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Das Numerierungsschema:

Eine Verbindung
aus Kapitel 3 im Kapitel 3ist 1.

Die laufende Nummerl

N/

3.0lb =—

Die Verbindung besitzt einen penta-
funktionaiserten, b-konfigurierten Glucose-
Kern. Der analogen Verbindung mit penta-
funktionaiserten, a-konfigurierten Glucose-
Kernist kein a-Buchstabe nachgestellt.




Kapitel 1

Einleitung

Die vorliegende Dissertation beschéaftigt sich mit der Synthese von Glycokonjugaten und
Dendrimeren mit Hinblick auf deren Anwendungsmdglichkeiten in der Medizin und
Molekularbiologie. In einer kurzen, algemein gehaltenen Einleitung werden die
zugrundeliegenden  Forschungsbereiche, Dendrimerchemie und Glycobiologie, kurz
beschrieben und die Arbeiten der vorangegangenen Diplomarbeit zum selben Thema
zusammengefaldt. Anschlief?end verzweigt sich die Arbeit in spezielle Gebiete, wobei den
jeweiligen Arbeitsgebieten eine kurze spezielle Einleitung und eine eigene Kapitelgliederung
vorangestellt sind.

Dendrimere

RegelmaRig hyperverzweigte, monodisperse Makromolekiile

Dendrimere sind regelmal3ig hyperverzweigte, monodisperse Makromolekile, die nach zwei
unterschiedlichen Aufbauprinzipien hergestellt werden konnen. Von einer divergenten
Synthese spricht man, wenn an ein Kernmolekil durch sich wiederholende Reaktionsschritte
immer neue Molekile addiert werden, wobei sich die Zahl der reaktiven Endgruppen mit
jeden Schritt verdoppelt oder verdreifacht. Ein Beispiel fur diese divergente Synthesemethode
stellt die Synthese von Polypropylenimin-Dendrimeren von Meijer dar, die auf Vogtles
Beispiel von 1978 aufbaut.? In der Synthese der Polypropylenimin-Dendrimere bestehen die
iterativen Schritte aus der Addition der jeweils endsténdigen Amingruppen an Acrylnitril und
der anschlief3enden Reduktion der Nitrilgruppen (Abb. 1.1).
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Abb. 1.1: Divergentes Aufbauschema fir Polypropylenimin-Dendrimere (Meijer).

Die andere Synthesemethode wurde von Fréchet entwickelt und baut die Dendrimere
konvergent aus sogenannten Dendrons auf. Ein neueres Beispiel fiir dieses Syntheseprinzip

ist die hier gezeigte Synthese von Polybenzylesterdendrimeren (Abb. 1.2).*
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Abb. 1.2: Konvergentes Aufbauschema fiir Polybenzylesterdendrimeren (Fréchet)
Wahrend die Arbeiten, welche sich mit den physikalischen Eigenschaften von Dendrimeren
beschaftigen, eher schwierig zu beschreiben sind, 1a3t sich wesentlich allgemeinverstandlicher
tber das Anwendungsprofil von Dendrimeren berichten.® Einen der neuesten Anwendungs-
typen reprasentieren "light-harvesting” Dendrimere, die wie grof3e Antennen Lichtenergie
sammeln und hin zu einem reaktiven Zentrum biindeln, wie etwa das in Abb. 1.3 dargestellte
Polybenzyletherdendrimer von Fréchet.®

[e] o
Abb. 1.3: Ein Licht sammelndes Dendrimer (Fréchet)
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Kapitel 1: Einleitung

Naheliegender und deswegen auch dlter ist die "Host-Guest"-Chemie der Dendrimere. In
vielen Beispielen konnten Molekille, etwa Farbstoffe oder auch Sauerstoffmolekile, in
Dendrimere eingeschlossen und unter definierten Bedingungen wieder frei gesetzt werden.’
Zu dieser "Host-Guest"-Chemie gehéren auch viele Anwendungen im Rahmen der
Reaktionskatalyse, wo mal3geschneiderte Dendrimere geeignete Hohlrdume fir Reaktionen
schaffen konnten. Wie Arbeiten von Detty, Reetz sowie Arya und Manzer zeigen, ist es auch
sinnvoll, Dendrimere als Matrix fir homogene oder heterogene Katalysatoren zu benutzen,
die aufgrund ihrer GréRe nach den Reaktionen zuriickgewinnbar und wiederverwertbar sind.®
Die Moglichkeit der Dendrimere, mit einem Molekll definierter Grofe viele gleichartige
Funktionalitdten zu bundeln, wird auch dazu benutzt, Kontrastmittel fir die Angiographie
herzustellen. An Lysin-Dendrimere gebundene Gadoliniumkomplexe verbleiben l&nger in den
Blutbahnen als einfache Gadoliniumkomplexe und erméglichen es so, Blutbahnen und damit
auch Tumore und innere Verletzungen besser sichtbar zu machen.®

Dendrimere kdnnen auch als Geruste fur antiadhesiv wirksame multivalente Glycomimetika,
sogenannte Glycodendrimere,™® eingesetzt werden. Neben dem in Abb. 1.4 gezeigten, (iber
Thioharnstoffbriicken mit GIcNAc ummantelten Glycodendrimer von Lindhorst gibt es viele

weitere derartige Arbeiten u. a von Roy, sowie Stoddart und Meijer.™*
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Abb. 1.4: Ein Glycodendrimer mit PAMAM GerUst (Lindhorst)
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Aus der Sicht der Kohlenhydratchemie von geringerem Interesse sind die Anwendungen von
Dendrimeren im Bereich der physikalischen Chemie, wo sie u. a. zur Veranderung und
Beschichtung von Goldoberflachen eingesetzt werden.'? Kohlenhydratchemiker versuchten
sich daran, durch neue Dendrons, AB,-Bausteine oder alternative Endgruppen neue
Anwendungsbereiche und Eigenschaftsprofile fur Dendrimere zu erschlief3en. Durch den
Einbau chiraler Kohlenhydrat-basierender Elemente besteht u. a. die Aussicht auf chirae,
enantioselektiv wirksame hyperverzweigte Molekille® Stoddart préasentierte "carbohydrate
containing dendrimers'** und Dendrimere mit Trisacchariden als AB,-Bausteinen.’® Von
Lindhorst stammt nachfolgendes konvergent synthetisiertes Dendrimer mit Kohlenhydrat-
abgeleiteten AB,-Bausteinen (Abb. 1.5).%°
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Abb. 1.5: Ein Dendrimer, welches aus K ohlenhydrat AB,-Bausteinen aufgebaut wurde (Lindhorst)

Dendrimere mit Kohlenhydraten als Initiatorkern fir divergente Dendrimersynthesen, sind
Gegenstand dieser Dissertation.



Kapitel 1: Einleitung

Glycobiologie
K ohlenhydrate als Informationstrager und Regulatoren in biologischen Prozessen®’

Die Glycobiologie beschéftigt sich mit der Funktion von Kohlenhydraten als
Informationstragern und Regulatoren in biologischen Prozessen, wie immunologischen
Erkennungsreaktionen, Zell-Zell-Wechsalwirkungen, viralen Infektionen oder bakterieller
Kolonisation.

Kohlenhydrate haben ein grofReres Potential zur strukturellen Vielfalt als die Nucleoside,
welche die DNA und RNA aufbauen, oder die Aminosauren, welche die Peptide und Proteine
aufbauen, weil sie nicht bi-, sondern oligofunktionell sind.*® Die verschiedenen stereogenen

Ho OH
O oH OH
(6]
(0]
meistens Hydroxyl- oder Acetamido-
i HsC o HaC 2/ on
gruppen, entsprechend unterschiedlich -7 OH Ha

HO HO

Zentren in Monosacchariden kénnen Ho OH

unterschiedlich konfiguriert und die é/% OH OH
HO 0
AcHN
o&/
(0]

gebundenen funktionellen Gruppen,

positioniert sein. Wenn Mono-

saccharide zu  Oligosacchariden Abb. 1.6: Blutgruppenantigene A und B
verknipft werden, kann dieses Uber a- oder b-glycosidische Verknipfungen zu allen
verfigbaren Hydroxylgruppen des Monosaccharides, welches als Bindungspartner dient,
geschehen. Die hierbel entstehenden Oligosaccharide sind in der Natur wiederum auf
unterschiedliche Art und Weise an verschiedene Proteine oder Lipide gebunden, und die so
gebildeten Glycokonjugate sind wiederum auf unterschiedliche Art und Weise in Zéll-
membranen eingebaut oder kommen in |6dlicher Form vor. Jede eukaryontische Zelle bildet
durch die auf der periplasmatischen Seite prasentierten Oligosaccharide von Glycokonjugaten
eine Glycocalix aus, die fur den Zelltyp und eine bestimmte Spezies charakteristisch und fir
die Kommunikation wichtig ist. Die menschlichen Erythrocyten werden mit Hilfe der
oligosaccharidischen Blutgruppendeterminanten A und B in die Blutgruppen A, B, AB und O

unterschieden (Abb. 1.6). Menschen mit der on
OH

Blutgruppe A  besitzen  Antikorper, die &

Erythrocyten der Blutgruppe B an Hand ihres "o OH& OH
Kohlenhydrat-Codes (Glycocodes, Blutgruppen- ° Om 0
antigen B) identifizieren und zur Verdauung

durch Lymphozyten (Opsonisation) freigeben. Abb. 1.7: a-Gal-Epitope

Die Transplantation von tierischen Gewebe auf den Menschen (Xenotransplantation) wird
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normalerweise durch eine Immunreaktion verhindert, die durch 1gG- und IgM-Antikorper
ausgelost wird, welche gegen die auf alen tierischen Zellen exprimierten a-Gal-Epitope
gerichtet sind (Abb. 1.7). Glycobiologen konnten hier einerseits durch eine Inhibierung der
Antikorper'® und andererseits durch eine Entfernung der a-Gal-Epitope mit Galactosidasen®
Abstol3ungsreaktionen entgegenwirken.

Kohlenhydrate wie Galactose kdnnen auch als Reiz- bzw. Signalstoffe wirken, und z. B.
E. coli Bakterien dazu anregen sich gezielt in eine Richtung zu bewegen, womit man eine
sogenannte chemotaktische Antwort von E. coli auf einen Konzentrationsgradienten erhalt.
Wenn die Galactose in grolen Fluoreszenz-markierten Aggregaten vielfach prasentiert wird
(Abb. 1.8), kann dieser Effekt bereits mit sehr geringen Galactose-Konzentrationen erreicht
und sichtbar gemacht werden, was evtl. auf eine durch das Glycokonjugat herbeigefiihrte

Clusterung von Rezeptoren auf der Zelloberflache zurtickzuftihren ist.?

Abb. 1.8: Mit geclusterten Galactose-Resten erhdlt man bereits mit sehr geringeren Konzentrationen chemo-
taktische Antworten von E. coli (Kiessling)

Fur die Kommunikation zwischen Zellen, z. B. zwischen Lymphozyten und den Zellen des
Epithelgewebes der Blutbahnen, verfligen die Zellen tber Kohlenhydrat-erkennende Proteine,
sogenannte Lektine,? welche Uber hydrophile und hydrophobe Wechselwirkungen
Kohlenhydrate mehr oder weniger spezifisch erkennen konnen. Ein besonders gut
untersuchtes Beispiel hierfir ist die Leukozytenrekrutierung, die ausgeldst durch eine
Gewebsverletzung oder bakterielle Endotoxine mit der Ausschittung von Signalmolekilen,
sogenannten Cytokinen (z.B. Interleukin 1) und dem Tumornekrosefaktor (TNF), beginnt,
welche die Expression spezieller Lektine, E-Selektin auf den Epithelzellen und P-Selektin auf
den Blutplattchen, bewirken. Durch die Wechselwirkung der E- und P-Selektine mit
Kohlenhydratstrukturen auf den Lymphozyten, sowie umgekehrt von L-Selektinen auf
Lymphozyten mit Kohlenhydratstrukturen auf dem Epithelgewebe kommt es zur
Verlangsamung, zum "Rolling" der Leukozyten auf dem Epithelgewebe und nach dem
Ausrollen der Leukozyten, gesteuert von Protein-Protein-Wechselwirkungen, zur
Einwanderung der Leukozyten in das verletzte bzw. infizierte Gewebe (Abb. 1.9).

-6-
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Abb. 1.9: Leukozytenrekrutierung, Rolling von Leukozyten in entziindeten Blutgefaien.®

Treten derartige, eigentlich normale Entziindungen chronisch auf, so kann sich dieses in
Krankheitsbildern wie Arthritis oder Asthma bemerkbar machen, die durch die Inhibierung
der Kohlenhydrat-Selektin Wechselwirkungen
gemildert werden konnten.* Alle Selektine OH
sind Lektine vom sogenannten C-Typ, deren
Kohlenhydrat-erkennenden Doménen (CRD)
stark an das Oligosaccharid Siayl-Lewis-X
(sL€") binden (Abb. 1.10). Um eine Inhibition \
der Kohlenhydrat-Selektin-Wechselwirkungen AcH\N

zu ereichen, sind im Bereich der Abb. 1.10: Sialyl-Lewis-X (sL€)
Neu5Aca2® 3Galb1® 4(Fucal® 3)GlcNach

Zuckerchemie zwei unterschiedliche Wege
beschritten worden. Viele Gruppen haben versucht, Sialyl-Lewis-X-Mimetika mit hoherer
Aktivitdt zu entwickeln, wobei u. a. gefunden wurde, dal3 die Neuraminsdure einfach durch
eine Carboxy- oder Sulfatgruppe ersetzt werden kann.?> Alternativ dazu wurden von Kiessling
Oligomere von Sialyl-Lewis-X-Mimetika dargestellt, die eine wesentlich hthere Fahigkeit zur

Inhibition besitzen alsihre monomeren Vorlaufer.

Ph
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&O OH NH ROMP S OH NH
OH e
OHOH O o OHOH O A

o) 0
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03S0 O osozNa 0350 O ososNa
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Abb. 1.11: Oligomere von Sialyl-Lewis-X-Mimetika Uber Ringéffnende M etathese Polymerisation (Kiessling)

Wie in Abb. 1.11 gezeigt, wurden durch die Clusterung eines Sialyl-Lewis-X-Mimetikums,
ein Oligomer erhalten, welches die Bindung von L-Selektin an das Glycoprotein GlyCAM-1
in dynamischen Assays effektiv inhibieren kann, wahrend das Monomer keinerle
Inhibitionswirkung zeigt.®® Dieses Phanomen ist ein Beispiel fiir den 1978 von Y. C. Lee

erstmals im Zusammenhang mit dem Asialoglycoprotein beschriebenen "Clustereffekt”. Mit
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dem Begriff Clustereffekt wird die Beobachtung verbunden, dal? sich durch die gleichzeitige
Ausbildung mehrerer Kohlenhydrat-L ektin-Wechselwirkungen, die jede fir sich genommen
nur schwache Bindungen ergeben, eine exponentielle Steigerung der Gesamtbindungsstérke
(Aviditét) erzielen 1&3%. Die Natur nutzt diesen Clustereffekt in vielfatiger Art und Weise und
présentiert Kohlenhydrat-erkennende Doménen (CRD) normalerweise polyvalent. Diese
polyvalente Présentation von Kohlenhydrat-erkennenden Domanen kann sowohl durch die
Clusterung derartiger Domanen auf einem Protein, as auch durch eine Clusterung von
Proteinen in einer Membran erfolgen.?’

