 mmol, 1.8 Aq.) LN NP
umgesetzt. Der Riickstand wurde zundchst 4 o

mittels MPLC (Wasser / Acetonitril, 1:1), im Weiteren dann per Sephadex LH-20 (Eluent:
Methanol) und abschlieBend mit Hilfe der priparativen HPLC gereinigt. Das Produkt

wurde als farbloses Lyophilisat erhalten.

HPLC: g = 14.6 min [A = Wasser, B = Acetonitril + 1% TFA, 20% B — 80% B, 100 min,
10 ml/min];

Ausbeute: 18 mg, 23 umol (25%);
Drehwert: [a]) =+ 108.9 (c = 0.5, MeOH);
IR: 3283, 2928, 1636, 1539, 1259, 1050, 750 cm™;

"H-NMR (600 MHz, D,0): 5 = 5.36 (bs, 1H, H-1°), 4.91 (d, 2H, *J;, = 1.6 Hz, H-1), 4.14
—4.11 (m, 2H, 2 H-2), 4.01 — 3.96 (m, 4H, H-2", H-5", 2 H-6a), 3.95 — 3.90 (m, 7H, 2 H-3,
2 H-6b, 2 OCHHCH,), 3.89 — 3.87 (m, 1H, H-0), 3.85 — 3.78 (m, 4 H, H-3’, H-4’, H-6a’,
H-6b"), 3.70 — 3.64 (m, 8 H, 2 H-4, 2 H-5, 2 OCHHCH,, SCH,), 3.56 — 3.50 (m, 2H, 2
OCH,CHH), 3.49 — 3.42 (m, 2H, 2 OCH,CHH), 2.88 — 2.82 (m, 1H, H-Ba), 2.78 — 2.69
(m, 1H, H-Bb) ppm;

BC.NMR (150 MHz, D;0): & = 173.2 (2 CH,-NH-CO), 172.3 (Co-NH-CO) 99.7 (2 C-1),
84.6 (C-17), 73.8, 72.9 (2 C-5, C-5"), 71.7 (C-2), 71.4, 71.2 (2 C-3, C-3"), 71.0 (C-2"),
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67.0, 66.9 (2 C-4, C-4’), 66.1 (2 OCH,CH»), 61.1, 60.8 (2 C-6, C-6"), 53.2 (C-a), 43.8 (2
CH,CH,NH), 37.9 (C-B), 32.2 (SCH,) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 802.96 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 802.25) und m/z = 818.92
[M+K]+—Ion (ber.: m/z = 818.22) fiir Summenformel CysH49N30,0S (M = 779.26).

N’-{[4-(a-D-Mannopyranosyloxy)-phenyl]-acetamido}-N-[2-(o-D-mannopyranosyloxy)
-ethyl]-N'-[2-(a-D-mannopyranosyloxy)-ethyl]-L-asparaginsiureamid (137)

Nach AAV 5 wurden 57 mg 94 (0.18 mmol, OoH
2Aq), 50mg 134 (0.09 mmol, 1 Aq), HOL N\ &
65mg HATU (0.17 mmol, 1.8 Aq.) und

OH ° OoH
o OH oH
30uL  DIPEA  (0.17mmol, 1.8Aq) yo~x1© mOO“H
HO

O HN™ O
umgesetzt. Der Riickstand wurde zunichst o\/\NJWNH/\/O
H
mittels MPLC (Wasser / Acetonitril, 1:1), im ©
Weiteren dann per Sephadex LH-20 (Eluent: Methanol) und abschlieBend mit Hilfe der

préaparativen HPLC gereinigt. Das Produkt wurde als farbloses Lyophilisat erhalten.

HPLC: g = 11.8 min [A = Wasser, B = Acetonitril + 1% TFA, 20% B — 80% B, 100 min,
10 ml/min];

Ausbeute: 19 mg, 22 umol (25%);
Drehwert: [a])) =+ 66.1 (c = 0.6, MeOH);

"H-NMR (600 MHz, H,0/D,0): & =7.13 (d, 2H, *°J = 8.7 Hz, Ar-H), 7.05 (d, 2H, *J = 8.7
Hz, Ar-H), 5.51 (d, 1H, *J;-» = 1.6 Hz, H-1°), 4.81 (d, 2H, *Ji5 = 1.6 Hz, H-1), 4.07 (dd,
1H, *Ji-2 = 1.6 Hz, *J» 3 = 3.3 Hz, H-2"), 3.95 (dd, 1H, *J» 3 = 3.3 Hz, *J3 4 = 8.8 Hz, H-
3%), 3.88 (dd, 2H, *J15 = 1.6 Hz, *J,5 = 3.3 Hz, H-2), 3.83 — 3.79 (3H, H-4’, 2 H-6a), 3.74
(dd, 1H, *J»3 = 3.3 Hz, *J34 = 9.0 Hz, H-3), 3.70 (s, 2H, CH,-Cy,), 3.69 — 3.67 (m, 1H, H-
6’a), 3.67 — 3.64 (m, 3H, H-6’b, 2 H-6b), 3.63 — 3.58 (m, 7H, 2 OCHHCH,, H-5", 2 H-5, 2
H-4), 3.59 — 3.56 (m, 2H, 2 OCHHCH,), 3.56 (bs, 1H, H-a), 3.52 — 3.44 (m, 6H,
OCH,CH:N, H-B) ppm;

BC-NMR (150 MHz, H,0/D,0): § = 174.2 (2 CH,-NH-CO), 172.5 (NH-CO-CHa), 156.8
(C-Ar), 130.8 (C-Ar), 125.9 (C-Ar), 117.3 (C-Ar), 99.8 (C-17), 98.1 (2 C-1), 73.3, 72.8 (2
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C-5,C-5),70.5,70.3 (2 C-3,C-3"), 69.9, 69.7 (2 C-2, C-2°), 66.7, 66.6 (2 C-4, C-4), 66.2
(2 OCH,CH,), 60.9, 60.7 (2 C-6, C-6’), 54.3 (C-a), 46.5 (2 CH,CH,NH), 41.9 (C-B), 38.9
(CH»-Car) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 862.78 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 862.30) fiir Summenformel
C34H53N3021 (M = 83931)

1,3-N,N-Di-[2-(2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-a-D-mannopyranosyloxy)-ethyl]-

trimesinsaurdiamid-5-methylester (140)

Nach einer abgednderten Version der

OAC OAc
AAV 4 wurden 650 mg 70 (1.56 mmol, Aco% ﬁom

) AcO 0 0 © OAc
33 Aq.), 100mg Trimesinsdure (138) O~y NSO

H H

(0.476 mmol, 1.0 Aq.), 211 mg HOBt
(1.56 mmol, 3.3 Aq.), 241uL DIC
(1.56 mmol, 3.3 Aq.) und 389 puL Tri-n-butylphosphin (1.56 mmol, 3.3 Aq.) umgesetzt.
Der Riickstand wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel (Laufmittel: Cyclohexan /
Essigester, 1:1 — Methanol) und in einem zweiten Reinigungsschritt an Kieselgel

(Laufmittel: Essigester, Methanol, 5:1) gereinigt. Das Produkt wurde als farbloser Lack

erhalten.