Die von der Natur als Lektinliganden multivalent présentierten Kohlenhydratepitope sind
nicht nur schwer zuganglich, sondern auch in sich heterogen. Die Strukturen der
Kohlenhydrate sind im Gegensatz zu Proteinen nicht direkt im Erbmaterial codiert. Sie sind
das Ergebnis des Zusammenwirkens vieler Enzyme, wobei gelegentlich Fehler auftreten, so
dal3 nattirliche Kohlenhydrat-Liganden mikroheterogene Familien sogenannter "glycoforms’
bilden.”® Die BeeinfluRung der Zusammensetzung der, in der Glycocalix présentierten,
Oligosaccharide gelingt durch enzymatische Eingriffe oder mit Hilfe synthetischer Substrate
fiir den Biosyntheseproze3 (Abb. 1.12).%

{MRI-KontrastmitteI]
O

|
N
o OU OH U OH
OH OH
ACO% ° H
AcO OAC o

Verfltterung o Markierung
o /*COZ -
(0]

Abb. 1.12: N-Acetyl-mannosamin (ManNAc) dient menschlichen Zellen als Ausgangsprodukt fur die Synthese
von Sialinsdure. Wenn die N-Acetyl-Gruppe von ManNAc z. B. durch eine Levulinoylgruppe ersetzt wird, erhalt
man nach dessen Verfutterung mit Levulinoylgruppen markierte Glycoproteine auf den Zelloberflachen. Die
Levulinoylgruppen konnen z. B. dazu genutzt werden, Krebszellen, welche ein besonders starkes Wachstum
aufweisen, selektiv mit MRI-Kontrastmitteln zu markieren. Mit einer ghnlichen Methode kénnen GalNAc und
GIcNAC in Glycoproteinen durch markierte Derivate ersetzt werden (Bertozzi).®

HO

Da menschliche Organe jeweils spezifische Kohlenhydratstrukturen und Lektine besitzen,
versuchen verschiedene Forschergruppen die Lektine bestimmter Organe, wie z. B. der Leber,
direkt anzusteuern und so ein spezifisches "drug targeting” zu erreichen.®! Fiir den Einsatz
multivalenter Kohlenhydratstrukturen in Arzneien oder zur Strukturaufklarung und
Kristallisation von Lektinen sind in vitro synthetisierte Glycokonjugate mit definierter
Struktur gefordert. Dartber hinaus ist ein grofes Anwendungsgebiet fur synthetische
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Glycokonjugate die Abwehr mikrobieller Infektionen. Der erste Schritt einer viralen Infektion
ist genau wie der erste Schritt zur bakteriellen Kolonisation eines Gewebes die Adhasion der
Mikrobe, die durch Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen vermittelt sein  kann.*
Multivalente Glycokonjugate kénnen als Antiadhesiva wirken und den Andockvorgang von
Viren, Bakterien und bakteriellen Toxinen an Epithelgewebe inhibieren.® Kirzlich ist es zwel
Gruppen gelungen, bakterielle Toxine von Escherichia coli abzufangen und die

Glycokonjugat-Toxin-Komplexe zu kristallisieren.

OH
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_OH
)

N\
NH
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OH OH j

Ho. j;/( /\/0\/\0/\/\” u N e \O n RIT
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HO

HO

Abb. 1.13: Glycocluster zur Inhibition des Hitze-labilen Enterotoxin von E. coli (Fan)

Unter den Toxinen der funf verschiedenen E. coli-Bakterienklassen, die Darminfektionen
ausldsen konnen, sind das Hitze-labile Enterotoxin (LT) und das Shiga-8hnliche Toxin, auch
Vero-Cytotoxin genannt (Stx bzw. Vt) aus glycobiologischer Sicht von besonderen Interesse.
Das von enterohamorraghische E. coli produzierte Shiga-ahnliche Toxin besteht aus einem A-
Teil, welcher ein toxisch wirkendes, die rRNA angreifendes Enzym tragt und einem
pentameren B-Teil, welcher tber flinf Lektine an Zellen andockt und die Phagozytose des
Toxins ermoglicht. Das LT-Toxin besitzt eine dnliche Struktur, verandert jedoch direkt ein
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Enzym und wird von enterotoxischen E. coli hergestellt. Fan ist es gelungen mit einem
pentavalenten Glycocluster Uber die Optimierung der Lange der Bindungsarme des
Glycoclusters das LT-Enterotoxin von E. coli effektiv zu inhibieren (Abb. 1.13).3* Bundle
konnte das Shiga-&hnliche Toxin ABs von E. coli mit einem bezlglich der Bindungslangen
und der prasentierten Oligosaccharid-Liganden optimierten Glycoclusters mit relativen
Inhibitionswerten von bis zu 10.000.000 im Vergleich zu den nicht geclusterten

Oligosaccharid-Liganden inhibieren und den Komplex kristallisieren (Abb. 1.14).%
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Abb. 1.14: Glycocluster zur Inhibition des Shiga-ghnlichen Toxins von E. coli (Bundle)

Ein besonders gut untersuchtes Beispiel fur virale Infektionen ist die Grippeinfektion mit dem
Influenzavirus, welcher Uber Hunderte, zu Trimeren angeordneten, sialinsdurespezifische
Lektinen (H&maglutinin) menschliche Epithelgewebe erkennt und in einem zweiten Schritt
mit einer Neuramidase diese Sialinsduren entfernt, um anschlieffend das Gewebe zu

infizieren.

-10-



Kapitel 1: Einleitung

(0]

HN)v
HO
A

OH 07 "NH/, \O
CO,H OH
| 2 . — > Ho CO,H \
HOW o) .
cHN /= HO o S
HO AcHN 7
HO

Abb. 1.15: Lineares Polymer von Sialinsaure zur Inhibition des I nfluenza Hemaglutinins (Whitesides)

Um die Adhasion des Influenzaviruses mit multivalenten Sialinsdurekonjugaten zu inhibieren,

NH2 /i

wurden z. B. Siainsdurederivate des Acrylamids mit Acrylamid zu linearen Polymeren
copolymerisiert, wobei die Avidité des Monomers zum InfluenzaHamaglutinin um den
Faktor 50.000 gesteigert werden konnte (Abb. 1.15).%* Von Roy wurden PAMAM-
Dendrimere mit Sialinsauren ummantelt. Ein 32mer-Glycodendrimer erwies sich dabei

valenzkorrigiert als elfmal aktiver als dasin Abb. 1.16 gezeigte 8mer.*’

HO, HN i HO
AcHN com /Es HN OH,/~0H
2!
N\ HN >=s s OH
HO < HN
{ °
o |9

H HN o) HN
N\ nH e
N HN—" W N

° — 0 N Y

~ °
o
N o
s /T N o
/N 4
M nH SN
NH o YT
HO,C /©/ HN o H
s { S
Fa S NH g S
HO 3 S NH OH
Aoy oH _1/NH s=( Ho, <  ©
NH NHAC
"OH
HO L
S
HO,C S

0]

OH
OH
HO®»("oH NHAC
HO >> 6H NHAc
HO

HO

Abb. 1.16: Sialinsdure-ummanteltes Glycodendrimer zur Inhibition des Influenza-Hamagl utinins (Roy)
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Zur Bekdmpfung der Influenza-Infektion war jedoch der HO  OH

Versuch erfolgreicher, mit einem Glycomimetikum® die %COZH
Neuramidase des Influenza-Virus zu inhibieren. Hierzu wurde AN —4¢

von M. von Itzstein das in Abb. 1.17 gezeigte Siadinsédure- HZN/\Q NH

Derivat an Hand von Kristallstrukturen der Influenza- Abb. 1.17
Neuramidase entwickelt.*

Die Kohlenhydrat-abhangige Adhasion von Bakterien an Epithelgewebe erfolgt mit Hilfe von
Lektinen, die auf langen fadenférmigen Proteinanhéangseln, den Fimbrien, angeordnet sind.
Im Falle von E. coli handelt es sich bei diesen Fimbrien um 0.5 bis 2 um lange, haaréhnliche
Gebilde mit einem Durchmesser von 7 nm, an deren Spitze, sowie entlang deren Langsseite
Mannose- (Typ-1-Fimbrien) bzw. Galactose- (Gal(al® 4)Gal, P-Fimbrien) spezifische
Lektine angeordnet sind.”> Beide Fimbrien-Typen sind zu 98 % aus dem Protein FimA
aufgebaut und unterscheiden sich nur bezgl. des Proteinteils, welches jeweils die
Kohlenhydrat-erkennende Doméne enthélt. Das Lektin der Typ-1-Fimbrien wird as FimH
bezeichnet und enthdt gemd?d einer kirzlich veroffentlichten Rontgenstruktur nur eine
K ohlenhydrat-erkennende Domane (CRD).** Da Antibiotika schneller Resistenzen erzeugen
als Antiadhesiva, konnte der Einsatz von Kohlenhydraten als Antiadhesiva einen neuen,
effektiven Weg erdffnen, bakterielle Infektionen zu bek&mpfen. Antiadhesiva blockieren die
Lektine der Bakterien, verhindern ihre Adh&sion an humanes Epithelgewebe, stéren die
bakterielle Zell-Zell-Kommunikation und setzen die bakterielle Vermehrungsrate herab.
Eindrucksvoll sind Beispiele, welche die Wirkung von Glycokonjugaten fur das blof3e Auge
sichtbar machen. Von Charych wurden Glycokonjugate mit einem Polythiophengerist
vorgestellt, welche bei der Bindung an die Typ-1-Fimbrien von E. coli eine Farbanderung
aufweisen, die um so stérker ausféllt, je stérker das Glycokonjugat an E. coli bindet, bzw. je
mehr Mannosereste gleichzeitig an Lektine gebunden sind (Abb. 1.18).%

s s\
e e

gN
OH N

OH H
_0 NH
HO
HO

Abb. 1.18: Lineares Glycokonjugat mit Polythiophengertist (Charych)
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Das erfolgreichste Beispiel fur die Inhibierung von
Bakterien stammt von der Natur. In der
Muttermilch  sind Oligosaccharide enthalten,
welche die Adhésion von Helicobacter pylori an
die Leb-Epitope im Magen-Darmtrakt von
Sauglingen inhibieren. Dieses ist notwendig, dadie
Saurekonzentration im Magen von Sduglingen

noch zu niedrig ist, um H. pylori zu zersetzen.®®
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Die Diplomarbeit

Eine kurze Zusammenfassung

Der vorliegenden Dissertation liegt die Diplomarbeit zum selben Thema zugrunde.** Das Ziel
der Diplomarbeit war es, optimale Bedingungen fur die Perallylierung von Glucose zu finden
und anschlieffend die vielfdltigen Reaktions-

moglichkeiten ~ der  Allylfunktionen  zu /= S 2 ,g&
untersuchen, um Glucose als Kernmolekdl fr S
die  Synthese K ohlenhydrat-zentrierter & / /

konnen. Das Hauptproblem bestand darin,

Dendrimere und Glycocluster nutzen zu o o
£ S
ﬁii:'a* fiﬂ\;A

einerseits ale Allylgruppen gleichzeitig

C . HO f&

einheitlich umzusetzen und anderseits inter- =3 OH
und  intramolekulare  Reaktionen  der KL jNHzHC'
verschiedenen Arme der Ziestrukturen zu S

Abb. 1.20: Wege zu Octopus-Glycosiden:

vermeiden. Im  Verlauf der Diplomarbeit Funktionalisierungsmaglichkeiten der Allylgruppe

konnten optimale Bedingungen fir die

Ozonisierung peralylierter Glucose 1.03, sowie fir die Addition von Cysteamin-
Hydrochlorid an perallylierte Glucose gefunden werden. Das durch Photoaddition von
Cysteamin-Hydrochlorid erhaltene Pentaamin 1.04 wurde zusammen mit Christoffer Kieburg
zum Glucose-zentrierten Thioharnstoffcluster 1.06 umgesetzt (Abb. 1.21).* Die Arbeiten zur
reduktiven Aminierung von 1.03 sowie zur Hydroborierung von 1.03 wurden im Rahmen
dieser Dissertation abgeschlossen und bereits verdffentlicht.*® Die so synthetisierten Glucose-
zentrierten Initiatorkerne wurden al's Octopus-Glycoside bezeichnet.

Alle in der Diplomarbeit beschriebenen Reaktionen waren sowohl mit dem anomerenreinen
a-Anomer 1.03 als auch mit dem anomerenreinen b-Anomer der perallylierten Glucose,
sowie mit dem a- und b-Anomer von Allyl-4,6-O-benzyliden-D-glucopyranosid durchgefthrt
worden. Diese Vorgehensweise wurde wahrend der Dissertation langere Zeit beibehalten, so
da? im Experimentellen Tell haufig die entsprechenden NMR-Daten, der pardlel
anomerenrein synthetisierten b-Anomere zusammen mit den jewelligen a-Anomeren
aufgefihrt sind, ohne dal3 im Texttell explizit auf die Syntheseroute der b-Schiene

eingegangen wird.
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Abb. 1.21: Synthese eines Glucose-zentrierten Thioharnstoff-Glycoclusters (Diplomarbeit)
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?/ \ S

= o]
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Abb. 1.22: Synthetisierte Glucose-zentrierte Initiatorkerne (Octopus-Glycoside) ausgehend von Allyl-2,3,4,6-
tetra-O-allyl-b-D-glucopyranosid fir die Synthese von Glycoclustern und Dendrimeren (Diplomarbeit und

Doktorarbeit)

Die Idee der Verwendung Kohlenhydrat-zentrierter Glycocluster wurde im Verlauf dieser
Dissertation auch von verschiedenen anderen Gruppen beschrieben, darunter Kunz*’ und
Wong™®, die Kohlenhydrate als Matrix fir den Aufbau von Oligosaccharid-Bibliotheken
vorsahen, und weiter von Bundle® fiir den Aufbau von Glycoclustern. Santoyo-Gonzélez,*
Stoddart™ und Nishimura®™ verwendeten Cyclodextrine als Kernmolekiile fiir Glycocluster.

Garcia-Junceda benutzte 2-Aminoethyl-2,3,4,6-tetra-O-(2-aminoethyl)-b-D-glucopyranosid

als Matrix fiir enzymatische Disaccharidsynthesen.
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Aufgabenstellung

Thema dieser Dissertation ist die Synthese Kohlenhydrat-zentrierter Dendrimere und
Glycocluster, wobei moglichst alle Hydroxylgruppen der Zucker ausgenutzt werden sollen.
Daneben sollen funktionalisierbare Dendrimere und Glycocluster hergestellt werden. Zur
Evaluierung der Reaktionsbedingungen sollen auch Modellsysteme, wie Pentaerythritderivate
in die Synthesestrategien einbezogen werden.

e
X
é}w

=
.

Abb. 1.23: Die Aufgabenstellung: Die Eignung von Mono-, Di- und Trisacchariden, wie Glucose, Trehalose und
Raffinose, fir den Einsatz as Initiatorkern fir den Aufbau Kohlenhydrat-zentrierter Glycocluster (oben) und
Kohlenhydrat-zentrierter Dendrimere (unten) soll untersucht werden. Hierbel sollen sowohl Glycocluster und
Dendrimere unter Ausnutzung aler Hydroxylgruppen (oben links) als auch mit aktiven Gruppen, wie Biotin
(0O), funktionalisierte Glycocluster synthetisiert werden (oben rechts).

Die Arbeiten zur Synthese Kohlenhydrat-zentrierter Glycocluster wurden im Rahmen eines

BMBF-Projektes im Themenschwerpunkt " Glycobiotechnologie”" durchgefihrt.
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Synthese chiraler Kohlenhydrat-zentrierter
PAMAM-Dendrimere

Auf dem Weg zu neuen Transfektionsreagenzien

Moderne Dendrimerchemie wird von der Erwartung auf neuartige Material eigenschaften und
glnstige Bioapplikationen der neuen Verbindungen angeregt.>® Eine der wesentlichen
Entdeckungen in der noch jungen Chemie der Dendrimere war, dal3 PAMAM-Dendrimere als
Transfektionsreagenzien benutzt werden konnen, um DNA-Materia unbeschadigt durch
Zellmembranen in den Zellkern eukaryontischer Zellen zu transportieren, um dort defekte
DNA zu ersetzen oder mit neuer DNA neue Eigenschaften oder Verbindungen zu

exprimieren.>

NH,
(0] o (0] —
! \— ? o
\ N, N N
\—>~0Me \—%NH
o) (0]

NH,
Abb. 2.1: Aufbauschema fir PAMAM-Dendrimere

Die divergente Synthese der PAMAM-Dendrimere waren 1985 von Tomalia entwickelt
worden.> lhre iterativen Schritte bestehen aus der erschdpfenden Addition eines Polyamin-
Kernmolekils an Methylacrylat und der anschlieffenden Umsetzung mit Ethylendiamin zu

einem neuen Polyamin-K ernmolekill (Abb. 2.1).%°
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Abb. 2.2: Ein PAMAM-Dendrimer der 4. Generation.
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PAMAM-Dendrimere, auch Starburst®-Dendrimere genannt, konnen erst ab einem
Molekulargewicht von 10.000 Dalton zur Transfektion genutzt werden, d. h. das hier gezeigte
PAMAM-Dendrimer der 4. Generation (Abb. 2.2) mufdte noch um 3 Generationen erweitert
werden, um einsetzbar zu sein. Uberraschenderweise sind dann jedoch strukturperfekte
Dendrimere, die durch eine spezielle thermische Behandlung zu stark "beschédigten”
Dendrimeren mit einer Molmasse von 3.500 Dalton degradiert wurden, wirkungsvollere
Transfektionsreagenzien.*

Mit dem Einsatz as Transfektionsreagenzien werden die Host-Guest-Eigenschaften von
PAMAM-Dendrimeren, welche durch ihre Gestalt, das Kernmolekul, das Aufbauprinzip und
die Endgruppen stark beeinfluf3t werden kénnen,” erstmals kommerziell genutzt.

Im Rahmen dieser Arbeit, soll festgestellt werden, in wie weit sich Kohlenhydrate as
Kernmolekile fur den Aufbau chiraler Dendrimere vom PAMAM-Typ eignen. Dabel
entstehen Kohlenhydrat-zentrierte Poly(amidoamin)-Dendrimere mit inharenter Chiralitat,>®
neuer Kernmultiplizitdt und einem Eigenschaftsprofil, das sich von klassischen, bereits
kommerziell als Transfektionsreagenzien eingesetzten, Starburst®-Dendrimeren unterscheiden
sollte.

Dieses neue Konzept der Kombination eines Kohlenhydrat-Kerns mit einer , PAMAM-
Schale” a3t sich synthetisch in zwel Abschnitte unterteilen. Das erste Problem ist die
vollstandige Aminofunktionalisierung eines Saccharides, wobel die erste PAMAM-
Generation moglichst nahe am Zuckerkern aufgebaut werden soll, um den chiralen
Verdiinnungseffekt™ zu minimieren. Die zweite Frage ist, ob sich die sonst gut ablaufende
Synthesesequenz zu PAMAM-Dendrimeren auch auf einen Kohlenhydrat-Core anwenden
lar3t.

Kapitelgliederung

Glucose-zentrierte PAMAM-Dendrimere
FAB-MS und *H-*C-HMBC zur Charakterisierung von Dendrimeren Seite 20

Di- und Trisaccharid-zentrierte PAMAM-Dendrimere
MALDI-TOF zur Charakterisierung von Dendrimeren Seite 29
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Glucose-zentrierte PAMAM-Dendrimere

Fir die Synthese eines zur Synthese von PAMAM-Dendrimeren geeigneten vollstandig

aminofunktionalisierten Glucose-zentrierten Kernmolekils, wurde eine Synthesesequenz aus

{

Perallylierung, Ozonisierung und reduktiver Aminierung untersucht.

CI

Amberlite IR120 O
100°c 1h TBABr, 30% NAOH
o oo 72% - © .
o)
/\/ o}
1) O3, NaHCO3
1) O3, NaHCOg3 CH,Cl, / MeOH 5:1
CH,Cl, / MeOH 5:1 74% | 2y phap
2)PhsP 3) NaBH(AcO)s, THF,
3) Benzylamin, AcOH, Dibenzylamin
H,, Pd-C 51% 4) 1M NaOH
\

N
; O L,
,o S
(0]
(@)
N O\/\N/\© N H N
S ~ U0
2.01 02
98% 78%
NH4HCO,, NH4HCO,, Pd-C
Pd-C, MeOH MeOH

2.03
Abb. 2.3: Synthese des Glucose-zentrierten Pentaamins 2.03.

Um moglichst hohe Drehwerte zu erhalten, wurden die anomererenreinen a-Glucopyranoside

as vorrangige Ausgangsverbindungen verwendet. Die Synthese des anomererenreinen a-
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Allylglucopyranosids gelang, tber eine Fischer-Glycosylierung und anschliefsende mehrfache
Umkristallisation des chromatographisch gereinigten Anomerengemisches aus Essigester. Das
reine a-Glucosid weist einen Drehwert von +152° auf.

Bel der Peralylierung von 1.02 unter den Bedingungen einer Phasentransferkatalyse nach
Nouguier und Mchich erhdt man nach der Aufarbeitung ein nahezu einheitliches Produkt,
mit dem

weil unter diesen Reaktionsbedingungen die Allylierungsgeschwindigkeit

Allylierungsgrad zunimmt, und zwei-, drei- oder vierfach-allylierte Derivate schnell
vollstandig alyliert werden.®® Die nachfolgenden Ozonisierung des Allyl-2,3,4,6-tetra-O-

alyl-a-D-glucopyranosids (1.03) fuhrt

: L ANF > §\
nur zu einem einheitlichen Produkt, wenn g\ © 1,3-Dipolare A(\
L . . . . Cycloaddition
se in einem mit einem Molé&guivalent Priméarozonid
Natriumhydrogencarbonat  pro  Allyl- Retro 1.3 Dipolare
Cycloaddition

gruppe  gepufferten  Dichlormethan- HaC.

. . : g\o/\® RS
Methanol-Gemisch  durchgefihrt  wird, b0

i di (} i 1.3-Dipolare

wobei die Carbonylgruppen Uberwiegend Cycloatdiion ——
als Halbacetale entstehen (Abb. 2.4).5% inCHCl

ads Pentahabacetd

vorliegende Zwischenstufe konnte bereits

Diese nahezu 5 on
é TN 3 oY
0—0 O—0H

im Rahmen der Diplomarbeit isoliert und Sekundar- Hydroperoxid
ozonid Ph3P or MesS

NMR-spektroskopisch  in  D,O as "MPs Me2S 2
Pentahydrat charakterisiert werden. FUr
die weitere Synthese wird die éo/v/o §\ON°MG 5\0/\(0’%6
Pentacarbonylverbindung ohne Reinigung ove on

. . L. Aldehyd Acetal Halbacetal
einer reduktiven Aminierung unterworfen. stabil in D,O setzt MeOD frei in D,O

Der Einsatz von Ammoniak fir die Abb. 2.4 Mechanismusder Ozonolyse der Allylgruppe

reduktive Aminierung schlof3 sich aus, weil dabei Nebenprodukte mit sekundéren und
tertigren Aminfunktionalitéten entstehen konnen. Auch die Verwendung von Benzylamin
fuhrte nicht zu einheitlichen Produkten, weil dabei cyclische Amine durch intramolekulare
Reaktionen als schwer abtrennbare Nebenprodukte gebildet wurden (Abb. 2.5). Zahlreiche
Optimierungsanlaufe fihrten zum Ergebnis, dal3 das Produkt 2.01 um so einheitlicher wurde,
je tiefer die Reaktionstemperatur und da ene Reduktion mit
Natriumtriacetoxyborhydrid® und anschlieRender alkalische Aufarbeitung vorteilhaft ist. Fir

gewdhlt  wird,

die Reinigung der benzylgeschitzten Verbindungen wurde eine Sephadex LH-20
Gelpermeationssaule mit einem Dichlormethan-Methanol-Gemisch (1:1) as Laufmittel
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verwendet. Dabei erhoht das Dichlormethan die Ldodlichkeit fir die benzylierten
Verbindungen und setzt die Adsorbtion der aromatischen Ringe am Sephadex Gelmaterial
herab. Das Methanol setzt die Dichte des Lésungsmittelgemisches herab, so dald das
Gelmaterial auch in offenen Chromatographiesdulen nicht aufschwimmt. Insbesondere in
reinem Methanol wirde der gelchromatographische Reinigungseffekt, Trennung nach
Molekilgrofde oder besser dem Volumen in Lésung, der dazu fiihrt das grof3e Molekile zuerst
eluiert werden, durch einen adsorbtionschromatographischen Effekt Uberlagert werden,
nachdem Molekile um so spéter eluiert werden, je mehr aromatische Gruppen sie enthalten.
Da das strukturperfekte, vollstandig mit Benzylamin umgesetzte Molekil enerseits das
grofte Molekdl ist und anderseits auch die meisten Benzylgruppen besitzt, wirken beide
Reinigungseffekte einander entgegen. Im Dichlormethan-Methanol-Gemisch  wirken
aulerdem noch zusétzlich verteilungschromatographische Effekte, welche schwierig zu
beschreiben sind, jedoch nicht stéren.

Da trotz aler Bemihungen ein kleiner Rest NH2

praktisch nicht abtrennbarer Defektstrukturen im

Produkt verblieb, wurde Dibenzylamin  statt A
Benzylamin unter den optimierten Bedingungen

probiert. Die Befurchtung, dal3 hierbei eine instabile L
Enolzwischenstufe durchlaufen wirde, bewahrheitet

sich nicht, offenbar erfolgt die Reduktion bereits Q
einen Schritt vorher auf der Stufe des Iminium lons. NM
Der optimale Weg fuhrt somit tUber die Umsetzung 2

des Pentacarbonyls mit Dibenzylamin as Amin- Oo >

komponente und Natriumtriacetoxyborhydrid as NC/ H OV\H@
Reduktionsmittel in essigsaurem THF bei -10°C, d NH

wobe die benzylgeschitzte, vollstandig amino- é

funktionalisierte Glucose 2.02 mit 74 % Ausbeute

entstent. Weitere 15 % entfalen auf 2zwel  Apb. 2.5: Nebenreaktionen bei der reduktiven
Nebenprodukte, welche bei der Reinigung an Aminierung
Sephadex LH-20 friher als 2.02 euiert werden und daher vermutlich eine hohere
Molekularmasse besitzen, aber nicht charakterisiert werden konnten.

Die Debenzylierung von 2.01 und 2.02 zu den Pentaamin 2.03 erfolgte durch heterogene,
katalytische Transfer-Hydrogenolyse®® mit Ammoniumformiat als Wasserstoffquelle am Pd-
Katalysator (10 % auf Aktivkohle) in Methanol.** Die Dibenzylamin-Verbindungen |6sen
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sich erst beim Erwarmen in Methanol und sind deutlich reaktionstréger as die mit
Benzylamin erhaltenen Derivate. Da eine zu lange Reaktionszeit zur vollstandigen Zersetzung
des Produktes fuhren kann, die optimale Reaktionszeit aber u. a. von der Aktivitat der
Katalysatorcharge abhéngt, konnen die angegeben Konzentrationen und Reaktionszeiten nur
adlgemeine Orientierungswerte sein. Auf diesem Wege konnte das Pentaamin 2.03
stereochemisch einheitlich, ausgehend von dem Allylglucopyranosid 1.02 in 41 %-iger
Gesamtausbeute hergestellt werden. Das Pentaamin 2.03 stellt einen vielfach derivatisierbaren
Kohlenhydrat-Core dar.

Das Saccharid-zentrierte Polyamin sollte dann zum Dendrimer expandiert werden. Das
Reaktionsduett fur den Aufbau von PAMAM-Dendrimeren, bestehend aus der erschopfenden
Michael-analogen Addition der Aminfunktionen an Methylacrylat, gefolgt von der Aminolyse
der peripheren Ester mit Ethylendiamin zum erneut Amin-terminierten Molektl mit der
verdoppelten Anzahl von Funktionalitdten, lief3 sich mit 2.03 problemlos durchfihren.

Durch die Addition des Pentaamins 2.03 an Methylacrylat konnte das 0.5-Generationen
Hybrid-Dendrimer 2.04 dargestellt werden (Abb. 2.7).

(0]
OMe
MeQ, 4/—<
NH» ; O
0]

2.03 2.04
Abb. 2.7: Synthese eines Glucose-zentrierten PAMAM-Dendrimers der 0.5 ten Generation

Der Strukturbeweis fir 2.04 18 sich eindeutig an Hand des 'H-*C-HMBC-Spektrums
fihren, das mit den *H- und **C-NMR-Spektren auf den Achsen in Abbildung 2.8 abgebildet
ist. Im *H-C-HMBC kénnen nur Kopplungen Uber zwei bis drei Bindungen beobachtet
werden (siehe Kasten 2.1). In Ausnahmefédllen kann es passieren, daR3 direkte Jcy
Kopplungen nicht vollstandig unterdriickt werden, so ist in Abbildung 2.8 die Jy.1c1
Kopplung noch deutlich zu erkennen. Im *H-NMR sind H-1, H-2 und H-4 des Zuckers as
scharfe Multipletts zu erkennen. Sie erscheinen nur im Falle reiner Verbindungen ohne
Strukturdefekte als scharfe NMR-Peaks. Das *C-NMR weist eine fiir Glucosederivate
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typische C1-C3-C2-C4-Peakfolge auf, wobei C-5 und C-6 durch die deutlich voneinander
unterscheidbaren Kohlenstoffe der ersten Methylengruppen der PAMAM-Aste (berlagert
sind.

Im *H-"*C-HMBC-Spektrum ist es moglich, sich ausgehend vom Zucker durch die Aste des
PAMAMSs zu bewegen. So kann man ausgehend vom H-1 den mit dem anomeren Zentrum
verknipften Ast durchwandern. Ausgehend von dem anomeren Proton des Kohlenhydrat-
Kerns bei 4.98 ppm findet man tber einen Cross-Peak bei 68.5 ppm, das Kohlenstoffatom der
ersten Methylengruppe des mit dem anomeren Zentrum verknipften Astes und kann von dort
aus schrittweise diesen PAMAM-Ast durchwandern (Abb. 2.8). Analog kénnen im Prinzip
die anderen Aste identifiziert werden. Je weiter die Kerne vom Kohlenhydrat-Core entfernt

sind, desto enger liegen die entsprechenden Peaks der fiinf analogen Aste beieinander.
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Abb. 2.8: H-¥C HMBC des Glucose-zentrierten PAMAM-Dendrimers der 0.5 ten Generation 2.04

Durch die Aminolyse der Estergruppen in 2.04 mit Ethylendiamin wurde das 1.0-
Generationen Hybrid-Dendrimer 2.05 dargestellt (Abb. 2.9), welches wie 2.03 hygroskopisch
ist. Die erneute Addition an Methylacrylat liefert schliefdlich das 1.5 Generationen Hybrid-
Dendrimer 2.06 mit einer Molmasse von 3258 g/mol, die durch MALDI-TOF bestétigt wurde.
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Abb. 2.9: Synthese des Glucose-zentrierten PAMAM-Dendrimers der 1.5 ten Generation

Die Elementaranalyse liefert gute Ergebnisse, wobel fir das 1.5-Generationen Dendrimer 2.06
mit der Summenformel Ci4sH25/N25Os6 €in C/N-Verhdtnis von 4.98 gefunden (berechnet
5.01) wird. Einen weiteren Beleg fur die Reinheit der Verbindungen stellt die
Anomerenregion im *H-NM R-Spektrum dar, wo bei 4.95 ppm (a-Anomer) bzw. 4.35 ppm (b-
Anomer) das anomere H-1 des Kohlenhydrat-Kerns as scharfes Dublett als einziger Peak
detektiert wird (Abb. 2.12). Bei léngerer Lagerung bel Licht und RT wird aus dem 0.5
Generationen Dendrimer nach einer Retro-Michael-Reaktion Methylacrylat abgespalten, und
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es tauchen neben den Peaks fur Methylacrylat finf neue Dubletts in der Anomereregion auf,
da die Retro-Michael-Reaktion an finf verschiedenen Asten erfolgen kann (Abb. 2.11).