Ausbeute: 44 mg, 45 pumol (10%);
ReWert: 0.1(Cyclohexan / Essigester, 1:1);

Drehwert: [o]}) =+ 33.2 (c = 1.3, CH,Cl,);
IR: 2949, 1724, 1657, 1534, 1435, 1367, 1216, 1133, 1038, 742, 599 cm’';

"H-NMR (600 MHz, CDCL): & = 8.54 (d, 2H, *J = 1.7 Hz, H-Ar), 8.35 (d, 1H, /=17
Hz, H-Ar), 5.25 (dd, 2H, /o3 = 3.4 Hz, *J54 = 10.1 Hz, H-3), 5.18 — 5.17 (m, 4H, H-2, H-
4), 4.81 (d, 2H, *J1, = 1.7 Hz, H-1), 4.15 (dd, 2H, *Js 6, = 5.8 Hz, *Jeasp = 12.2 Hz, H-6a),
4.05 (dd, 2H, *Js g = 2.5 Hz, *Jgaeo = 12.2 Hz, H-6b), 3.93 (dt, 2H, *Jy5s = 2.4 Hz, *Js =
5.8 Hz, H-5), 3.88 (s, 3H, COOCHjs), 3.86 — 3.81 (m, 2H, OCHH), 3.69 — 3.61 (m, 6H,
OCHH, CH>N); 2.06, 1.99, 1.93, 1.92 (s, je 6H, OAc) ppm;

3C.NMR (150 MHz, CDCl): § = 170.6, 170.1, 170.1, 169.6 (COCHs), 166.3 (COOCH3),
166.0 (CO-NH), 135.1, 131.2, 131.1, 129.4 (C-Ar), 97.5 (C-1), 69.4 (C-2), 69.1 (C-5), 68.8
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(C-3), 66.9 (O-CH,), 66.1 (C-4), 62.5 (C-6), 52.5 (COOCH3), 39.9 (CH,-NH), 20.8, 20.7,
20.6, 20.5 (COCH3) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 993.52 [M+Na]"-Ion (ber.: m/z = 993.29) und m/z = 1009.50
[M+K]+—Ion (ber.: m/z=1009.27) fir Summenformel C4,Hs4N>O24 (M = 970.30).

9.3.3 Vorschriften fur die Synthese der Glykopeptide

9.3.3.1 Allgemeines Protokoll der Festphasenpeptidsynthese (SPPS)

Die SPPS wurde manuell in einem Glasreaktor bei Raumtemp. durchgefiihrt. Die
Durchmischung der Reaktionslosung wurde durch einen leichten Stickstoffstrom
gewihrleistet. Zuerst wurde das mit der Startaminosdure Fmoc-Alanin vorbeladene Wang-
Harz in den Reaktor vorgelegt und mind. 2 h in aminfreiem DMF quellen gelassen. Im

Weiteren wurden dann folgende Schritte vollzogen:

Entschiitzen: Das Harz wurde zweimal 20 min mit 3 mL Entschiitzungslésung (20%

Piperidin in DMF) behandelt.

Waschen: Der Waschvorgang wurde nach jedem Entschiitzungs-, Kupplungs- oder
Acetyllierungsschritt durchgefiihrt. Das Harz wurde je 1 min mit 5 mL DMF

gewaschen.

Kupplung von Aminosiuren: Es wurden 4 Aq. der Fmoc-geschiitzten Aminosiure,
3.6 Aq. HBTU und 4 Aq. HOBt in 3 mL aminfreiem DMF geldst und fiir 5 min
geschiittelt. Dann wurden zu dieser Mischung 4 Aq. DIPEA zugeben, fiir
weitere 2 min geschiittelt und die Reaktionslosung zum Harz gegeben. Nach 4 h

bzw. nach Reaktion iiber Nacht wurde abgesaugt.

Kupplung von Glykoaminosiuren und Diaminopropionsiure (Dpr): Es wurden 2 Aq.
der Fmoc-geschiitzten Glykoaminosidure bzw. der Dpr und 2 Aq. HATU in
3 mL aminfreiem DMF gelost und fiir 5 min geschiittelt. Dann wurden zu dieser
Mischung 2 Aq. DIPEA zugeben, fiir weitere 2 min geschiittelt und die
Reaktionslosung zum Harz gegeben. Nach Reaktion iiber Nacht wurde

abgesaugt.
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Acetyllierung: Nach jedem Kupplungsschritt wurden die nicht umgesetzten
Aminogruppen mittels einer Losung aus 280 pL (1.60 mmol, 9-18 Aq.) DIPEA,
160 uL (1.60 mmol, 9-18 Aq.) Ac,0 in 3 mL DMF fiir 60 min und ein zweites
mal fiir 30 min acetyliert.

Nach der Kupplung der N-terminalen Aminosdure wurde zundchst Fmoc-
Entschiitzt und dann acetyliert.

Abspaltung vom Harz: Das Harz wurde zweimal fiir jeweils 8§ min mit 4 mL
Abspaltlosung (TFA / Dichlormethan, 1:1) versetzt. Das Harz wurde danach
noch mehrmals mit Dichlormethan und Ethnaol gewaschen, die Phasen
vereinigt und die fliichtigen Bestandteile in vacuo entfernt. Die Peptide wurden
in Wasser suspendiert und lyophilisiert. Zur Entfernung von TFA wurde der
Riickstand in ca. 5 mL 0.1 M Salzsdure aufgenommen und erneut lyophilisiert.
AnschlieBend wurde das Peptid weiter umgesetzt bzw. das Glykopeptid per
HPLC aufgereinigt.

9.3.3.2 Einzelvorschriften fur die Synthese der Peptide und
Glykopeptide

N-Acetyl-L-alanyl-L-lysyl-glycyl-L-lysyl-L-alanin (154)
(Ac-Ala-Lys-Gly-Lys-Ala-OH)

In den Festphasenreaktor wurden 220 mg (176 umol, o e ho©

) ' A A A B o
1 Aq.) Fmoc-Ala-Wang-Harz eingewogen. Nach dem Holo: Hﬁo( o
allgemeinen  Protokoll fiir die SPPS  wurden \ K
nacheinander 330 mg (0.704 mmol, 4 Aq.) Fmoc- N N
Lysin(Boc)-OH, 210 mg (0.706 mmol, 4 Aq.) Fmoc-Glycin-OH, 330 mg (0.704 mmol,
4 Aq.) Fmoc-Lysin(Boc)-OH und 220mg (0.707 mmol, 4 Aq.) Fmoc-Alanin-OH

umgesetzt und abgespalten.
Ausbeute: 83 mg, 0.16 mmol (91%);

"H-NMR (600 MHz, DMSO-dg): & = 8.30 — 8.26 (m, 1H, NH), 8.15 — 8.09 (m, 1H, NH),
8.06 — 8.02 (m, 1H, NH), 7.96 — 7.92 (m, 1H, NH), 431 -4.14 (m, 4H, H-0(1ys. Al), 3.72
(me, 2H, H-aa1y), 2.78 — 2.70 (m, 4H, H-¢), 1.84 (s, 3H, NHAc), 1.72 — 1.61 (m, 2H, H-
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Barys), 1.58 — 1.47 (m, 6H, H-Bbys, H-8), 1.36 — 1.29 (m, 4H, H-y), 127 (d, 3H, V.
a(Ala)H-p(Ala) = 7.4 Hz, H-Bala)), 1.18 (d, 3H, 3JH-a(Ala),H-B(Ala) = 7.4 Hz, H-B(a1a)) ppm;

BC-NMR (150 MHz, DMSO-dg): § = 174.0 - 168.5 (COOH, 4 CONH, COCH3), 52.4 —
47.5 (4 C-0Lys, am), 42.0 (C-0cly), 38.6 (2 C-€), 30.8 (2 C-Brys), 26.5 (2 C- 3), 22.5
(COCH3), 22.0 (2 C- ), 17.9, 17.0 (C-B(aw) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 516.96 [M+H]-Ion (ber.: m/z = 516.31) und m/z = 538.92
[M+Na] -Ion (ber.: m/z = 538.29) fiir Summenformel C»;H4N;0; (M = 515.30).

N-Acetyl-L-alanyl-L-diaminopropionyl-glycyl-L-diaminopropionyl-L-alanin (155)
(Ac-Ala-Dpr-Gly-Dpr-Ala-OH)

In den Festphasenreaktor wurden 220 mg (176 umol, L, o L o

1 Aq.) Fmoc-Ala-Wang-Harz eingewogen. Nach dem )LNJWOTN%;N%N%;HJWOTOH
allgemeinen Protokoll fiir die SPPS wurden ’ ’
nacheinander 150 mg (0.351 mmol, 2 Aq.) Fmoc-DAP(Boc)-OH, 210 mg (0.706 mmol,
4 Aq.) Fmoc-Gly-OH, 150 mg (0.351 mmol, 2 Aq.) Fmoc-DAP(Boc)-OH und 220 mg
(0.707 mmol, 4 Aq.) Fmoc-Alanin-OH umgesetzt und abgespalten.

Ausbeute: 62 mg, 0.143 mmol (82%);

"H-NMR (600 MHz, D,0): § = 4.80 (m, 2H, CHCH, unter Wasserpeak), 4.40 (q, 1H, *Ji.
wip = 7.2 Hz, H-0(A1)), 4.26 (q, 1H, *Jirqp.p = 7.2 Hz, H-01)), 4.02 (s, 2H, H-0(G1y)), 3.51
(m., 2H, CHCHH), 3.34 — 3.26 (m, 2H, CHCHH), 2.02 (s, 3H, NHAc), 1.42 (d, 3H, *Ju.
a(Ala),H-p(Ala) = 7.3 Hz, H-B(a1a)), 1.39 (d, 3H, 3JH-a(Ala),H-[3(Ala) = 7.3 Hz, H-B(a1a)) ppm;

BC-NMR (150 MHz, D,0): 5 = 178.1 - 166.8 (COOH, 4 CONH, COCH3), 52.4 (2 C-
CHCH),) 52.0, 50.4 (2 C-tal), 44.1 (C-a(Giy)), 41.8 (2 C-CH,), 23.4 (COCH3), 18.0 (C-
B(a) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 432.22 [M+H]"-Ion (ber.: m/z = 432.22) und m/z = 454.21
[M-+Na] -Ion (ber.: m/z = 454.20) fiir Summenformel C;sHxN;0; (M = 431.21).
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N-Acetyl-L-alanyl-L-lysyl-glycyl-L-lysyl-glycyl-L-lysyl-L-alanin (156)
(Ac-Ala-Lys-Gly-Lys-Gly-Lys-Ala-OH)

In den Festphasenreaktor wurden 220 mg

NH, NH, NH,
(176 umol, 1Aq.) Fmoc-Ala-Wang-Harz
eingewogen. Nach dem allgemeinen Yniu Hﬂﬁ ﬁju HﬂOH
Protokoll fiir die SPPS wurden nacheinander © - S o o -

330 mg (0.704 mmol, 4 Aq.) Fmoc-Lysin(Boc)-OH, 210 mg (0.706 mmol, 4 Aq.) Fmoc-
Glycin-OH, 330 mg (0.704 mmol, 4 Aq.) Fmoc-Lysin(Boc)-OH, 210 mg (0.706 mmol,
4 Aq.) Fmoc-Glycin-OH, 330 mg (0.704 mmol, 4 Aq.) Fmoc-Lysin(Boc)-OH und 220 mg

(0.707 mmol, 4 Aq.) Fmoc-Alanin-OH umgesetzt und abgespalten.
Ausbeute: 92 mg, 0.131 mmol (74%);

"H-NMR (600 MHz, D,0): 5 = 4.34 -4.23 (m, 3H, H-0(1ys, A1), 4.23 4.11 (m, 2H, H-01 s,
Aln)> 4.00 - 3.86 (m, 4H, H-aqiy), 2.97 — 2..90 (m, 6H, H-g), 1.97 (s, 3H, NHAc), 1.81 —
1.68 (m, 4H, H-agys)), 1.68 — 1.59 (m, 8H, H-Bb ), H-8), 1.46 — 1.39 (m, 6H, H-y), 1.38
(d, 3H, *Jiaat mpat = 7.3 Hz, H-Baw), 1.34 (d, 3H, *Jiaam) mpal = 7.2 Hz, H-B(al)
ppm;

BC-NMR (150 MHz, D,0): 5 = 178.2 - 172.8 (COOH, 4 CONH, COCH3), 55.6, 55.2,
51.3, 50.5 (5 C-0(Lys, Al 43.0 (C-0Giy)), 41.2 (3 C-£), 32.3 (2 C-Biys), 28.2 (2 C- §), 24.0
(COCH3), 23.6 (2 C-y), 18.0, 17.8 (C-B(a1a) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 702.08 [M+H] -Ion (ber.: m/z = 701.43) und m/z = 724.05
[M+Na] -Ion (ber.: m/z ="723.41) fiir Summenformel C3)HscN 10Oy (M = 700.42).
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N-Acetyl-L-lysyl-L-lysyl-glycyl-L-alanyl-L-alanin (157)
(Ac-Lys-Lys-Gly-Ala-Ala-OH)

In den Festphasenreaktor wurden 220 mg (176 umol, NH,

1 Aq.) Fmoc-Ala-Wang-Harz eingewogen. Nach dem

allgemeinen  Protokoll fiir die SPPS wurden W“ﬂ” HJO&NJW/HJOKOH
nacheinander 220 mg (0.707 mmol, 4 Aq.) Fmoc- © \ © °
Alanin-OH, 220mg (0.707 mmol, 4 Aq.) Fmoc- NH,

Alanin-OH, 210 mg (0.706 mmol, 4 Aq.) Fmoc-Gly-OH, 330 mg (0.704 mmol, 4 Aq.)
Fmoc-Lysin(Boc)-OH und 330 mg (0.704 mmol, 4 Aq.) Fmoc-Lysin(Boc)-OH umgesetzt
und abgespalten.

Ausbeute: 81 mg, 0.157 mmol (89%);

'"H-NMR (600 MHz, DMSO-dg): 6 = 8.31 —8.26 (m, 1H, NH), 8.17 — 8.10 (m, 1H, NH),
8.07 — 8.02 (m, 1H, NH), 7.95 — 7.90 (m, 1H, NH), 4.29 -4.15 (m, 4H, H-0(tys. aw), 3.72
(e, 2H, H-tiry), 2.77 — 2..69 (m, 4H, H-g), 1.84 (s, 3H, NHAc), 1.72 — 1.61 (m, 2H, H-
Baiys), 1.57 — 1.48 (m, 6H, H-Bbyys, H-5), 138 — 1.29 (m, 4H, Hy), 1.27 (d, 3H, i
a(Ala),H-p(Ala) = 7.2 Hz, H-B(a1a)), 1.19 (d, 3H, 3JH-a(Ala),H-[3(Ala) = 7.0 Hz, H-B(a1a)) ppm;

BC-NMR (150 MHz, DMSO-dg): 8 = 174.0 - 168.5 (COOH, 4 CONH, COCHj3), 52.5,
52.4,47.7,47.5 (4 C-0Lys, Ala), 42.1 (C-0yGly)), 38.6 (2 C-¢), 31.0 (2 C-Brys)), 26.5 (2 C-9),
22.5 (COCH3), 22.1 (2 C-1v), 17.9, 17.0 (C-B(ala)) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 517.07 [M+H] -Ion (ber.: m/z = 516.31) und m/z = 539.05
[M+Na]+-Ion (ber.: m/z =538.29) fiir Summenformel C;H4;N;0O7 (M = 515.30).
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N-Acetyl-L-alanyl-NV°-{(a-D-mannopyranosyloxy)-acetamido}-L-lysyl-glycyl-N°-{(a-D-
mannopyranosyloxy)-acetamido}-L-lysyl-L-alanin (158)

(Ac-Ala-Lys(Me-a-Man)-Gly-Lys(Me-o-Man)-Ala-OH)

Nach AAV 5 wurden 125 mg 92 (0.525 mmol,

OH OH
OH OH
6 Aq.), 179 mg HATU (0.470 mmol, 5.4 Aq.), Hommm
O O

89 uL DIPEA (0.510 mmol, 6 Aq.) und 45 mg

154 (87 umol, 1 Aq.) umgesetzt. Der Riickstand O;LNH OJ\NH

wurde zundchst mittels MPLC (Wasser / o o o
H H H

Acetonitril, 1:1), im Weiteren dann per }(NJkN NJkH N%OH
(0] = (6] (0] =

Sephadex LH-20 (Eluent: Methanol) und
abschlieBBend mit Hilfe der praparativen HPLC gereinigt. Das Produkt wurde als farbloses
Lyophilisat erhalten.