Fur die hier dargestellten Dendrimere 2.04 bis 2.06 sind spezifische Drehwerte zu
beobachten, die mit steigender Generationenzahl abnehmen, wahrend die molaren Drehwerte
grolenordnungsmaliig gleich bleiben. So ermdglichen der hohe Drehwert des Initiatorkernes
2.02 und seine hohe Multiplizitét die Darstellung intrinsisch asymmetrischer Dendrimere mit

beachtlicher Chiralitét und gleichzeitig hohen Mol ekularmassen.

0.021
:

.01

0,004 e
-|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45

Abb. 2.10: Ein Ausschnitt aus dem *H-NMR (400 MHz, D,-MeOH) des b-Anomers von 2.04 (2.04b)kurz nach
der ersten erfolgreichen Synthese eines Glucose-zentrierten PAMAM-Dendrimersim Januar 1997.

Das anomere
o171 | Eswurde Proton H-1 besitzt
1| Methylacrylat fiir jede Defekt-
1 | abgespalten struktur eine

andere chemische

terschi ebung

0.00 |

7!0' o '6!5' o '6!0' o '5!5' o '5!0' T '4!5' o
Abb. 2.11: Ein Ausschnitt aus dem *H-NMR (500 MHz, D,-MeOH) von 2.04b nach etwa einmonatiger
Lagerung bei Raumtemperatur im Sonnenlicht. Die Abspaltung von Methylacrylat (5.8-6.3 ppm) fiihrt zu einem
Verbindungsgemisch, mit Verbindungen deren anomere Protonen jeweils geringfiigig andere chemische
V erschiebungen des anomeren Protons aufweisen (4.2-4.4 ppm).

E H-1 des Struktur-perfekten ]

] a-anomeren 2.04 /
] N

o ——————————
7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5

Abb. 2.12: Die ausgereifte a-Version der Synthese: Ein Ausschnitt aus dem *H-NMR (500 MHz, D,-MeOH) des
0.5 Generationen Dendrimers 2.04, dargestellt nach der optimierten Synthesefolge.
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Es l&3 sich zusammenfassend feststellen, dal? eine Synthesesequenz optimiert wurde, welche
prinzipiell poly-Allyl-modifizierte Zuckerderivate in sehr guter Ausbeute in die
entsprechenden Aminoethyl-modifizierten Derivate wie 2.03 zu Uberfihren vermag. Das
Reaktionsschema zum Aufbau von PAMAM-Generationen ist mit Verbindungen wie 2.03
kompatibel und konnte ebenfalls erfolgreich auf das b-Allylglucopyranosid zur Synthese des
Dendrimers 2.05b angewendet werden. Im experimentellen Teill wird den Nummern der
Verbindungen mit einen b-konfigurierten Glucose-Core zur Unterscheidung von den
Verbindungen mit einem a-konfigurierten Glucose-Core ein b hinzugeftigt. So ist das 1.0

Generationen Dendrimer 2.05b (Abb. 2.13) das b-Anomer des Dendrimers 2.05.

HoN

NH, NH
o) NH,

% HNI

HN

) N 0
HoN
xNH
o

H & h>f¥NH
M
e s

o

oL J k

H2N NH2

H.N—" N

2.05b

Abb. 2.13: Auch die b-konfigurierten, Glucose-zentrierten PAMAM-Dendrimere, wie z. B. 2.05b, wurden
synthetisiert.
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Kasten 2.1:

'H-1BC-HM BC-Auswertestrategien fiir Glucose-zentrierte Verbindungen:

Im *H-C-HMBC-Spektrum konnen nur Kopplungen Uber zwei bis drei Bindungen
beobachtet werden, allerdings miissen diese Kopplungen nicht in jedem Fall sichtbar sein.
Hieraus ergeben sich Strategien, etwa fir die Suche nach C-6. So kann C-6 einerseits im *H-
3C-HMBC eine Kopplung nach H-5 aufweisen (Abb. 2.14 links), anderseits darf es keine
Kopplungen zu den b-H Atomen der Ketten zeigen (Abb. 2.14 rechts).

e ae:
R. HH RO OHH  H/
~C w—C H-C
H‘>7C H H
H N\ _Q 0 H H U \ 0 H 4
H H O/ \ H \ /O\ /\\ H rr"VO (0] /O\ >
W 20N e R pal < R
s Y| O N HH S, 0 H H
R H H l / R H H H/ /
| A | H’,’C \ C
H H H \H
| ! | \
H H
\ [ EY | R
SONs N Ry
~ -— . o

Abb. 2.14: Suche nach C-6 am Beispiel von Verbindung 2.04b

Héaufig beobachtet man im DEPT fiunf Methylengruppen bei 70-68 ppm und eine etwas
abgesetzte Methylengruppe bel z.B. 66 ppm. Hier kénnte man dazu neigen, die Gruppe bei 66
ppm as C-6 zu identifizieren, jedoch liegt im Falle Glucose-zentrierter Verbindungen,
meistens die erste Methylengruppe des Armes am anomeren Zentrum bel niedrigeren Feld als
C-6. Dieses wird in den meisten Fallen durch eine Kopplung von H-1 mit dem
K ohlenstoffatom der ersten Methylengruppe des Armes am anomeren Zentrum in den *H-*3C-
HMBC-NM R-Spektren bewiesen (Abb. 2.15).

b CHR
H'/C
\o AN
HH o,/ 7 -\
RH,C—C H-G TSN
\‘ _ AN
c” 4 o CH,R V!
RH,C— ./  © \ )
¢ A o 4 HH 71
H / ~ ) _ 2/
\ Hre W\ S=Z=2”~
\ H CH.R |
\
\~,/

Abb. 2.15: Im Falle Glucose-zentrierter Verbindungen liegt meistens die Methylengruppe des Armes am
anomeren Zentrum bei niedrigeren Feld al's C-6, was iber *H-*C-HMBC K opplungen gezeigt werden kann.
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Di- und Trisaccharid-zentrierte Dendrimere

Die erfolgreiche Synthese Glucose-zentrierter PAMAM-Dendrimere legte die Vermutung
nahe, diese Ergebnisse konnten auf die Synthese Di- und Trisaccharid-zentrierter Dendrimere
Ubertragen werden. Anders als in den Arbeiten von Stoddart, der Disaccharide als AB;
Bausteine fiir den Aufbau Oligosaccharid-zentrierter Dendrimere benutzt hat (Abb 2.16),"
sollen hier ale Hydroxyl-Gruppen der Kohlenhydrate ausgenutzt werden und wiederum
PAMAM-Dendrimere fir den Einsatz als Transfektionsreagenzien synthetisiert werden.

9 ﬁ@p

Abb. 2.16: Oligosaccharid-zentriertes Dendrimer (Stoddart).

Zu Anfang wurde versucht, die fur die vollstndige Aminofunktionalisierung von Glucose
entwickelte Reaktionssequenz bestehend aus Perallylierung, Ozonisierung, reduktiver
Aminierung mit Dibenzylamin und Debenzylierung auf Raffinose anzuwenden. Wegen der
hohen Polaritét der Raffinose konnte die Perallylierung nicht mehr unter Phasentransfer-
bedingungen durchgefiihrt werden, es wurde daher Natriumhydrid mit Allylbromid in DMF
zur Peralylierung verwendet. Die perallylierte Raffinose 2.08 konnte nach dem fir die
peralylierte Glucose optimierten Protokoll ozonisiert und reduktiv aminiert werden.
Anschlief3end konnte die so synthetisierte Verbindung 2.09 jedoch nicht mehr debenzyliert
werden. Keine einzige der 22 N-Benzylgruppen von 2.09 konnte unter den in der Literatur
beschriebenen Debenzylierungsmethoden abgespalten werden, wobei z.B. Natrium in
flissigen Ammoniak oder auch Ammoniumformiat mit Palladium auf Aktivkohle in reinen
Methanol, sowie in Methanol mit unpolareren organischen Kosolventien ausprobiert wurden.

-29-



Dissertation Michael Dubber

oH OH
0]
HO
OH
(0]
(0] OH
HO -
HO OH Br
OH (0] OH %\/
NaH,
HO DMF
0 (@]
(6]
0 \
v 0] ? ‘
N
0) (0]
/ @] 5 0 o
7 // O/ \/\

\ Q @ 74 % 2.08 \
QN N 1) O, NaHCOj

1 J CHzclz / MeOH 5:1
o) 2) PhgP

N f0) 3) NaBH(AcO)3, THF,
@J \ AcOH, Dibenzylamin
(6] S N

4) 1M NaOH

7 N\
2.09 —
NH NH;
H\O O
HZN/L\ © NH,
o
o | NH
H,N~ N/~ O é 2
HoN
2 /\/\ /O O
o
0 0
J—/ ooj%
HN HzNJ—/ J TN N

2.10 \\L

Abb. 2.17: Die Raffinose-zentrierte V erbindung 2.09 konnte nicht entschiitzt werden.
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Abb. 2.18: Synthese des Trehal ose-zentrierte Oktaamins 2.14.
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Daher wurden ale Versuche zur Synthese des vollstandig aminofunktionalisierten Raffinose-
zentrierten Bausteins 2.10 aufgegeben, um in der verblelbenden Zeit die Eignung von
Trehalose als Initiatorkern fur den Aufbau von Dendrimeren zu untersuchen.

Die Trehalose konnte wie Raffinose einfach mit Natriumhydrid und Allylbromid in DMF
peralyliert, und die peralylierte Trehalose 2.12 ohne Probleme ozonisiert und reduktiv
aminiert werden (Abb. 2.18). Jedoch erwies sich die Debenzylierung der per-N-benzylierten
Verbindung 2.13 mit Ammoniumformiat und Palladium auf Aktivkohle in Methanol als
ungewohnlich problematisch, da es in diesem Fall erheblich schwieriger ist den Punkt
zwischen vollsténdiger Debenzylierung und Zersetzung zu finden, as im Fall der analogen
Glucose-zentrierten Verbindung 2.02. Zahlreiche Versuche endeten mit der vollstandigen
Zersetzung von 2.14. Um so enttduschender war es, als sich zeigte, dal3 zwar das Oktaamin
2.14 so synthetisiert werden konnte, eine erschépfende Addition von 2.14 an Methylacrylat
aber nicht moglich war. Statt der notwendigen 16-fachen Addition an Methylacrylat erfolgte
nur eine ca. 12-fache Addition, d. h. das Trehalose-zentrierte 0.5 Generationen PAMAM-
Dendrimer 2.15 kann auf diesem Weg nur mit starken Strukturdefekten hergestellt werden
kann (Abb. 2.19).

o)
MeOH Y o 0 5 OMe
MeO "™\, . 2

2.15

Abb. 2.19: Das Trehalose-zentrierte Oktaamin 2.14 konnte nicht erschépfend an Methylacrylat addiert werden.
Vier willkirlich gewdahite Methylacrylat-Liganden sind gestrichelt gezeichnet, um das Problem und die
angestrebte Zielstruktur darzustellen.

Da auch der Versuch 2.14 mit p-Isothiocyanatophenyl-a-b-mannopyranosid in Wasser zum
Thioharnstoffcluster umzusetzen®™ nur zu einem strukturdefekten Cluster fuhrte, liegt die
Vermutung nahe, dal3 sterische Probleme fr die Strukturdefekte in 2.15 verantwortlich sind.
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Kasten 2.2

EinfluR von MALDI-TOF-Pré&par ationstechniken

Die einfachste Methode, ein divergent synthetisiertes dendritisches Molekil auf seine

Strukturperfektheit zu Uberprifen, ist die MALDI-TOF-

Massenspektroskopie. Die Aussagekraft von MALDI- Q

TOF-Spektren hangt wesentlich davon ab, wie die Probe Q gN

préapariert wurde. Besonders bei N-Benzyl-V erbindungen, QWNHO O{é ?

wie z.B. 2.16 werden mit vielen Praparationstechniken @J’N%ﬁo N«@

falsche Ergebnisse erhaten. Die Melibiose-zentrierte AN -
. . N S o~

Verbindung 2.16 sollte nach Molecular-Modelling- @8 ve N

Berechnungen eine sterisch  weniger gehinderte

Alternative zur Trehalose-zentrierten Verbindung 2.14 _

Abb.2.20 : Verbindung 2.16

liefern. Sie ergibt genau wie 2.13 saubere FAB-MS- und

ESI-M S-Spektren, jedoch werden mit fast alen Prdparationstechniken, unabhéngig von der

Laserintensitét im linearen- und im Reflektor-Modus MALDI-TOF-Spektren erzeugt, die nur

mit einem statistischen Verlust einzelner Benzylgruppen erklarbar sind.

100

o 4——FFFFF—FF—"—"—"—7—"—
1100 1300 1500 1700 1000 2100 2300 miz

Abb. 2.21: Ein MALDI-TOF-Spektrum von 2.16 mit DHB as Matrix. Obwohl die Verbindung saubere
ESI- und FAB-MS-Spekiren liefert, zeigt das MALDI-Spektrum ein Verbindungsgemisch, welches nur durch
eine statistische Abspaltung einzelner Benzylgruppen erklérbar ist.
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Abb. 2.22: Ein MAL DI-TOF-Spektrum von 2.16 mit nor-Harmane™ als Matrix.
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Abb. 2.23: *C-DEPT-NMR von 2.14. Im **C-DEPT-NMR-Spektrum der vollstandig aminofunktionalisierten
Trehalose besitzen beide anomeren Kohlenstoffatome dieselbe chemische Verschiebung, da sie durch eine
Symmetrieoperation ineinander Ubergefiihrt werden kdnnen.