HPLC: g = 10.6 min [A = Wasser, B = Acetonitril + 1% TFA, 20% B — 80% B, 100 min,

10 ml/min];

Ausbeute: 13 mg, 13 umol (15%);
Drehwert: [a])) = +6.3 (c = 0.4, MeOH);

"H-NMR (600 MHz, D,O/H,0): & = 4.94 (d, 2H, *J;, = 1.7 Hz, H-1), 4.43 -4.31 (m, 4H,
H-0ys, Al)» 4.26 (d, 2H, *Jocumocuu = 15.1 Hz, OCHH), 4.15 (d, 2H, *Jocum.ocuu = 15.1
Hz, OCHH), 4.10 (dd, 2H, *Ji, = 1.7 Hz, *J»3 = 3.4 Hz, H-2), 3.99 (bs, 2H, H-a(G1y)), 3.94
—3.90 (m, 4H, H-3, H-6a), 3.81 (dd, 2H, *Js& = 5.9 Hz, *Jeueo = 12.2 Hz, H-6b), 3.72
(dd~t, 2H, *J = 9.8 Hz, H-4), 3.68 — 3.64 (m, 2H, H-5), 3.30 (dd~t, 4H, °J = 6.7 Hz, H-¢),
2.07 (s, 3H, NHAc), 1.93 — 1.85 (m, 2H, H-Baqys)), 1.84 — 1.75 (m, 2H, H-Bbrys), 1.64 —
1.57 (m, 4H, H-5), 1.49 — 1.43 (m, 7H, H-y, H-B(a10), 1.42 (d, 3H, *Jir.a(ata)mpeals = 7.2 Hz,
H-Bar) ppm;

BC-NMR (150 MHz, D,0/H,0): § = 174.9, 174.1, 173.6, 173.0, 170.9, 170.5 (5 CONH,
COCH3) 99.5 (2 C-1), 72.7 (2 C-5), 69.9 (2 C-3), 69.2 (2 C-2), 66.1 (2 C-4), 65.4 (OCH,),
60.3 (2 C-6), 53.9, 53.3, 53.1, 52.9 (4 C-ays. A1), 41.9 (C-aary), 38.2 (2 C-¢), 30.2 (2 C-
BiLys), 29.8 (2 C- §), 21.8 (2 C-y), 21.7 (COCH3), 16.0 (C-B(aw) Ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 978.95 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 978.41) und m/z = 994.97
[M+K]"-Ion (ber.: m/z = 994.38) fiir Summenformel C3gHgsN,O02; (M = 955.42).
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N-Acetyl-L-alanyl-N°-{[4-(a-D-mannopyranosyloxy)-phenyl]-acetamido}-L-lysyl-
glycyl-V*-{[4-(a-D-mannopyranosyloxy)-phenyl]-acetamido}-L-lysyl-L-alanin (159)
(Ac-Ala-Lys(Ph-a-Man)-Gly-Lys(Ph-a-Man)-Ala-OH)

Nach AAV 5 wurden 164mg 94

(0.522mmol, 6Aq), 179mg HATU & %A
(0.470 mmol, 5.4 Aq.), 89uL DIPEA
(0.510 mmol, 6Aq.) und 45mg 154 \©l \©j\
(87 umol, 1Aq.) umgesetzt.  Der
Riickstand wurde zundchst mittels MPLC 0
. . . \)LN OH
(Wasser / Acetonitril, 1:1), im Weiteren H

dann per Sephadex LH-20 (Eluent: Methanol) und abschheBend mit Hllfe der praparatlven
HPLC gereinigt. Das Produkt wurde als farbloses Lyophilisat erhalten.

HPLC: tg = 11.3 min [A = Wasser, B = Acetonitril + 1% TFA, 20% B — 80% B, 100 min,

10 ml/min];

Ausbeute: 16 mg, 14 umol (16%);
Drehwert: [a]) =+ 14.0 (c = 0.5, MeOH);

'H-NMR (600 MHz, D,0/H;0): 5 = 8.40 — 8.36 (m, 1H, NH), 8.35 — 8.28 (m, 2H, NH),
8.26 — 8.22 (m, 2H, NH), 8.02 — 7.93 (m, 2H, NH), 7.32 — 7.24 (m, 4H, H-Ar), 7.18 — 7.11
(m, 4H, H-Ar), 5.60 (bs, 2H, H-1), 4.34 -4.24 (m, 4H, H-01s. A1), 4.20 — 4.16 (m, 2H, H-
2), 4.07 — 4.04 (m, 2H, H-3), 3.93 (me, 2H, H-oa1y), 3.81 — 3.70 (m, 8H, H-4, H-5, H-6),
3.52 (s, 4H, CH,Cay), 3.17 (me, 4H, H-g), 2.01 (s, 3H, NHAc), 1.84 — 1.76 (m, 2H, H-
Bacys), 1.75 — 1.66 (m, 2H, H-Bbys), 1.54 — 1.46 (m, 4H, H-3), 1.41 — 1.37 (m, 4H, H-y),
1.35 (d, 6H, *Ju.a(ata)ipiata) = 7.2 Hz, H-Bara) ppm;

BC-NMR (150 MHz, D,0/H,0): § = 178.9 (COOH), 177.1, 176.3, 175.8 (5 CONH,
COCHj3) 156.2, 132.0, 130.5, 119.0 (12 C-Ar), 99.9 (2 C-1), 75.1 (2 C-5), 72.2 (2 C-3),
71.7 (2 C-2), 68.4 (2 C-4), 62.5 (2 C-6), 55.7, 51.5 (4 C-0yrys, Al 44.3 (C-0Gly)), 43.4 (2
CH,-C-Ar), 40.9 (2 C-g), 32.0 (2 C-Brys), 29.5 (2 C- 8), 23.9 (2 C- v), 23.4 (COCH3),
18.3, 18.0 (C-B(ala) ppm;

MALDI-ToF-MS: 1130.70 [M+Na]-lIon (ber.: m/z = 1130.47) fiir Summenformel
C50H73N7021 (M = 110748)
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N-Acetyl-L-alanyl-N°-{(a-D-mannopyranosylthio)-acetamido}-L-lysyl-glycyl-N°-{(a-D-
mannopyranosylthio)-acetamido}-L-lysyl-L-alanin (160)
(Ac-Ala-Lys(S-Me-0-Man)-Gly-Lys(S-Me-a-Man)-Ala-OH)

Nach AAV 5 wurden 104 mg 93 (0.409 mmol,

OH OH
OH OH
. . e} _0
6 Aq.), 139 mg HATU (0.365 mmol, 5.4 Aq.), HO&HO&
S S

70 uL DIPEA (0.400 mmol, 6 Aq.) und 35 mg

154 (67 pmol, 1 Aq.) umgesetzt. Der Riickstand o o

wurde zundchst mittels MPLC (Wasser / o o o
H H H

Acetonitril, 1:1), im Weiteren dann per YNQk” Nﬁm NEJkOH
o = o] o =

Sephadex LH-20 (Eluent: Methanol) und
abschlieBBend mit Hilfe der praparativen HPLC gereinigt. Das Produkt wurde als farbloses
Lyophilisat erhalten.

HPLC: g = 10.1 min [A = Wasser, B = Acetonitril + 1% TFA, 20% B — 80% B, 100 min,

10 ml/min];

Ausbeute: 17 mg, 17 pmol (25%);

Drehwert: [a]}) =+ 99.5 (c = 0.6, MeOH);

"H-NMR (600 MHz, D,0/H,0): & = 8.41 — 8.32 (m, 2H, NH), 8.31 — 8.20 (m, 3H, NH),
8.09 — 8.04 (m, 1H, NH), 5.30 (bs, 2H, H-1), 4.38 -4.27 (m, 4H, H-0(ys, A1), 4.08 (m., 2H,
H-2), 3.98 — 3.92 (m, 4H, H-5, H-0(G1y)), 3.87 — 3.83 (m, 2H, H-6a), 3.83 — 3.78 (m, 4H, H-
3, H-6b), 3.75 — 3.71 (m, 2H, H-4), 3.42 (d, 2H, “Jscun. scrm = 14.9 Hz, SCHH), 3.33 (d,
2H, Jscun, scrm = 14.9 Hz, SCHH), 3.26 — 3.20 (m, 4H, H-¢), 2.04 (s, 3H, NHAc), 1.89 —
1.81 (m, 2H, H-agys), 1.80 — 1.71 (m, 2H, H-Bbeys), 1.60 — 1.53 (m, 4H, H-5), 1.45 —
1.40 (m, 7H, H-y, H-Bam), 1.38 (d, 3H, *Jit.oata) it = 7.0 Hz, H-Ba) ppm;

3C.NMR (150 MHz, D,0/H,0): & = 176.8 - 173.0 (7 CONH, COCH;), 86.7 (2 C-1),
75.1 (2 C-5), 73.1, 72.9 (2 C-2, 2 C-3), 68.7 (2 C-4), 62.5 (2 C-6), 55.6, 51.6 (4 C-aqLys,
Alw), 44.2 (C-0(Gry), 41.3 (2 C-¢), 35.6 (SCH,), 32.0 (2 C-Biiys), 29.4 (2 C- §), 23.8 (2 C-
Y), 23.4 (COCHj), 18.3 (C-B(a1a)) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 1010.96 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 1010.36) und m/z = 1026.92
[M+K]+-Ion (ber.: m/z =1026.34) fir Summenformel C33HgsN7019S, (M = 987.37).
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N-Acetyl-L-alanyl-NB-{(a-D-mannopyranosyloxy)-acetamido}-L-diaminopropiony]-
glycyl-NB-{(a-D-mannopyranosyloxy)-acetamido}-L—diaminopropionyl-L-alanin (161)
(Ac-Ala-Dpr(a-Man)-Gly-Dpr(a-Man)-Ala-OH)

Nach AAV 5 wurden 98 mg 92 ("0.41 mmol, 6 Aq.), )CLN%(HJCLNWHJOLN%(OH
141 mg HATU (0.370 mmol, 5.4 Aq.), 70 uL DIPEA H 3§ E\NHH o E\NHH o
(0.41 mmol, 6 Aq.) und 30 mg 155 (69 pmol, 1 Aq.) (’go o
umgesetzt. Der Riickstand wurde zundchst mittels L OH 1 oH
MPLC (Wasser / Acetonitril, 1:1), im Weiteren dann mOH%OH © on o .

per Sephadex LH-20 (Eluent: Methanol) und abschlieBend mit Hilfe der prédparativen
HPLC gereinigt. Das Produkt wurde als farbloses Lyophilisat erhalten.

HPLC: g = 9.3 min [A = Wasser, B = Acetonitril + 1% TFA, 20% B — 80% B, 100 min,

10 ml/min];

Ausbeute: 13 mg, 14 pmol (21%);

Drehwert: [a]zDO =+24.5 (¢ =0.6, MeOH);

"H-NMR (600 MHz, D,0/H,0): § = 8.44 — 8.32 (m, 3H, NH), 8.28 — 8.26 (m, 1H, NH),
8.17 — 8.12 (m, 1H, NH), 8.05 — 7.96 (m, 2H, NH), 4.80 (d, 2H, °J1, = 1.5 Hz, H-1), 4.46 —
4.40 (m, 2H, CHCH,), 4.27 -4.25 (m, 2H, H-0a1), 4.13 — 4.11 (m, 2H, OCHH), 3.98 —
3.96 (m, 2H, OCHH), 3.80 (dd, 2H, *J5 6, = 2.2 Hz, “Jsa6o = 12.3 Hz, H-6a), 3.66 — 3.62 (m,
2H, H-6b), 3.62 — 3.52 (m, 8H, H-2, H-4, H-5, H-aG1y)), 3.45 (dd, 2H, *J,3=3.9 Hz, /34 =
9.7 Hz, H-3), 3.07 (m,, 4H, CHCH,), 1.92 (s, 3H, NHAc), 1.30 (t, 3H, °J = 7.2 Hz, H-
Bealn)s 1.22 (d, 3H, *Jisqpip = 7.2 Hz, H-B(a1) ppm;

BC-NMR (150 MHz, D,O/H,0): & = 174.4, 174.2, 172.5, 172.3, 171.9, 171.2 (6 CONH,
COCHj3) 101.1 (2 C-1), 73.2 (2 C-5), 72.5 (2 C-2), 71.3 (2 C-3), 68.3 (OCH)) 66.6 (2 C-4),
60.9 (2 C-6), 52.5 (CHCH,) 50.0, 49.0 (2 C-0ai), 46.6 (CHCH,) 39.9 (C-aGuy)), 21.8
(COCH3), 16.5, 16.3 (C-B(al) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 894.91 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 894.31) und m/z = 910.90
[M+K]+—Ion (ber.: m/z=910.29) fiir Summenformel C3,Hs3N70,; (M = 871.32).
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N-Acetyl-L-alanyl-NB-{[4-(a-D-mann0pyranosyloxy)-phenyl]-acetamido}-L-
diaminopropionyl-glycyl-NV-{[4-(a-D-mannopyranosyloxy)-phenyl]-acetamido}-L-
diaminopropionyl-L-alanin (162)
(Ac-Ala-Dpr(Ph-a-Man)-Gly-Dpr(Ph-a-Man)-Ala-OH)

Nach AAV 5 wurden 130 mg 94 (0.413 mmol, 4O 4 O
6 Aq), 141mg HATU (0.370 mmol, 5.4 Aq.), Auj\ﬁ”ﬁu“m”¢uj\m°”

.. © S % Sw °©
70 uL. DIPEA (0.41 mmol, 6 Aqg.) und 30 mg 155 o o
(69 pmol, 1 Aq.) umgesetzt. Der Riickstand wurde
zundchst mittels MPLC (Wasser / Acetonitril, 1:1), ) 5

im Weiteren dann per Sephadex LH-20 (Eluent: WOHWOH
(o) o~
OH OH

Methanol) und abschlieBend mit Hilfe der OH OH
praparativen HPLC gereinigt. Das Produkt wurde als farbloses Lyophilisat erhalten.

HPLC: tg = 12.1 min [A = Wasser, B = Acetonitril + 1% TFA, 20% B — 80% B, 100 min,

10 ml/min];

Ausbeute: 23 mg, 22 pmol (32%);
Drehwert: [a])) =+ 11.8 (c = 0.5, MeOH);

"H-NMR (600 MHz, D,0/H,0): 5 = 8.36 — 8.12 (m, 3H, NH), 8.06 — 7.98 (m, 1H, NH),
7.92 —7.79 (m, 3H, NH), 7.14 (d, 4H, °J = 8.7 Hz, H-Ar), 7.00 (d, 4H, *J = 8.7 Hz, H-Ar),
5.48 (bs, 2H, H-1), 4.40 — 4.31 (m, 2H, H-0al»), 4.16 — 3.88 (m, 6H, CHCH,, H-2, H-3),
3.74 — 3.69 (m, 4H, CH,-Ar), 3.67 — 3.57 (m, 8H, H-4, H-5, H-6a, H-6b), 3.55 (bs, 2H, H-
aGly), 3.43 — 3.31 (m, 4H, CHCH,), 1.83 (s, 3H, NHAc), 1.24 — 1.13 (m, 6H, H-B (A1)
ppm;

BC-NMR (150 MHz, D,0/H,0): 5 = 173.5, 173.3, 171.8, 171.5, 171.0, 170.9 (6 CONH,
COCH;) 154.4, 130.7, 130.5, 117.3 (12 C-Ar), 98.2 (2 C-1), 73.3 (2 C-5), 70.5 (2 C-2),
70.0 (2 C-3), 66.7 (2 C-4), 60.7 (2 C-6), 54.4 (2 C-0aw), 50.1 (2 CHCH,), 42.6 (2
CHCH,), 40.1 (2 CHa-Ar), 39.9 (C-0(aiy), 21.7 (COCH3), 16.3, 16.2 (C-B(aw) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 1046.22 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 1046.38) und m/z = 1062.20
[M+K]+-Ion (ber.: m/z =1062.35) fir Summenformel C44HgN;O,; (M = 1023.39).
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N-Acetyl-L-alanyl-N°-{[4-(a-D-mannopyranosyloxy)-phenyl]-acetamido}-L-lysyl-
glycyl-N°-{[4-(a-D-mannopyranosyloxy)-phenyl]-acetamido}-L-lysyl-glycyl-/V-{[4-(o-
D-mannopyranosyloxy)-phenyl]-acetamido}-L-lysyl-L-alanin (163)
(Ac-Ala-Lys(Ph-a-Man)-Gly-Lys(Ph-a-Man)-Gly-Lys(Ph-a-Man)-Ala-OH)

Nach AAV 5§ wurden 134 mg OH OH OH
" 2 79 79
94 (0426 mmol, 10 Aq.), "% HO 9 HO o
148 mg HATU (0.389 mmol, ° ° °
9 Aq.), 73 uL DIPEA
. 07 NH 07 NH 07 NH
(0.42 mmol, 10 Aqg.) und 30 mg
156 (42 pmol, 1 Aq.) o o 0 o
WHQKN HQ&N HQ&N HQ&OH
umgesetzt. Der  Riickstand 6 oH g H § Ho Lo

wurde zundchst mittels MPLC (Wasser / Acetonitril, 1:1), im Weiteren dann per Sephadex
LH-20 (Eluent: Methanol) und abschlieBend mit Hilfe der praparativen HPLC gereinigt.
Das Produkt wurde als farbloses Lyophilisat erhalten.