Wenn jedoch die vollstdndige Addition von 2.14 an Methylacrylat aufgrund sterischer
Probleme miRlungen sein sollte, miifRten strukturelle Anderungen im Molekiil, welche diese
sterischen Probleme mindern, eine vollstandige Addition an Methylacrylat erméglichen. Zur
Losung dieses Problems gibt es zwel Mdglichkeiten, einerseits konnte das Kernmolekil
vergrofert werden und anderseits kénnten die Bindungsarme des Molekils verlangert werden.
Da ein Ersatz der Trehalose durch Melibiose keine Besserung erbrachte, wurde versucht
weitere Methoden zur vollstandigen Aminofunktionalisierung von Trehalose zu untersuchen
(Abb. 2.24). Trehalose ist ein nicht-reduzierender Zucker, und theoretisch kann eine Vielzahl
bekannter Verfahren zur Aminofunktionalisierung ohne die Umwege und Probleme, die sich
normalerweise aus der Existenz eines ungeschitzten anomeren Zentrums ergeben, auf
Trehal ose angewendet werden. So sollte es moglich sein die perallierte Trehalose 2.12 in ein
Oktabromid zu Uberfuhren, welches Uber die Gabriel-Methode in ein Oktaamin tbergefihrt
werden koénnte (Methode C). Weiterhin sollte Trehalose an Acrylnitril addierbar sein, womit
ein zum Oktaamin reduzierbares Oktanitril herstellbar sein sollte (Methode D); und
schliefdlich sollte Trehalose mit geschitzten w-Bromalkylaminen zu einem geschitzten
Oktaamin umsetzbar sein (Methode E).
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Methode A: Methode B: Methode C:
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Abb. 2.24: Evaluierte Methoden zur Synthese vollsténdig aminofunktionalisierter Zucker.

Der Versuch nach der Methode D (Abb. 2.24) durch Addition von Trehalose und Acrylnitril
und anschlief}ender Reduktion der Nitrilgruppen ein Oktaamin herzustellen, war nicht
erfolgreich. Zwar konnte Trehalose nach einer Analogvorschrift von Newkome® an
Acrylnitril addiert werden, aber obwohl zahlreiche Reduktionsmittel, wie z.B. LIAIH(OMe)s,
Rh auf Al,Os, oder LiAlH4 ausprobiert wurden,®® konnte keine einheitliche Reduktion der
acht Nitrilgruppen zu acht Aminogruppen erreicht werden.
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Fir die einheitliche Umsetzung von Trehaose mit einfach oder zweifach Boc-geschiitzten 3-
Brompropylamin (Methode E, Abb. 2.24) konnten keine geeigneten Reaktionsbedingungen
gefunden werden. Bei dieser Methode erfolgt offenbar die nukleophile Substitution durch die
priméren Hydroxylgruppen der Trehalose noch relativ einfach, wéahrend die sekundéren
Hydroxylgruppen sterisch zu stark gehindert sind, um schnell genug zu reagieren. Daher wird

die Eliminierung von HBr zur Hauptreaktion, wobei sich Boc-geschiitzte Allylamine bilden.

1) 9-BBN, THF \\\\
H202 NaOH
2) CBry, PPhg, THF
O (0]
52 %
§/\ O\/\/BI’

Br

\ Br 217
K-PhthN
V E
O

2.19 NH;
Abb. 2.25: Synthese des Trehal ose-zentrierten Oktaamins 2.19.

Ein welterer Weg, ausgehend von peralylierten Zuckern zu Kohlenhydrat-zentrierten

Oligoaminen zu gelangen, besteht darin, nach Hydroborierung die Appel-Reaktion®
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nutzen. So wurde 2.12 nach den in Kapitel 3 beschriebenen optimierten Bedingungen
hydroboriert und dann mit CBr, und PPhs in das Bromid 2.17 Uberfihrt, welches Uber die
Gabriel-Synthese™ in das vollstandig aminofunktionalisierte 2.19 umgesetzt werden kann.
Bereits der erste Versuch mit der Appel-Reaktion zeigte, dal3 sie problemlos auf Polyalkohole
angewendet werden kann. Die erhaltene Ausbeute von 63 % konnte jedoch weder durch eine
Verlangerung der Reaktionszeit noch durch eine Erhthung des Reagenzieniiberschusses
gesteigert werden. Es wurde aber nicht versucht, die Ausbeute durch eine Variation des
molaren Verhaltnisses der Reagenzien zueinander zu optimieren.

Das Oktabromid 2.17 konnte mit Kaliumphthalimid zum Oktaphtalimid 2.18 umgesetzt
werden. Das Oktaphthalimid wurde mit Hydrazin in THF zum Trehalose-zentrierten
Oktaamin 2.19 entschitzt und mit Methanol an Sephadex LH-20 aufgereinigt. Das Oktaamin
2.19 mit Propylamin-Asten kann somit in finf Schritten mit Gesamtausbeute von tiber 20 %
einfach hergestellt werden (Abb. 2.25).

Das Oktaamin 2.19 besitzt langere Arme als 2.14, ist sterisch weniger gehindert und sollte
leichter erschopfend an Methylacrylat addiert werden kdnnen (Abb. 2.26). In den MALDI-
TOF-Spektren, die zur Reaktionsverfolgung angefertigt wurden, konnte dann auch nach der
fur diesen Schritt der PAMAM-Synthese Ublichen Reaktionszeit von 2 Tagen erstmals ein
strukturperfektes Trehalose-zentriertes PAMAM-Dendrimer der 0.5-ten  Generation
beobachtet werden (Abb. 2.26, 2.27). Zunéachst lag noch ein Produktgemisch vor, welches
hauptsachlich aus strukturdefekten Produkten bestand, innerhalb den nachsten 5 Tage konnte
jedoch die langsame quantitative Bildung eines strukturperfekten Produktes mit Hilfe der
MALDI-TOF-MS beobachtet werden (Abb. 2.27-2.29).

O%L ﬁ %I h ojOMe -
. \

MeOH j\A OMe

oo M Q
L Q V

2.20
Abb. 2.26: Synthese des Trehal ose-zentrierten PAMAM-Dendrimers der 0.5-ten Generation 2.20.

MeO
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Abb. 2.27: Synthese von 2.20 durch Addition von 2.19 an Methylacrylat. Die Addition von 2.19 an
Methylacrylat ist sterisch gehindert. Nach der fur diesen Schritt der PAMAM-Synthese typischen Reaktionszeit
von 2 Tagen, sind noch defekte Strukturen zu erkennen, denen ein bis drei der sechszehn Liganden fehlen.
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Abb. 2.28: Synthese von 2.20 durch Addition von 2.19 an Methylacrylat. Nach 5 Tagen ist das strukturperfekte
PAMAM-Dendrimer 2.20 (m/z = 2176.2 [M+H]", 2198.2 [M+Na]", 2214.1 [M+K]") das Hauptprodukt.
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Abb. 2.29: Nach 7 Tagen ist die Addition von 2.19 an Methylacrylat quantitativ abgelaufen und das Trehal ose-
zentrierte PAMAM-Dendrimer der 0.5-ten Generation (2.20) ist strukturperfekt. Es sind nur noch die [M+H]",
[M+Na]" und [M+K]" Peaks von 2.20 zu erkennen.

Im Rahmen diesar Dissertation konnten somit Glucose- und Trehalose-zentrierte

Kernmolekile fur den Aufbau von PAMAM-Dendrimeren synthetisiert werden. Fur den

Einsatz als Transfektionsreagenzien werden fir die Dendrimere Molekilmassen von Uber
10.000 Dalton angestrebt, und die Glucose- und Trehal ose-zentrierten PAMAM-Dendrimere

missen dafir zu bis zur 4-ten bzw. 3-ten Generation aufgebaut werden, bevor sie

biologischen Test zugefihrt werden kénnen.
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Octopus-Glycoside als Kernmolekiile fur die Darstellung

Kohlenhydrat-zentrierter Glycocluster

Inhibitioren der Adh&sion von Escherichia coli an Mannan

Escherichia coli sind 2-6 um lange, teils bewegliche, teils unbewegliche, Gram-negative,
stédbchenformige Enterobakterien (Darmbakterien), die im Verdauungstrakt der Saugetiere
allgegenwartig sind. Ein kleiner Teil der Uber 700 Serotypen von E. coli ist pathogen und
kann Harnwegsinfektionen, Darmerkrankungen sowie Hirnhautentziindung (Meningitis) bei
Neugeborenen ausldsen. Voraussetzung fir die Kolonisation von Epithelgeweben mit E.coli
ist deren Adhésion an Epithelzellen, die mit Hilfe von P- und Typ-1-Fimbrien erfolgt. Wie
molekularbiologische Arbeiten zeigen, hangt die Pathogenitét uropathogener E. coli-Stamme
stark von der Anwesenheit von Typ-1-Fimbrien ab.” Hultgreen konnte die Adhasion von E.
coli Uber Typ-1-Fimbrien an Epithelzellen der Blase elektronenmikroskopisch festhalten und
beobachtete wie E. coli trotz sofortiger Abstol3ung (Exfoliation) infizierter Zellen durch die
Blase in tiefere Gewebsschichten eindringen konnte.”? Biologen haben auf diesen Befund mit
der Entwicklung eines Impfstoffes reagiert, welcher das menschliche Immunsystem zur
Produktion von Antikérpern gegen das Lektin FimH von E.coli anregt.” Von
Kohlenhydratchemikern sind zahlreiche Versuche gemacht worden, um die durch Typ-1-
Fimbrien vermittelte Adhéasion von E. coli mit Zuckern bzw. Glycokonjugaten zu
inhibieren.”* Mit einem Methylmannosid-présentierenden Tricluster konnte Lindhorst die
Adhéasion von E. coli an Meerschweinchenerythrocyten bereits mit einer 10 nM Losung zu 50
% inhibieren, wahrend eine 3500 mM L6sung von Methylmannosid notwendig war, um den
gleichen Effekt zu erzielen.” Durch Clusterung mehrerer Zucker kénnen sich mehrere der fur
sich genommen schwachen Protein-Kohlenhydrat-Wechselwirkungen ausbilden, wodurch
sich in der Summe eine starke Bindung ergeben kann (Clustereffekt),” so daid bereits geringe
Konzentrationen eines Glycoclusters zur Kontrolle von bakterieller Adh&sion ausreichen
konnen. Fur den Einsatz am Menschen mul ein derartiger Glycocluster toxikologisch
unbedenklich sein. Nach einem Wirkzeitraum von mehreren Tagen sollte der Glycocluster
biologisch vollstandig und ruckstandlos abgebaut werden. Um diesen Anforderungen zu
genugen, sollen nur Etherverkntipfungen bzw. O-glycosidische Bindungen verwendet werden,
um ausgehend von dem Monosaccharid Glucose, den Disacchariden Melibiose und Trehal ose

sowie dem Trisaccharid Raffinose Mannose-prasentierende Cluster aufzubauen.
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ADHESION INHIBITION
Abb. 3.1: Glycocluster kénnen die Adhasion von Bakterien an Zellen verhindern (Th. K. Lindhorst 1996).
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Glucose-zentrierte Glycocluster

Glycocluster mit variablen Bindungslangen

Zuerst wurde Glucose Uber eine Perallylierungs-Hydroborierungssequenz in ein Octopus-
Glycosid Uberfthrt, welche als Matrix fur eine vollstandige Glycosylierung dienen soll. Die
peralylierte Glucose 1.03 wurde, wie im Kapitel Uber die Synthese Glucose-zentrierter
PAMAM-Dendrimere beschrieben, unter Phasentransferkatalyse aus Allyl-a-D-gluco-
pyranosid hergestellt. Um bei der Hydroborierung eine quantitative Anti-Markownikoff-
Addition an ale Allylgruppen zu erhalten, wurde 1h mit 9-BBN in THF unter Ruckfluf3
gekocht. Das Hydroborierungsreagenz 9-BBN besitzt eine im Vergleich zu normalen Boranen
wesentlich hohere, praktisch quantitative Anti-Markownikoff Selektivitét und ist zudem so
stabil, daid es bei +78°C eingesetzt werden kann.”” Der Pentaalkohol 3.01 ist so unpolar, da
er sogar in Dichlormethan |6dlich ist. Anderseitsist der Pentaalkohol aber deutlich polarer als
das 1,5-Octandiol, welches bei der oxidativen Aufarbeitung mit H,O,/NaOH aus 9-BBN
entsteht, so dal? 3.01 leicht an Kieselgel gereinigt werden kann.

; i

H
i o 1) 9-BBN, THF, 1h, D Q
> (0]
O = (0]
/\/ o) (l) 97% 0
//J X HOJ\/ fo O _~_OH
HO
1.03 3.01
OBz
OBz
BzO -0
RO quant.
RO /O BzO
\ 302 (o) CC|3
RO

O/ (@]
RO
RO OR or NaOMe, 3.083R=8Bz
OR O- MeOH
RO OR  82% 3.04 R=H

Abb. 3.2: Synthese Glucose-zentrierter Glycocluster
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Fir den Glycosylierungsschritt, galt es eine Methode zu finden, mit der ein sterisch
Uberfrachteter  Polyalkohol ohne  Nebenreaktionen am  Polyakohol-Core  (den
Glycosylakzeptor) glycosyliert werden kann. Dabei wurde ein hoher Glycosyldonor-
UberschuR antizipiert. Die bekannten Glycosylierungsverfahren setzen verschiedene
Zuckerderivate wie Acetate, Glycosylbromide, Glycale, Thioglycoside, Sulfoxide oder
Trichloracetimidate al's Glycosyldonoren ein (Abb. 3.3).”

o o) o
T e
B

O.__CCly

WO WO WO
Ro/\/ﬁ RO/‘ﬁ@ ROM
@0 "R Y

NH
Abb. 3.3: Haufig verwendete Glycosyldonoren

Bei der Glycosylierung mit Glycosylacetaten beobachtet man bel ener zu langen
Reaktionszeit eine Zersetzung der Produkte und meist nur relativ niedrige Ausbeuten. Uber
die Glycal-Methode hat Danishefsky viele anspruchsvolle Oligosaccharide synthetisiert,
hierbel wurde jeweils ein Glycal regioselektiv epoxidiert und anschlief3end regioselektiv
gedffnet.”® Da der Grad der Regioselektivitat im Glycosylierungsschritt von der Wahl der
Schutzgruppen abhangt, erscheint die Danishefsky-Methode hier als eher ungeeignet. Dal3
aber einfache Tricluster nach der Glycalmethode synthetisiert werden kdnnen zeigte Patch
1997.% Die weitverbreitete Methode der Glycosylierung mit Thioglycosiden® wurde hier nur
einmal, allerdings ohne Erfolg ausprobiert und dann zu Gunsten der Imidat-Methode fallen
gelassen. Die neuere Methode tiber Glycosylsulfoxide nach Kahne® wurde im Rahmen dieser
Dissertation nicht ausprobiert.

Verschiedene Glycosylierungversuche nach der Imidat-Methode®® mit Benzyl-, Acetyl- und
Benzoyl-geschitzten Mannosyltrichl oracetimidaten am Glucose-zentrierten Pentaalkohol 3.01
zeigten, dal3 mit dem Benzoyl-geschitzten Imidat 3.02 eine vollstandige Glycosylierung in
Dichlormethan erzielt und der hierbei entstehende Benzoyl-geschiitzte Pentacluster 3.03
einfach an Kieselgel von Nebenprodukten befreit werden kann (Abb. 3.2). Da die
Glycosylierung eines Armes an dem relativ kleinen Core-Molektil 3.01 die
Glycosylierungsgeschwindigkeit der anderen Arme nicht beschleunigt, sondern im Gegentell
jeden nachfolgenden Glycosylierungsschritt ungiinstig beeinflufd, ist die letzte d.h. hier die
funfte Glycosylierung, der am stérksten sterisch gehinderte und langsamste Schritt. Die
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Glycosylierungsreaktion ist mit einer funfstufigen Synthese zu vergleichen, bei der wegen der
Empfindlichkeit der Zucker keine drastischen Reaktionsbedingungen zur Erzielung einer
hohen Ausbeute anwendbar sind. Da Imidate unter den Lewis-sauren Reaktionsbedingungen
nur fUr eine begrenzte Zeit stabil sind, kann auch durch eine Verlangerung der Reaktionszeit
Uber 12h hinaus kein vollstéandiger Umsatz erzwungen werden. Jedoch wurde durch die
Erhohung der Konzentration in der Reaktionsldsung der Umsatz verbessert. Fir den Glucose-
zentrierten Cluster 3.03 verlauft die Glycosylierung um so erfolgreicher, je konzentrierter die
Reaktionslosung ist. Optimal ist eine geséditigte Losung des Imidates mit 10 mg/ml
Pentaalkohol, wobei zusitzlich ein groRer UberschuR des Imidates einen vollstandigen
Umsatz beziiglich des Cores bewirkt.

Der Glucose-zentrierte Cluster 3.03 konnte bel Raumtemperatur in CDCl; NMR-
spektroskopisch vollstandig charakterisiert werden, wobel sich der Einflul3 des chiralen Kerns
auf die funf Mannosereste in unterschiedlichen Verschiebungen fir die einzelnen
Ringprotonen und Ringkohlenstoffe der einzelnen Mannosereste bemerkbar macht (Abb. 3.4
und Abb. 3.5).

E ™ 5 H- 5H-2

3 of > T oen - S5H-1pq
0.9 §
E E SH-3a

glc
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0.4 3
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8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0

Abb. 3.4: 'H-NMR-Spektrum des Glucose-zentrierten Glycoclusters 3.03. Die Protonen der fiinf Mannose-
liganden unterliegen dem chirden EinfluR des Glucose-Kerns und besitzen unterschiedliche chemische
V erschiebungen.

Die Entschitzung zum Pentacluster 3.04 erfolgte tUber Nacht mit Natriummethanolat in

Methanol, die Neutralisation mit Amberlite IR 120 und die Abtrennung des

Benzoesauremethylesters an Sephadex LH-20. Bel dem entschiitzten Cluster 3.04 besitzen
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vier der funf H-1-Protonen Mannoseliganden die gleiche Verschiebung, was auf die grof3ere

Beweglichkeit der polaren Verbindung in Methanol zurtickzufthren sein dirfte.

ALt A
160 150 140 130 120 110 100 20 80 70 60 50 40 30
(ppm)

Abb. 3.5: *C-NMR-Spektrum des Glucose-zentrierten Glycoclusters 3.03. Die fiinf anomeren K ohlenstoffatome
der funf Mannoseliganden unterliegen dem chiralen Einfluld des Glucose-Kerns und besitzen unterschiedliche
chemische Verschiebungen.

Das fur die Synthese von 3.03 notwendige benzoylierte Imidat 3.02 wurde analog
Literaturvorschriften hergestellt, jedoch wurden fur die letzten beiden Schritte wesentliche
Verbesserungen erreicht.

OH OBz
OH BzCl, OBz
HO -Q Pyridin _ B0 -Q
H - B
o OH — 20 OBz
3.05 3.06

66.78 % | HNMe-EtOH,

Pyridin
OBz OBz
OBz CCI5CN, OBz
BzO -Q - CHaCly BzO -
BzO 97 % BzO OH
O. _CClg
3.02 TN(H 3.07

Abb. 3.6: Synthese des benzoylierten Imidates 3.02

Nach der Perbenzoylierung unter Standardbedingungen®* erfolgt die  anomere

Debenzoylierung. Wahrend die anomere Deacetylierung mit vielen Reagenzien einfach
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durchzufthren ist, sind insbesondere fir die anomere Debenzoylierung von Mannose, vielfach
mehrtagige Reaktionszeiten oft in Verbindung mit geringen Ausbeuten beschrieben.®® Daher
wurde die Debenzoylierung mit dem aus toxikologischer und arbeitstechnischer Sicht
attraktiveren Reagenz Dimethylamin® durch Variation der Temperatur, des Lésungsmittels,
der Konzentrationen und der Verfahrensweise optimiert, wobel ein Weg gefunden wurde,
3.07 in 3 Stunden mit bis zu 78 % Ausbeute herzustellen. Hierfir wird das
Mannoseperbenzoat (3.06) vollsténdig in Pyridin gelost und 1.5 Stunden mit 5.6 M
ethanolischer Dimethylaminldsung gertihrt. Zur Aufarbeitung wird die Reaktion mit Toluol
gestoppt, dreimal mit kaltgesattigter Natriumchloridiésung gewaschen und an Kieselgel
gereinigt (Abb. 3.6). Dimethylamin in Ethanol kann auch as Reagenz zur anomeren
Debenzoylierung oder Deacetylierung anderen Zucker, wie z.B. Glucose und Galactose
verwendet werden, wobel dann THF das geeignetere Ldsungsmittel ist und sich die
Reaktivitétsreihenfolge AcsGlc = AcsMan < AcsGal << BzsGlc < (BzsMan) << BzsGa
ergibt.

Im letzten Schritt, der Imidatbildung mit Trichloracetonitril, konnte die Ausbeute durch eine
einfache Verlangerung der Reaktionszeit von 3 auf 12 Stunden von 75 %°" auf 97 %
gesteigert werden (Abb. 3.6).

Optimale Glycocluster-L ektin-Wechselwirkungen kénnen sich nur ergeben, wenn die Spacer,
welche die biologisch aktiven Zucker an das Kernmolekil binden, eine dafiir geeignete Lange
besitzen. Neuere Beispiele hierfir sind die Arbeiten von Kretzschmar, der Sialyl-Lewis X zur
Inhibition von E- und P-Selektinen tiber Spacer variabler Lange geclustert hat,?® und Schuber,
der Leberzellen mit Galactoseclustern variabler Spacerlange ansteuerte.®

Im vorliegenden Fall konnen zwei verschiedene Wege beschritten werden, um Glycocluster
einer bestimmten Spacerlénge aufzubauen. Zum einen kdnnen unterschiedlich lange w-Brom-
akanole oder w-Bromalkylglycoside an einen Glucose-Kern oder Polyalkohol wie 3.01
gebunden werden und zum anderen kann die peralylierte Glucose durch die Anwendung
zweier unterschiedlicher Kettenverlangerungsverfahren in Polyalkohol-Kernmolekile mit
bestimmter Spacerlange tbergefuihrt werden, welche anschlief3end glycosyliert wirden.

Fir das zuletzt genannte Verfahren bietet sich neben der Peralylierungs-Hydroborierungs-
Sequenz eine Peralylierungs-, Ozonisierungs, Reduktions-Sequenz als alternativer
Verlangerungsschritt an. Durch die Kombination beider Sequenzen kann die Kettenlénge des
Polyalkohol-Kernmolekiils  beliebig eingestellt werden. Ein  Kernmolekil vom
(GIC)[(CH2)gOH]s-Typ wie 3.10 kann man z.B. herstellen (Abb. 3.7), wenn man beide

Sequenzen jeweils einmal auf Glucose anwendet. Die pentaallylierte Glucose 1.03 kann nach
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der Ozonisierung einfach mit NaBH; zum Pentaalkohol 3.08 reduziert werden. Bel
Verwendung von Natriumborhydrid auf Aluminiumoxid vereinfacht sich die Aufarbeitung, da
kein Uberschiissiges Natriumborhydrid zerstért werden mul3 und das Reagenz einfach Uber
Kieselgel abfiltriert werden kann. Durch die Perallylierung von 3.08 mit Natriumhydrid und
anschlief3ender Hydroborierung mit 9-BBN konnte der Pentaalkohol 3.10 mit 6-Hydroxy-3-
oxa-hexyl-Armen synthetisiert werden (Abb. 3.7).
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\/\ 1) O3/ NaHCO3
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\ ° 54%
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VO/\/ H O\/\O/\/
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—
2) NaOH, H,0, H
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Abb. 3.7: Synthesekonzept fir Glycocluster mit variabler Spacerlange.
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Durch die Glycosylierung von 3.10 mit dem benzoylierten Mannosyltrichloracetimidat 3.02 in
Dichlormethan konnte der Cluster 3.11 synthetisiert werden (Abb. 3.8). Offensichtlich
bedingt durch die Polyetherketten, kommt es bei den Verbindungen 3.09, 3.10 und 3.11 zu
grof3en Ausbeuteverlusten bei der Reinigung an Kieselgel.

Wihrend in den *H-NMR-Spektren des benzoylierten, Glucose-zentrierten Glycoclusters 3.03
mit Propyl-Armen noch ein deutlicher Einflul3 des Glucose-K ernmolekiils auf die chemischen
Verschiebungen der Protonen der Mannoseliganden feststellbar war (Abb. 3.4), ist in den *H-
NM R-Spektren des benzoylierten Glycoclusters mit 3-Oxa-hexyl-Armen kein chiraler Einfluf3
des Glucose-Kernmolekiils auf die anomeren Protonen der Mannoseliganden mehr feststellbar
(Abb. 3.9).

(0]
OBz RO O %
OBz
BzO -0 RO 0o
RO 2
O

o}
BzO | \\\
RO
3.02 [e) CClg
g 01 RO OR
NH o Q OR
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TMSOTY, CH,Cl, P o ©
71% o O/\/\O H O\/\O/\/\O
RO-! o)
RO K//
RORO o}
Q NaOMe, 311 R=Bz
RO~ MeOH, THF
RO quant. 3.12 R=H
OR
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Abb. 3.8: Synthese des Glycocluster 3.12 mit 3-Oxa-hexyl-Armen.

Der benzoylierte Cluster 3.11 konnte nach dem fir die Entschiitzung Di- und Trisaccharid-
zentrierter  Glycocluster optimieren zweistufigen Protokoll, bestehend aus einem
Entschitzungsschritt mit methanolischen Natriummethanolat in THF und der anschlief3enden
vollstdndigen Entschitzung mit Natriummethanolat in reinem Methanol, quantitativ
entschitzt werden. Der entschitzte Glucose-zentrierte Glycocluster 3.12 weist keinerlel
Struktur-Defekte auf (Abb. 3.10).
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Abb. 3.9: *H-NMR-Spektrum des benzoylierten Glycoclusters 3.11.
T ai
- el 1523 .8
| | ——
— m n
| 0 —Lf*".J".—.‘Jr.L" sl oo
1523 1528 mfz
1100 1300 1500 1700 mfz

Abb. 3.10: MALDI-TOF-Massenspektrum des Glycoclusters 3.12.
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Oligosaccharid-zentrierte Glycocluster

Trehalose-, Mélibiose- und Raffinose-zentrierte Glycocluster

Genau wie bel den Kohlenhydrat-zentrierten Dendrimeren sollte auch bei den Kohlenhydrat-
zentrierten Glycoclustern, die Synthese Trehalose- und Raffinose-zentrierter Cluster
untersucht werden, wobel wiederum keine anderen Heteroatome als Sauerstoff fur die
Verknipfung der Zuckerepitope mit dem Core-Mol ekl verwendet werden sollten.

Bel der Anwendung der Peralylierungs-Hydroborierungs-Sequenz auf Trehalose und
Raffinose (Abb. 3.11 und 3.12) mufte wie bei den Dendrimersynthesen berichtet, wegen der
hohen Polaritét der Zucker die Phasentransfer-katalysierte Perallylierung durch eine Reaktion
mit Natriumhydrid/Allyloromid ersetzt werden. Die Hydroborierung der peralylierten
Trehalose und Raffinose zu 3.13 bzw. 3.16 verlauft genauso, wie bei der peralylierten
Glucose. Der Oktaalkohol 3.13 und der Undecaalkohol 3.16 sind jedoch viel polarer as 3.01
und kdnnen nur unter sehr grofem Ausbeuteverlust mit Magnesiumsulfat getrocknet werden.
Sie wurden daher mit Methanol an Sephadex LH-20 entwassert und vom Oktandiol, dem
Nebenprodukt der Hydroborierung, befreit.
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Abb. 3. 11 Synthese Trehal ose-zentrierter Glycocluster
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Abb. 3.12: Synthese Raffinose-zentrierter Glycocluster

Die Mannosylierung der Okta- und Undecaalkohole 3.13 und 3.16 erwies sich a's schwierig,
weil diese Alkohole zu polar waren, um wie 3.01 in Dichlormethan umgesetzt werden zu
koénnen. Es muldten daher neue Reaktionsbedingungen fir die vollstandige Glycosylierung
dieser polareren Alkohole gefunden werden, wobei alle denkbaren Probleme der
Glycosylierung, die Orthoesterbildung, der Bruch der interglycosidischen Bindungen und die
inkomplette Glycosylierung der 8 bzw. 11 Alkoholarme beobachtet wurden (Abb. 3.13).
Glicklicherweise wurde die haufig as Nebenreaktion beobachtete Wanderung von
Benzoatgruppen zum Glycosylakzeptor hier nicht beobachtet,®® trotzdem waren 25

Glycosylierungsexperimente notwendig, um die Reaktionsbedingungen zu optimieren.
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Nach dem sich 3.13 und 3.16 als in Dichlormethan unléslich erwiesen hatten wurde ihre
Glycosylierung mit benzoylierten Glycosylimidaten in Acetonitril probiert. Hierbei wurde nur
eine unvollstdndige Glycosylierung erreicht, jedoch waren diese teilweise glycosylierten
Produkte nun in Dichlormethan l6slich, was einen zweiten Glycosylierungsschritt der
tellweise glycosylierten Produkte in Dichlormethan erméglichte. Bei der Variation der Lewis-
Saurekonzentration und des Ligandeniberschusses zeigte sich, dal3 eine im Vergleich zu der
Glycosylierung von 3.03 oder den weiter unten beschriebenen Glycosylierungen von
Pentaerythrit-Derivaten ca. funfzigmal hohere Lewis-Saurekonzentrationen, sowie ein
grolerer Imidattberschuld notwendig waren, um en nahezu enheitliches, vollstandig
glycosyliertes Produkt zu erhalten. Eine weitere Erhéhung der Saurekonzentration erwies
sich, genau wie en dritter Glycosylierungsschritt zur Vervollstdndigung der
Funktionalisierung, als ungunstig. Zur Reinigung der Glycocluster wurde eine absichtlich
grob-geschnittene Vorreinigung mit Methanol-Dichlormethan 1:1 an Sephadex LH-20
durchgefthrt, gefolgt von einer Renigung an Kieselgel mit enem enfachen
Losungsmittelgradienten. Da 3.14 und 3.17 unter diesen Bedingungen die unpolarsten
Verbindungen auf der Kieselgelsdule sind, kénnen die Cluster am Schlul® mit einem relativ
stark polaren L ésungsmittelgemisch quantitativ von der Saule gewaschen werden.

Es war damit gelungen, mit einer zweistufigen Glycosylierung, zuerst in Acetonitril und nach
erfolgter Reinigung in einen zweiten Glycosylierungsschritt in Dichlormethan relativ
strukturperfekte Verbindungen vom Typ 3.14 und 3.17 herzustellen. Jedoch war der Grad an
Perfektion ganz offensichtlich von weiteren Parametern abhangig, denn verschiedene
Wiederholungsversuche lieferten unterschiedliche Ergebnisse und bel der Entschiitzung zeigte
sich besonders in den MALDI-TOF-Spektren, dal3 die in 2 Stufen hergestellten Glycocluster
einen variablen Anteil von Orthoestern aufwiesen, welche zusammen mit den
Benzoatgruppen wahrend der Entschitzung abgespalten wurden. Interessanterweise deuten
erste biologische Tests zur Inhibition von E. coli an Mannan mit diesen, doch relativ stark
strukturdefekten Verbindungen vom Typ 3.15 und 3.18 eine gute biologische Aktivitét an, die
denen der strukturperfekten Cluster 3.15 und 3.18 nicht nachstehen.