HPLC: g = 11.6 min [A = Wasser, B = Acetonitril + 1% TFA, 20% B — 80% B, 100 min,

10 ml/min];

Ausbeute: 17 mg, 10 pmol (25%);
Drehwert: [a]f)o =+ 5.5 (c=0.4, MeOH);

"H-NMR (600 MHz, D,0/H,0): § = 8.47 — 8.42 (m, 1H, NH), 8.36 — 8.26 (m, 2H, NH),
8.25 — 8.20 (m, 1H, NH), 8.12 — 8.02 (m, 1H, NH), 7.99 — 7.89 (m, 3H, NH), 7.24 (d, 6H,
3J = 8.4 Hz, H-Ar), 7.11 (d, 6H, °J = 8.4 Hz, H-Ar), 5.58 (bs, 3H, H-1), 4.32 -4.20 (m, 5H,
H-0Lys, al), 4.16 (dd, 3H, °J1, = 1.7 Hz, *J»3 = 3.3 Hz, H-2), 4.04 (dd, 3H, °J,5 = 3.4 Hz,
>J34 = 9.3 Hz, H-3), 3.91 (m,, 4H, H-0G1y)), 3.77 (dd~t, 3H, °J = 9.4 Hz, H-4), 3.76 — 3.67
(m, 9H, H-5, H-6a, H-6b), 3.51 (s, 6H, CH,Ca,), 3.19 — 3.12 (m, 6H, H-¢), 2.00 (s, 3H,
NHAc), 1.84 — 1.75 (m, 3H, H-Bayy), 1.74 — 1.64 (m, 3H, H-Pbys), 1.47 (m,, 6H, H-3),
1.41 —1.36 (m, 6H, H-y), 1.34 (d, 6H, 3JH_a(Ala),H—B(Ala) = 7.1 Hz, H-B(a1a)) ppm;

BC.NMR (150 MHz, D,0/H,0): § = 177.1, 176.3, 175.8, 175.1, 173.1 (9 CONH,
COCH3) 156.2, 1323, 131.3, 119.0 (18 C-Ar), 99.9 (3 C-1), 75.1 (3 C-5), 72.3 (3 C-3),
71.7 (3 C-2), 68.4 (3 C-4), 62.5 (3 C-6), 55.7, 51.5 (5 C-t(Lys. Al), 44.3 (2 C-0cy)), 43.4 (3
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CH,-C-Ar), 40.9 (3 C-¢), 32.1 (3 C-Brys)), 29.5 (3 C-9), 23.9 (3 C- ), 23.4 (COCH3),
18.3, 18.1 (C-B(ata) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 1611.91 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 1611.68) und m/z = 1627.87
[M+Na]+—lon (ber.: m/z=1627.65) fir Summenformel C7,H;¢4N10O39 (M = 1588.69).

N-Acetyl- N°-{[4-(a-D-mannopyranosyloxy)-phenyl]-acetamido}-L-lysyl-/V*-{[4-(a-D-
mannopyranosyloxy)-phenyl]-acetamido}-L-lysyl-glycyl-L-alanyl-L-alanin (164)
(Ac-Lys(Ph-a-Man)-Lys(Ph-a-Man)-Gly-Ala-Ala-OH)

Nach AAV 5 wurden 164mg 94

OH
(0.522mmol, 6Aq.), 179mg HATU HO Y %
(0470 mmol, 5.4 Aq.), 89uL DIPEA o)
(0.510 mmol, 6Aq.) und 45mg 157 /g@/
(87 umol, 1 Aq.) umgesetzt. Der Riickstand o
wurde zundchst mittels MPLC (Wasser / L o L0 L o
Acetonitril, 1:1), im Weiteren dann per TN%H ONJkHJﬁo(NJKOH
Sephadex LH-20 (Eluent: Methanol) und \
abschlieBend mit Hilfe der préiparativen Oy NH
HPLC gereinigt. Das Produkt wurde als /@j
farbloses Lyophilisat erhalten. o2 °

HO

OI?H

HPLC: g = 12.6 min [A = Wasser, B = Acetonitril + 1% TFA, 20% B — 80% B, 100 min,

10 ml/min];

Ausbeute: 23 mg, 20 pmol (24%);

Drehwert: [a]i)o =+16.5 (c=0.5, MeOH);

"H-NMR (600 MHz, D,0): 5 = 8.57 — 8.54 (m, 2H, NH), 8.41 — 8.37 (m, 1H, NH), 8.28 —
8.24 (m, 2H, NH), 8.02 — 7.94 (m, 1H, NH), 7.25 (d, 4H, *°J = 8.5 Hz, H-Ar), 7.11 (d, 4H,
3] = 8.5 Hz, H-Ar), 5.59 (bs, 2H, H-1), 4.39 -4.25 (m, 4H, H-0(1ys, A1), 4.19 — 4.16 (m, 2H,
H-2), 4.06 (dd, 2H, *J,3 = 3.1 Hz, J54 = 8.9 Hz, H-3), 3.82 — 3.71 (m, 8H, H-4, H-5, H-6),
3.70 — 3.65 (m, 2H, H-aGyy)), 3.54 (s, 4H, CH,-C-Ar), 3.16, 3.00 (bs, 4H, H-g), 2.02 (s, 3H,
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NHAc), 1.92 — 1.85 (m, 2H, H-Bays)), 1.78 — 1.72 (m, 2H, H-Bb(1ys)), 1.70 — 1.62 (m, 4H,
H-6), 1.49 — 1.43 (m, 7H, H-y, H-B(a1)), 1.42 (m, 3H, H-B(a1a)) ppm;

BC-NMR (150 MHz, D,0/H,0): § = 179.9 (COOH), 176.0, 175.8, 175.5, 174.2, 173.4 (5
CONH, COCHj;) 154.4, 130.4, 128.1, 117.2 (12 C-Ar), 99.3 (2 C-1), 73.3 (2 C-5), 70.5 (2
C-3), 70.0 (2 C-2), 66.7 (2 C-4), 60.7 (2 C-6), 54.3, 50.7 (4 C-0a(vLys, aln)), 43.2 (C-acly)),
42.5 (2 CH»-C-Ar), 39.4 (2 C-¢), 30.4 (2 C-Brys), 26.2 (2 C- ), 21.9 (2 C-7v), 21.6
(COCHa3), 16.5, 16.2 (C-B(ala) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 1130.82 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 1130.47) und m/z = 1146.78
[M+K]+-Ion (ber.: m/z = 1146.44) fir Summenformel CsoH73N;0,; (M = 1107.48).

N-Acetyl-glycyl-O-(a-D-mannopyranosyl)-L-seryl-L-alanin (177)
(Ac-Gly-Ser(a-Man)-Ala-OH)

In den Festphasenreaktor wurden 110 mg (88.0 pmol) Fmoc-Ala- oH

H
Wang-Harz eingewogen. Nach dem allgemeinen Protokoll fiir die  Ho,, ) 2
SPPS wurden nacheinander 116 mg (17.5 umol, 2 Aq.) 19 und o ¢°., o
105 mg (35.3 umol, 4 Aq.) Fmoc-Glycin-OH umgesetzt und If noroTon

abgespalten. Es wurde ein farbloser, amorpher Feststoff erhalten.