Waéhrend der bereits relativ unpolare Cluster 3.04 noch nach Zemplén mit Natriummethanol at
in Methanol entschiitzt werden kann, missen 3.14 und 3.17 zuerst in THF gelost und mit
methanolischer Natriummethanolat 1h gertihrt werden, bevor nach dem Abziehen des
Losungsmittels Uber Nacht in reinem Methanol mit zusétzlichem Natriummethanolat eine
vollstdndige Entschiitzung erreicht werden kann. Zum Neutralisieren der Entschitzungs-
reaktion wird stark saures Amberlite IR-120 von Fluka eingesetzt, welches die saurelabilen
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Orthoestergruppen vollstandig spaltet. Der Orthoesteranteil 183t sich somit aus den MALDI-
TOF-Spektren durch den Vergleich des Glycosylierungsgrades des ungeschiitzten und des
entschitzten Clusters ablesen.

Um reproduzierbar strukturperfekte Cluster zu erhalten, wurde versucht, den ersten
Glycosylierungsschritt, die Vorglycosylierung in Acetonitril, durch Verringerung der
verwendeten Lésungsmittelmenge zu optimieren. Uberraschenderweise ergab sich hierdurch
eine starke Verringerung des Glycosylierungsgrades. Mit 45 mg 3.13 in 10 ml Acetonitril
wurden nur durchschnittlich 2.5 der 8 Arme von 3.13 glycosyliert, obwohl fir die
Glycosylierung von 3.01 in Dichlormethan eine Konzentration von 10 mg Core/ml

L 6sungsmittel fur optimal befunden worden war.

Orthoester-Bildung

- Zu geringe Lewis-Saure
Konzentration
- ZU geringe Temperatur

BZ% \o /3’20 0Bz
\\ ] ,/BZO%@Z
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BzO- HO
ir \\L I \,i’< O
OH J—< -~
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oBz OBz

o
BzO-
BzO
OBz
BzO
BzO
BzO OBz

BzO

unvollstdndige Reaktion Bruch
- zu hohe Core-Konzentration - zu hohe Lewis-Saure-
- zu geringer Donoruberschuf3 Konzentration

- zu hohe Temperatur

Abb. 3.13: Die Einfluf¥faktoren fur die Oligo-Mannosylierung mit Imidaten in Acetonitril
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Konsequenterweise wurde die Glycosylierung anschlief3end in immer verdinnterer
Acetonitril-Losung durchgefihrt, und dabel zeigte sich, dal3 bereits mit enem
Glycosylierungsschritt in stark verdinntem Acetonitril mit <0.1 mg 3.13 oder 3.16 pro ml
Acetonitril eine vollstdndige Umsetzung aller 8 bzw. 11 Arme mdglich ist. Die in dieser nun
wieder enstufigen Glycosylierung synthetisierten Glycocluster wiesen einen sehr stark
schwankenden Anteil von Orthoestern auf, die sich auch in enem zweiten
Glycosylierungsschritt in Dichlormethan nicht umlagern lief3en.

Es wurden daher alle moglichen Reaktionsparameter erneut Uberprift, wobei dem Ansatz
regelmaldig Reaktionsproben entnommen wurden, von denen ein Teil grob an Kieselgel
gereinigt und entschitzt wurde. An Hand der Massenspektren der geschitzten und der
entschitzten Proben wurde dann der Orthoesteranteil in den Clustern als Funktion der Zeit
bestimmt. Aus den hierbei gewonnenen Daten ergibt sich, da eine Verlangerung der
Reaktionszeit zu keiner Verringerung bzw. Umlagerung des Orthoesteranteils fuhrt, und dal3
eine Erhdhung der bereits hohen Lewis-Saurekonzentration ebenfalls zu keiner Verringerung
bzw. Umlagerung des Orthoesteranteils fihrt. Genauso fuhrte eine stérkere Verdinnung zu
keiner Verringerung des Orthoesteranteils. Jedoch wurde der letzte und entscheidende
Reaktionsparameter gefunden als die Reaktionstemperatur verandert wurde. Eine Erhéhung
der Temperatur bewirkt eine deutliche Verringerung des Orthoesteranteils. Falls die
Reaktionstemperatur jedoch zu hoch gewahlt wird, kommt es genau wie bel einer zu hohen
L ewis-Saurekonzentration, zum Bruch der interglycosidischen Bindungen (Abb. 3.15).

Die Reaktionsverfolgung der Glycosylierungsreaktionen konnte nur mit Hilfe der MALDI-
TOF-Spektroskopie durchgefiihrt werden, da die Protonen und Kohlenstoffe der
Kernmolekile wie H-1g. und C-1g. einer sehr grofen Zahl anderer Protonen und
Kohlenstoffe der Liganden gegentiberstehen und entweder Uberlagert werden oder sogar in
strukturperfekten Clustern schwer detektierbar sind (Summenformel von 3.17: CyasH3540126).
Die *C-NMR Spektren der Cluster wurden mit bis zu 200.000 Scans, d. h. 5 Tagen Mefizeit
am Bruker DRX 500 NM R-Spektrometer aufgenommen.

Um Reaktionsproben ohne Aufreinigung am MALDI-TOF-Gerd mit reproduzierbaren,

nahezu quantitativ auswertbaren Ergebnissen vermessen zu kénnen, ‘ X

wurden verschiedene Matrizes und MALDI-TOF Praparations- NN

H
techniken untersucht. Nor-Harmane® erwies sich als optimal geeignet Abb. 3.14: nor-Harmane
fur diese Zwecke. Die geschitzten Cluster wurden in THF, oder wenn stérende Matrix-
Adukte beobachtet wurden, auch in Aceton unter Zusatz von Natriumiodid nach den pre-mix

Verfahren prépariert. Eine Bestimmung des Orthoesteranteils ist theoretisch auch tber die
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Messung des optischen Drehwertes moglich, da die geschitzten Cluster mit
Orthoesterbindungsanteilen deutlich negativere Drehwerte besitzen as strukturperfekte
Cluster, jedoch ware hierfir eine zeitintensive vollstandige Aufreinigung der Reaktionsproben

notvvendig und eine quantitative Aussage nicht moglich gewesen.

OAcC

OH AcO /\/OH NaOMe 3.21R =Ac
O MeOH
AZO NaOAc BF3-Et,0, CH,Cl, RO 99% 3.22 R =H
67 % 43A)
AcO
o AcO o
NaH, DMF
69% . _Br
=
Ho SN 07 o X0 o
o& 1) 9-BBN, THF, 1h, D o&
2) NaOH, H,0
Ho—/ ol <2 22 and o |
o~ 0
74
=0 Q
/\/O O
O
3.23 o
|
0

MeOH-THF
quant.

NaOMe, ( 325 R=Bz
3.26 R=H

Abb. 3.15: Synthese des Melibiose-zentrierten Glycoclusters

Das Syntheseprotokoll zur Synthese Kohlenhydrat-zentrierter Cluster konnte auch erfolgreich
auf peralylierte Méelibiose 3.23 angewendet werde (Abb. 3.15), welche urspringlich in der
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Absicht synthetisiert wurde, einen gegenuber Trehalose sterisch weniger gehinderteres

Disaccharid-Core-Molekdl zur Verfiigung zu haben.

a.i
a..
——
2500 Coe
20 = w0
O P L R
[ T e e
| 1500 T L L7 W T
1000
1500
500
1000
o A
—
5456 5461 5466 5471 miz
500

1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 SO000 5500 miz

Abb. 3.16: MALDI-TOF-Spektrum von 3.25 mit nor-Harmane als Matrix.

Die MALDI-TOF-Massenspektren der benzoylierten Glycocluster 3.15 und 3.25 werden trotz
der hohen Molmasse dieser Cluster noch vollstandig isotopenaufgel0st (Abb. 3.16). Fir die
Aufnahme der NMR-Spektren der Oligosaccharid-zentrierten Glycocluster waren jewells
relativ lange Mefizeiten notwendig. So wurde das *C-DEPT-NMR-Spektrum des
entschiitzten Melibiose-zentrierten Clusters 3.26 in Abbildung 3.18 mit 200.000 Scans
aufgenommen.

Die unterschiedlichen interglycosidischen Bindungen in dem Trehalose-zentrierten
Glycocluster 3.14 (Abb. 3.11), dem Raffinose-zentrierten Glycocluster 3.17 (Abb. 3.12) und
dem Mélibiose-zentrierten Glycocluster 3.25 (Abb. 3.15) erweisen sich as unterschiedlich
stark temperaturempfindlich. Die Fructose-Glucose a(1® 1)-Bindung in dem Raffinose-
zentrierten Glycocluster 3.17 scheint die instabilste interglycosidische Bindung zu sein,
wéhrend die a(1® 6)-Bindungen in dem Melibiose-zentrierten Glycocluster 3.25 bzw.
zwischen der Galactose und der Glucoseeinheit im Raffinose-zentrierten Cluster 3.17 die

stabilsten der untersuchten interglycosidischen Bindungen sind. Die unterschiedliche
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Stabilitdt der interglycosidischen Bindungen fihrte bel einem Versuch der Synthese von 3.17
bei +80°C zu der ausschliefdichen Bildung einer "strukturdefekten”, um m/z 59 leichteren

Variante 3.27 des Melibiose-zentrierten Glycoclusters 3.25 mit einem fehlenden Spacer in der

1-Position (Abb. 3.17).
OH OH
Hox\ -

/
HO 0 \/\/OH
OBz 3.16
OBz OH
BzO -0
BzO
| 80°C, 2h
3.02 OYCCIS
NH
TMSOTf, ACN V
BzO
BzO

OBz

OBz
OBz OBZ
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H/ OBz
OW\\O ’gﬁf OBz
BzQ /O (o) \/\/O
o OBDBZ

Wl "o
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3.27 é
o.
BzO o
BzO OBz _
OBz O- Die Cluster 3.27 und 3.25

BzO unterscheiden sich. 3.27 fehlt
BzO 0Bz 5.5 der Spacer in 1-Position

Abb. 3.17: Die interglycosidischen Bindung des Raffinose-zentrierten Clusters bricht bei 80°C.

Bei Glycosylierungen in Acetonitril mufd immer Uberprift werden, ob tatsachlich das
gewlnschte Anomer dargestellt wurde, weil Nitrile die intermediar gebildeten
Pyranosylkationen so koordinieren kénnen, dald selektiv ein bestimmtes Anomer gebildet
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wird. R. R. Schmidt et al. haben diesen Nitrileffekt dazu benutzt, bei tiefen Temperaturen
selektiv b-Mannoside herzustellen.”* Bei den hier verwendeten hohen Temperaturen ist keine
Bildung von b-Mannosiden zu erwarten, trotzdem wurde dies NMR-spektroskopisch
Uberprift. Die dquatoriale Orientierung von H-2 in Mannose, bzw. die axiale Orientierung der
OH-Gruppe in 2-Position filhren dazu, dai die *J(H-1, H-2)-Kopplung fir a-Mannoside und
b-Mannoside im *H-NMR nahezu identisch sind, so daR die Kopplungskonstante des
anomeren Protons nicht zur Unterscheidung der Anomeren benutzt werden kann. Die
anomere Konfiguration kann jedoch mittels der J(C-1,H-1)-Kopplung im gated-decoupled
13C-NMR ermittelt werden. Im Falle der Verbindung 3.26 liegt sie bei 168 Hz, was einen
Beweis fur die a-Konfiguration der Mannoseliganden 3.26 darstellt. Fir a-konfigurierte
Mannoside wurden in der Literatur J(C-1,H-1)-Kopplung von 164-168 Hz gemessen, wahrend
b-Mannoside J(C-1,H-1)-K opplungen von 152-155 Hz aufwiesen.*

L L AL I o i o e R R R R R
100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

Abb. 3.18: *C-DEPT-NM R-Spektrum des Melibiose-zentrierten Clusters 3.26
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Synthese O-glycosidischer Tri- und Tetra-Mannosecluster
Pentaerythrit als Kernmol ekl

Fur den Aufbau von Tri- und Tetraclustern ist es naheliegend Pentaerythritderivate als
Kernmolekll zu verwenden. Pentaerythrit ist bereits mehrfach fir den Aufbau von
Glycoclustern benutzt worden, welche z.B. as Nahrungsmittelzusatz,®® als Hapten zur
Entwicklung von Anti-Tumorimpfstoffen® oder auch als Inhibitoren fiir Bakterien oder
Enzyme wirken sollten.®

Fir die Synthese des Pentaerythritclusters 3.29 (Abb. 3.19) sind zwel Wege denkbar.
Einerseits konnte wie in den vorangegangen Abschnitten mit einer Perallylierungs-
Hydroborierungs-Sequenz der Tetraalkohol 3.30 als Kernmolekil hergestellt und dann
glycosyliert werden. Anderseits konnte ein Hydroxypropylglycosid mit dem Tetrabromid des
Pentaerythrits umgesetzt werden.

AN f%

%\Lgszg 7\ OH OH
\

% 0 o M J
KL CCI
BnO BnO OH 3J—/ 3.30

NH HO OH

Abb. 3.19: Retrosynthetische Zerlegung des Pentaerythrit-zentrierten Clusters 3.29.

>

Wie in der Habilitationsarbeit von Thisbe K. Lindhorst beschrieben, kann der Pentaerythrit-
zentrierte Cluster 3.29 ausgehend vom Tetrabromid des Pentaerythrits unter drastischen
Bedingungen mit 30 Stunden RiickfluR und einem achtfachen UberschulR des Alkohols mit
einer Ausbeute von 62 % synthetisiert werden.® In dieser Habilitationsarbeit wurde auch
versucht 3.29 Uber die Glycosylierung des Tetraalkohols mit acetylierten Mannosylimidat zu
erhalten, wobel jedoch sowohl mit TMSOTf as auch mit BFs-Etherat als Katalysator

lediglich Tetraorthoester in guter Ausbeute isoliert werden konnten, die sich nicht zu einem
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O-glycosidisch verknipften Tetracluster umlagern lief3en. Die Orthoesterbildung ist sowonhl
durch die hohe sterische Hinderung als auch durch die hohe Stabilitdt des Acyloxoniumions
fiir Zucker mit manno-Konfiguration begiinstigt.” Acetylierte Orthoester sind im *H-NMR
einfach an der Hochfeldverschiebung von H-2 (ca. 4.6 ppm) und H-5 (ca. 3.7 ppm) sowie der
Orthoacetyl-CH3-Gruppe (1.78 ppm) erkennbar. Hier soll nun versucht werden das zur
Synthese Glucose-zentrierter Glycocluster wie 3.04 und 3.12 entwickelte Glycosylierungs-

protokoll zur Lésung dieses Orthoesterproblems einzusetzen.

OR' OR'
N ~" 1) 9-BBN, THF, 1h, D H\ J)
Br ) , , 1h,
P IO J/ 2) NaOH, H,0,

OH OH -

TBAB, 30%NaOH 3) Acz0, Pyridin NaOMe — 3.33 R=Ac
w —_— _ D MeOH C
\ 59% \ 87% quant. 3.30 R=H

OH OH

o] (@]
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3.31 3.32 J j\
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RQ OR OR  NaOMe 3.34 R=Bz
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\ o
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TMSOTF, CH,Cl,

NH
92%

Abb. 3.20: Synthese des Pentaerythrit-zentrierten Clusters 3.29.