MALDI-ToF-MS: m/z = 628.08[M+Na] -lon (ber.: m/z = 628.19) und m/z = 644.06
[M+K]+-Ion (ber.: m/z = 644.17) fiir Summenformel C,4H35N30;5 (M = 605.20).

Nach der massenspektrometrischen Vermessung des Rohproduktes wurde Glykopeptid 174
nach AAV 3 weiter umgesetzt. AbschlieBende Reinigung erfolgte mit Hilfe der
préaparativen HPLC. Das Produkt wurde als farbloses Lyophilisat erhalten.

HPLC: g = 10.5 min [A = Wasser, B = Acetonitril + 1% TFA, 20% B — 80% B, 100 min,

10 ml/min];

Ausbeute: 21 mg, 48 pmol (54%);
Drehwert: [a ]} =+ 36.2 (c = 0.6);

"H-NMR (600 MHz, D,O/H,0): 6 = 8.44 — 8.41 (m, 1H, NH), 8.28 — 8.22 (m, 2H, NH), ~
4.80 (1H, H-1 unter H,0), 4.56 — 4.54 (m, 1H, H-oyscr)), 4.28 (q, 1H, 3JH-a,H-[3 =7.1 Hz, H-
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Ualn), 3.89 — 3.85 (m, 1H, H-4), 3.82 (dd, 1H, *J;2= 1.6 Hz, *J»3 = 3.3 Hz, H-2), 3.77 (dd,
1H, *Js.60 = 2.0 Hz, *Jeagp = 12.0 Hz, H-6a), 3.72 (dd~t, 1H, *Jisosen mpeser = 5.1 Hz, H-
Basen), 3.69 (dd, 1H, *Jo3= 3.3 Hz, *J34 = 8.9 Hz, H-3), 3.66 — 3.63 (m, 1H, H-6b), 3.63 —
3.59 (m, 1H, H-5), 3.54 — 3.52 (m, 1H, H-Bb(sen), 3.10 (m., 2H, H-0(y), 1.96 (s, 3H,
NHAC), 1.32 (d, 3H, *Ji.oeala) m1.peal) = 7.1 Hz, H-B(a12) ppm;

BC-NMR (150 MHz, D,0/H,0): § = 176.4, 174.9, 171.6 170.8 (COOH, 2 CONH,

COCH3), 100.4 (C-1), 73.0 (C-5), 70.7 (C-3), 69.9 (C-2), 66.9 (C-4), 66.7 (C-B(sen), 60.9
(C-6), 53.4 (C-0sen); 49.1 (C-agamm), 46.6 (C-aa1y), 21.7 (COCH3), 16.2 ((C-Piata) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 460.72 [M+Na] -Ion (ber.: m/z = 460.15) fiir Summenformel
Ci6H27N301; (M = 43716)

N-Acetyl-glycyl-S-(a-D-mannopyranosyl)-L-cysteyl-L-alanin (178)
(Ac-Gly-Cys(a-Man)-Ala-OH)

In den Festphasenreaktor wurden 110 mg (88.0 umol) Fmoc- OH .
Ala-Wang-Harz eingewogen. Nach dem allgemeinen Protokoll =~ HO ) 2
fiir die SPPS wurden nacheinander 118 mg (17.5 umol, 2 Aq.) 42 o ¢, o

! AR
und 105 mg (35.3 pmol, 4 Aq.) Fmoc-Glycin-OH umgesetzt und If HoLo

abgespalten. Es wurde ein farbloser, amorpher Feststoff erhalten.

MALDI-ToF-MS: m/z = 644.76 [M+H] -Ion (ber.: m/z = 644.17) und m/z = 660.71
[M+K]+-Ion (ber.: m/z = 660.14) fiir Summenformel C,4H35N3014S (M = 621.18).

Nach der massenspektrometrischen Vermessung des Rohproduktes wurde Glykopeptid 175
nach AAV 3 weiter umgesetzt. AbschlieBende Reinigung erfolgte mit Hilfe der
préaparativen HPLC. Das Produkt wurde als farbloses Lyophilisat erhalten.

HPLC: g = 11.3 min [A = Wasser, B = Acetonitril + 1% TFA, 20% B — 80% B, 100 min,

10 ml/min];

Ausbeute: 18 mg, 39 pmol (45%);
Drehwert: [a]} =+ 56 (c = 0.7, MeOH);
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"H-NMR (600 MHz, D,0/H,0): 5 = 8.36— 8.33 (m, 1H, NH), 8.24 — 8.21 (m, 1H, NH),
8.11 — 8.08 (m, 1H, NH), 5.26 (bs, 1H, H-1), ~ 4.80 (1H, H-acys) unter H,0) 4.11 — 4.07
(m, 1H, H-0a1), 3.98 (bs, 1H, H-2), 3.90 — 3.87 (m, 1H, H-3), 3.86 — 3.82 (m, 1H, H-4),
3.79 — 3.76 (m, 1H, H-6), 3.62 — 3.58 (m, 2H, H-5, H-6"), 3.06 (dd, 1H, *Jir.(Cys) 1pacCys) =
4.3 Hz, *Jit_pa(Cys)mipp(Cys) = 14.5 Hz, H-Baccys)), 2.98 (dd, 1H, *Jisa(cys)mipncys) = 8.4 Hz, “Jir.
Ba(Cys)Hopb(Cys) = 14.5 Hz, H-Bb(cys), 3.10 (me, 2H, H-ayary), 1.96 (s, 3H, NHAc), 1.36 (d,
3H, *Jit.aata)pat = 7.1 Hz, H-Baw) ppm;

BC.NMR (150 MHz, D,0/H,0): § = 178.5, 174.9, 171.9 170.8 (COOH, 2 CONH,
COCH3), 86.1 (C-1), 71.7, 69.3, 67.2, 65.1 (C-2, C-3, C-4, C-5), 60.7 (C-6), 52.1 (C-
Ucyo)s S1.1 (C-tam), 42.6 (C-tiay), 29.0 (C-ieys), 21.8 (COCHS), 16.2 ((C-Biaiw) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 475.61 [M+Na]-Ion (ber.: m/z = 476.13) fiir Summenformel
C16H27N301()S (M = 45314)

N-Acetyl-glycyl-N°,N°-di-[2-(a-D-mannopyranosyloxy)-ethyl]-L-lysyl-L-alanin (179)
(Ac-Gly-Lys(a-Man),-Ala-OH)

In den Festphasenreaktor wurden 110 mg (88.0 umol)

OH
OH OH
B OH
Fmoc-Ala-Wang-Harz eingewogen. Nach dem allgemeinen HO& mg:
s

Protokoll fiir die SPPS wurden nacheinander 196 mg

(17.5 umol, 2 Aq.) 66 und 105 mg (35.3 pmol, 4 Aq.) N

Fmoc-Glycin-OH umgesetzt und abgespalten. Es wurde ein o )\'/f o
H H
NI NI

farbloser, amorpher Feststoff erhalten.

MALDI-ToF-MS: m/z = 1065.65 [M+H]-lon (ber.. m/z = 1065.42), m/z =
1087.61[M+Na] -Ion (ber.: m/z = 1087.40) und m/z = 1103.59 [M+K]"-Ion (ber.: m/z =
1103.38) fiir Summenformel C45HegN4O2s5 (M = 605.20).

Nach der massenspektrometrischen Vermessung des Rohproduktes wurde Glykopeptid 176
nach AAV 3 weiter umgesetzt. AbschlieBende Reinigung erfolgte mit Hilfe der
praparativen HPLC. Das Produkt wurde als farbloses Lyophilisat erhalten.
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HPLC: g = 9.3 min [A = Wasser, B = Acetonitril + 1% TFA, 20% B — 80% B, 100 min,

10 ml/min];

Ausbeute: 21 mg, 28 pmol (33%);
Drehwert: [a]i)o =+21.6 (¢=0.9, MeOH);

"H-NMR (600 MHz, D,O/H,0): & = 8.44 (d, 1H, *Jiqpnu = 6.4 Hz, H-NH A1), 8.21 (d,
1H, *Jiqpunn = 6.1 Hz, H-NHgyy), 8.18 (d, 1H, *Jyqpunn = 7.2 Hz, H-NH ), ~ 4.80
(2H, H-1 unter H,0), 4.29 (m, 2H, H-0a1), H-0(Lys), 4.01 — 3.95 (m, 2H, OCHHCH,),
3.87 (bs, 2H, H-2), 3.82 — 3.79 (m, 2H, OCHHCH,), 3.81 — 3.78 (m, 2H, H-0g1y)), 3.78 —
3.73 (m, 2 H, H-6a), 3.70 — 3.62 (m, 4H, H-3, H-6b), 3.55 (dd~t, 2H, *J = 9.9 Hz, H-4),
3.51 — 3.48 (m, 2H, H-5), 3.48 — 3.41 (m, 4H, CH,CH,N), 3.22 — 3.16 (m, 2H, H-¢), 1.95
(s, 3H, NHACc), 1.80 — 1.72 (m, 1H, H-Bayy), 1.72 — 1.62 (m, 3 H, H-Bbrs), H-8), 1.38 —
1.34 (m, 2H, H-y), 1.32 (d, 3H, *Jir.oeala) 1.peal) = 7.2 Hz, H-B(a12) ppm;

BC-NMR (150 MHz, D,0/H,0): § = 178.1 - 166.8 (COOH, 2 CONH, COCHj3), 99.9 (C-
1), 73.2 (C-5), 70.5 (C-3), 69.8 (C-2), 66.6 (C-4), 61.1, 60.9 (C-6. OCH,CH,), 53.9 (C-¢),
53.1 (C-0), 52.3 (CH,CH)N), 48.8 (C-0), 42.6 (C-aGiy)), 30.6 (C-Brys), 22.4 (C-8), 22.0
(C-y), 21.7 (COCH3), 16.1 (C-B(ala) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z = 729.73[M+H] -Ion (ber.: m/z = 729.34), m/z = 751.74 [M+Na]'-
Ion (ber.: m/z=751.32) fir Summenformel Cy90H5;N4O17 (M = 728.33).

9.4 Protokoll der Adhasionstests

Bei der Durchfiihrung der Adhésionstests wurden folgende Losungen verwendet:

Carbonatpuffer: 1.59 g Natriumcarbonat und 2.52 g Natriumhydrogencarbonat wurden in
1 L destilliertem, deionisiertem Wasser gelost. Der pH-Wert wurde auf 9.5
eingestellt.

LB-Medium: 10.0 g Trypton, 10.0 g Natriumchlorid und 5.0 g Hefeextrakt wurden in 1 L
destilliertem, deionisiertem Wasser gelost und der pH-Wert auf 7.0 eingestellt. Das
Medium wurde autoklaviert und nach Abkiihlen mit 100 mg Ampicillin sowie 50 mg
Chloramphenicol versetzt.

PBS Puffer: 8 g Natriumchlorid, 0.2 g Kaliumchlorid, 1.44 g Natriumhydrogen-phosphat-
Dihydrat und 0.2 g Kaliumdihydrogenphosphat wurden in 1L destilliertem,
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deionisiertem Wasser gelost und der pH Wert auf 7.2 eingestellt. Es wurde die
doppelte Menge angesetzt, die Héilfte autoklaviert und die andere Hilfte fiir die
Probenvorlage und den Ansatz von PBST verwendet.

PBST Puffer: PBS Puffer mit 0.05% Tween 20.

Mannan-Loésung: 1.5 mg Mannan pro mL Carbonatpuffer pH 9.5.

9.4.1 Kultivierung der Bakterien

200 pL einer homogenen Bakteriensuspension des Stammes E. coli (PKL1162) in PBS
wurden mit LB-Medium versetzt und im Corningréhrchen bei 37 °C iiber Nacht im
Inkubator bei 80 UpM inkubiert. Die gewachsenen Bakterien wurden am nichsten Tag
geerntet. Dazu wurde die Bakteriensuspension 15 min bei 4000 UpM zentrifugiert, der
Uberstand abdekandiert und der Riickstand dreimal mit PBS-Puffer gewaschen. Das
trockene Pellet wurde schlieBlich im Carbonatpuffer mit einer Konzentration von

10 mg/mL resuspendiert.

9.4.2 Praparation des Adh&sionstests

Die 96 Wells der Mikrotiterplatten wurden mit Mannan beschichtet, indem sie tiber Nacht
offen mit 100 uL/Well einer Mannanlosung inkubiert (37 °C) wurden. Nach jeder
Inkubation wurde dreimal mit 150 uL/Well PBST und vor jeder Messung noch dreimal mit
150 uL/well PBS gewaschen. Liicken in der Beschichtung der Wells wurden durch
Inkubation mit 150 pL/Well 5% (v/g) BSA-Losung (Rinderserumalbumin) in PBS 2 h
blockiert. AnschlieBend wurden 50 ul. PBS vorgelegt und ins Startwell 50 pL
Inhibitorstammldsung in einer seriellen Verdiinnung von 1:2 zusammen mit 50 pL
Bakteriensuspension gegeben. Nach 45 min Inkubationszeit bei 37 °C wurde dreimal mit
200 puL PBS gewaschen. Die Fluoreszenz wurde anschlieend bei 485 nm angeregt und bei

einer Wellenldnge von 535 nm bestimmt.

9.5 Computermethoden

Alle MD-Simulationen wurden mit der AMBER Version 8.0 (mit MPT-Runtools fiir
paralleles Rechnen) durchgefiihrt. Innerhalb des AMBER-Paketes wurde eine Kombination
aus den GLYCAMO04 Kraftfeldparametern, dem Standard-Wassermodell TIP3P und dem
gaff-Kraftfeld (general AMBER force field) verwendet. Fiir die Visualisierung der MD-

Simulationen wurde das Freeware-Programm UCSF Chimera Version 1.3!"* verwendet.
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Die Auswertung der Fortran-Programme erfolgte mit Origin 6.1, die Darstellung der
Reliefkarten mit einer frei erhéltlichen Version des Pogramms Surfer 6.04 von der Firma
Golden Software.

Die MD-Simulationen, die Fortran-Programme und Visualisierung der Ergebisse wurden
auf den unten aufgefiihrten Systemen durchgefiihrt.

Amber 8, Fortran-Programme:

SGI Origin300 Server mit 4 R14000 (2.4) Prozessoren und 2 GB Hauptspeicher,
Betriebssystem IRIX 6.5.24m.

UCSF Chimera 1.3, Origin 6.1, Surfer 6.04:
Intel Pentium IV mit einem 3.0 GHz Prozessor,

Betriebssystem Windows XP.

Beispiel eines Inputfiles fiir die Aufwiarmphase:

aufwaermphase md nvt eq with 50K
&ecntrl
timlim=999999, imin=0,
ntx=1, irest=0,
ntpr=500, ntwr= 100, ntwx=500, ntwe = 500, ntave =500,
ntf=1, ntb=1, dielc =1.0, cut=9.0, scnb = 2.0, scee = 1.2, nsnb=25,
igb =0,
ntr=0, ibelly = 0,
nstlim = 10000, dt = .001,
ntt = 1, temp0 = 50,

ntc=1

END

Beispiel eines Inputfiles fiir die Produktphase:
2ns 2.1 Phase md ntp eq with 340K
&ecntrl

timlim=999999, imin=0,

ntx=3, irest=1,
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ntpr=1000, ntwr= 1000, ntwx=1000, ntwe = 1000, ntave =1000,
ntf=1, ntb=2, dielc =1.0, cut=9.0, scnb = 2.0, scee = 1.2, nsnb=25,
igh=0,

ntr=0, ibelly = 0,

nstlim = 2000000, dt = .001,

ntt = 1, temp0 = 340,

ntp =1, presO =1,

ntc=1

END
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