Bei der Anwendung der in den vorhergehenden Abschnitten entwickelten Perallylierung,
Hydroborierungssequenz auf Pentaerythrit (3.31) konnte die Peralylierung mittels
Phasentransferkatalyse genau wie bei 1.03 durchgefiihrt werden,® jedoch war der nach der
sich anschlief3enden Hydroborierung vorliegende Tetraalkohol 3.30 nicht so einfach
saulenchromatographisch zu reinigen wie der entsprechende Glucose-zentrierte Alkohol 3.01.
Wie in vielen anderen literaturbekannten Fallen,®® stellt auch hier die Abtrennung des aus 9-
BBN entstehenden Octandiols ein Problem dar. Statt auf das Disiamylboran as
Hydroborierungsreagenz auszuweichen, wurde einfach ein Acetylierungs-Deacetylierungs-
Umweg beschritten und statt 3.30 das acetylierte 3.33 sdulenchromatographisch an Kieselgel
gereinigt (Abb. 3.20). Bel der anschlieffenden Glycosylierung mit benzoyliertem
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Mannosyltrichloracetimidat in Dichlormethan unter den fur 3.03 optimierten Bedingungen
zeigte sich en starker Einflul der Lewissdurekonzentration auf das Ergebnis der
Glycosylierung. Mit 0.5 Promille TMSOTTf in der Reaktionsldsung bildetet sich wieder ein
Tetraorthoester, mit 5 Promille TMSOTf in der Reaktionslésung bildetet sich jedoch der
strukturperfekte Tetracluster 3.34. Dieser lief3 sich dann genau wie 3.03 einfach unter
Zemplén-Bedingungen mit anschlief3ender Reinigung mit Methanol an Sephadex LH-20
entschitzen.

In etwa zeitgleich wurde 3.29 auf einem &hnlichen Weg von einer englischen Gruppe
hergestellt.® Die hier vorgestellten Synthesen sind etwas spéter als die Ergebnisse dieser

Gruppe zusammen mit biologischen Tests veroffentlich worden.*®
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Abb. 3.21: 'H-NMR Spektrums des benzoylierten Pentaerythrit-zentrierten Clusters 3.34.

Das *H-NMR-Spektrum von 3.34 zeigt ein Peakmuster fiir die Benzoatgruppen, welches den
Spektren einfacher Benzoat-geschitzter Monosaccharide entspricht, genau wie man es fir
einen Cluster mit symmetrischem Core erwartet (Abb. 3.21).

Mit 3.35 (Abb. 3.22) steht ein Trialkohol zu Verfligung, der einem Pentaerythrit mit einer
fehlenden Hydroxygruppe entspricht und daher nicht so stark sterisch gehindert ist, wie das
Pentaerythrit. Das bereits von Thisbe Lindhorst Uber eine Perallylierungs-Hydroborierungs-
Acetylierungs-Deacetylierungs-sequenz  aufgebaute Core-Molekil 3.37 konnte nach
demselben Verfahren wie 3.30 glycosyliert und zum Tricluster 3.38 umgesetzt werden,
wel cher wiederum nach Zemplén zu 3.39 entschiitzt wurde (Abb. 3.22).
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Da fir die Glycosylierungen von 3.30 und 3.37 grof3e Imidatliberschiisse eingesetzt wurden
ohne eine Optimierung dieser Uberschilsse vorzunehmen, ist nicht eindeutig zu sagen,
welcher der anfangs genannten Synthesewege der bessere Weg ist. Jedoch kénnen mit den
benzoylierten Imidaten die Orthoesterprobleme umgangen und die beiden Cluster 3.29 und
3.39 einfach in der fur biologische Tests notwendigen Menge hergestellt werden.
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Abb. 3.22: Synthese des Triclusters 3.39.
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Sandwich-EL1SAs mit Tri- und Tetra-M annoseclustern

Inhibition der Adhasion von E. coli an Mannan

Der Begriff ELISA (Enzym Linked Immuno Sorbend Assay) faldt eine Vielzahl
unterschiedlicher Tests zusammen, in denen ein farbentwickelndes Enzym mit Hilfe
immunologischer Techniken an eine zu bestimmende Substanz gebunden wird. Uber die
Farbintensitét, welche das farbentwickelnde Enzym (z. B. eine Phosphatase) mit einem
geeigneten Substrat (z. B. p-Nitrophenylphosphat) in einem bestimmten Zeitraum entwickelt,
kann anschlief3end eine quantitative Bestimmung der so markierten Substanz erfolgen.
Kralmann-Wenzel und Ehlers vom Forschungszentrum Borstel (Schleswig-Holstein)
optimierten einen kompetitiven Sandwich-ELISA, der dazu geeignet ist, zu bestimmen, wie
gut Mannosecluster die Adh&sion von E. coli-Bakterien an Mannan inhibieren. Dieser ELISA
wurde auf ale in der vorliegenden Arbeit synthetisierten Glycocluster angewendet, jedoch
sind die Standardabweichungen der eigenhandig gemessenen [Cso-Werte fur die
Kohlenhydrat-zentrierten Cluster zum Zeitpunkt der Abgabe dieser Dissertationsschrift noch
zu hoch, um as verlddich zu gelten. Es werden daher nur die von Kralmann-Wenzel
gemessen Testergebnisse fur die Cluster 3.29 und 3.39 vorgestellt und diskutiert.

Im ELISA wird die Konzentration an E. coli-Bakterien nach dem Sandwich-ELISA-Prinzip
mit Hilfe von zwel Antikorpern (AK) bestimmt. Hierbel bindet ein anti-FimA-Antikorper
vom Hasen an den Hauptbestandteil der E. coli-Fimbrien, und ein Peroxidase-konjugierter
anti-Hase-Antikorper der Ziege bindet wiederum an den anti-FimA-Antikdrper. Die
Peroxidase oxidiert ein definierte Menge ABTS zu einem griinen ABTS-Radikal.'™* Da die
Antikorpertberschiisse jeweils vorher weggewaschen wurden, ist die dadurch erreichte

Farbintensitét der adhérierten E. coli-Konzentration proportional.

2 NH4

038 Peroxidase
\C[ - Ij C[ - jj
+ H0;
-2 H0
-2 NH3
ABTS gruner Farbstoff

Abb. 3.23: Die ABTS-Farbreaktion

Im ELISA-Test werden zuerst E. coli-Bakterien zusammen mit dem Cluster, der die Adhésion
der Bakterien verhindern soll, Uber Mannan inkubiert. Je besser der Cluster die Adh&sion von
E. coli an Mannan inhibiert, desto weniger Bakterien aus der Losung adhérieren an Mannan,
desto mehr Bakterien werden weggewaschen und desto geringer ist die Farbintensitét, welche
die anschlieffend in mehreren Schritten immunologisch angekniipfte Peroxidase mit dem
Substrat ABTS produziert.
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ELISA (Kralmann-Wenzel, fur E. coli)
(Mikrotiterplatte mit Mannan beschichten)
1) mit Glycocluster und E. coli inkubieren Substrat
(inhibierte E.coli wegwaschen) (ABTS)
2) mit Antikorper 1 (AK 1) gegen FimA inkubieren

(nicht gebundenen Antikorper wegwaschen) ' -
3) mit Enzym-konjugierten AK 2 inkubieren | Farb-entwickelnde Farb-entwickelnde
(nicht gebundenen Antikorper wegwaschen)| ~ Peroxidase Peroxidase

4) Substrat zugeben und gebundene Mikrobe Arti- Anti-
Uber eine Farbresaktion quantifizieren Korper 2 Korper 2
Antikorper Antikorper Antikorper

gegen E. coli gegen E. coli gegen E. cali

Glycocluster FHmA FHmA FHmA

1) Mannan 2) Mannan 3) Mannan 4) Mannan

Abb. 3.24: Eine schematische Darstellung des kompetitiven Sandwich-ELISA nach Krallmann-Wenzel und
Ehlers zur Inhibition der Adhésion von E. coli an Mannan

Fur die Tests wurde der genetisch modifizierte E. coli-Stamm HB101 benutzt, der mit dem
Plasmid pPKI4 transfiziert wurde. Dies fuhrt zu Bakterien, die Typ-1-Fimbrien als einzige Pili
exprimieren und folglich fir die hier angestrebten Untersuchungen zur Mannose-spezifischen
bakteriellen Adhésion ideal geeignet ist.

a-D-Methyl- 3.29 3.39
mannosid (tetravalent) (trivalent)

|Cso [MM] (Assay 1) 3000 125 125
|Cso [MM] (Assay 2) 3500 15 12,5
|Cso [MM] (Assay 3) 4000 11 24
|Cso [MM] (Assay 4) 2500 12 16

durchschnittlicher 1Cso [MM] 3250 12.63 16.25
Standardabweichung 645.5 54 1.7
RICso 1 257 200
valenzkorrigierter RICso 1 64 67

Tabelle 3.1: Die Ergebnisse der ELISA-Versuche fir die Glycocluster 3.29 und 3.39 verglichen mit
Methylmannosid
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Die Cluster 3.29 bzw. 3.39 inhibieren die Adh&sion von E. coli an Mannan 257 bzw. 200 mal
besser als a-Methylmannosid. Vaenzkorrigiert liegen die RICso-Werte der Glycocluster 3.29
und 3.39 nur geringfligig Uber den Werten fir Methylmannosid, daher kann davon
ausgegangen werden, dal3 der Glycocluster nicht mehrere Kohlenhydrat-erkennende Doménen
(CRDs) Uberbriicken kann und es zu keinem Clustereffekt hinsichtlich der inhibitorischen
Potenz von 3.29 und 3.39 kommt. Angesichts der relativ kleinen Grof3e der untersuchten
Cluster ist es wahrscheinlich, dal3 ein Teil der jeweiligen Verbindung lediglich in einer
K ohlenhydratbindungstasche gebunden wird, ohne dal? es zur gleichzeitigen Wechselwirkung
mit mehreren CRDs auf den Fimbrien kommt. Die im Vergleich zu Methylmannosid
geringfligig hohere inhibitorischen Potenz von 3.29 und 3.39 kann man sich an Hand der u. a
von Kiessling'® vorgeschlagenen Modelle (Abb. 3.25) verdeutlichen. Wenn ein Glycocluster
mit seinen Mannoseresten nicht mehrere Kohlenhydrat-erkennende Doménen erreichen kann,
so kann er trotzdem bessere Bindungseigenschaften als Methylmannosid besitzen, wenn er
eine zusdtzliche lipophile Interaktion eingehen kann, oder einfach nur, weil er die lokale

Mannosekonzentration an der Kohlenhydrat-erkennenden Doméane erhoht.

Fdl 1: der Cluster bindet an mehrere CRDs Fdl 2: der Cluster bindet an eine CRD und ene
zusitzliche lipophile Bindungsstelle

s B

Fal 3: der Clugter hat zu kurze Armefir die Bindung an zwe oder mehrere CRDS,
erhoht aber die lokale Konzentration an einer CRD.

Abb. 3.25: Wenn ein Glycocluster mit seinen Mannoseresten nicht mehrere Kohlenhydrat-erkennende Doménen
(CRDs) erreichen kann (Fall 1), so kann er trotzdem bessere Bindungseigenschaften als Methylmannosid

besitzen, wenn er eine zusétzliche lipophile Bindung eingehen kann (Fall 2), oder einfach nur weil er die lokale
Mannosekonzentration an der CRD erhoht (Fall 3).
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Glycocluster fir Immunbindungsassays

Die as biologische Informationstréger dienenden Kohlenhydratstrukturen liegen in der Natur
as Glycokonjugate mit Lipiden oder Proteinen vor. Oft eignen sich Glycolipide oder andere
Kombinationen von Kohlenhydraten mit unpolaren Resten besser zur Inhibition der Adhé&sion
von Viren und Bakterien als nicht-konjugierte Kohlenhydrate, da sie verschiedenartige
Bindungsdoménen gleichzeitig ansprechen konnen, wobei gleichzeitig Kohlenhydrat-
spezifische und unpolare Wechselwirkungen ausgenutzt werden.’® So kann der HIV-1-Virus
(AIDS-Virus) mit dem Galactosylsphingolipid (Abb. 4.1) sowie dessen einfacheren und

Wasser-6dichereren Mimetika inhibiert werden.!*
on /" P PN N
o HN
o. & X
— \/\‘/\/\/\/\/\/\/\/

OH

HO

Abb. 4.1 Sphingolipid der Galactose
Sialinsduredendrimere, die einen, mit Hilfe der kombinatorischen Chemie optimierten Antelil,

unpolarer Reste présentieren, sind wirkungsvollere Inhibitoren der Influenza-Adhasion as
reine Sialinsauredendrimere.'®

Die Bindung von Kohlenhydraten an Biotin-, Fluoreszenz- und photolabile Marker eroffnet
vielfaltige Anwendungsmdglichkeiten in Immunbindungsassays.’® Von Lee wurden kiirzlich
Photoaffinitétssensoren vorgestellt, welche aus einem Oligosaccharid, einem photoreaktiven
Linker und dem Antigen Digoxin bestehen (Abb. 4.2). Wenn dieser Sensor im Dunkeln mit
L ektinen umgesetzt wird, bindet der Oligosaccharid-Teil an das Lektin und sobald nach einer
bestimmten Inkubationszeit mit UV-Licht bestrahlt wird, bildet der photoreaktive Linker eine
stabile Bindung zu Aminosduren des Lektins aus. Das Lektin ist somit nach der Bestrahlung
Uber ein stabile kovalente Bindung mit dem Digoxin-Antigen markiert und kann mit Hilfe
von anti-Digoxin-Antikorpern z.B. affinitdtschromatographisch isoliert, gereinigt, identifiziert
und quantifiziert werden.*%’

Durch die Verknipfung von Kohlenhydraten mit Immunogenen konnen spezifische
Antikorper erzeugt werden, wodurch bel der Prasentation geeigneter Kohlenhydrat-Liganden
Impfstoffe zuganglich sind.'®® Funktionalisierte Glycocluster kdnnen mit Farbstoffen markiert
werden, um Bindungsvorgange einfacher qualitativ und quantitativ beschreiben zu kénnen.
Auch der Einsatz funktionalisierter Glycocluster in der Affinitéts-Chromatographie bietet

viele Moglichkeiten.'®
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Abb. 4.2: Photoaffinitatssensor "glycoprobe" (Y. C. Lee)
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Synthese funktionalisierter Glycocluster

Synthese funktionalisierter Glucose-zentrierter Glycocluster

Fur die Synthese eines funktionalisierten Glycoclusters wurden zwei Wege beschritten. Zuerst
wurde eine lineare Synthese ausgehend von Glucose durchgefuhrt und danach wurde
versucht, einen Weg zur Synthese funktionalisierter Glycocluster Uber die Spaltung des
Trehal ose-zentrierten Clusters 3.14 zu finden (Abb. 4.3).

Abb. 4.3: Schematische Darstellung der Synthesewege zur Synthese funktionalisierter Glycocluster.

Fir die von Glucose ausgehende Synthese konnte auf eine aufwendige Schutzgruppenchemie
verzichtet werden. Unter Verwendung des langen Spacers Bromhexanol und der
Durchfihrung der Reaktionen unter milden Bedingungen konnte der funktionalisierbare
Cluster 4.10 ausgehend von Glucosepentaacetat 4.01 in acht Schritten synthetisiert werden
(Abb. 4.4).

Literaturbekannt ist die Verwendung von Hexylamin-Spacern mit Azido-Schutzgruppen,**°

! oder Trichloracetyl-Schutzgruppen,**?

Benzoxycarbonyl (Z oder Cbz)-Schutzgruppen,™
wobel die so funktionalisierten Kohlenhydrate z.B. Uber Peptidbindungen mit der Carboxy-
gruppe der Asparaginsdure an Peptide gebunden und so zu multivalenten Glycomimetika
umgesetzt werden konnten. Alle drei genannten Schutzgruppen wirden jedoch vermutlich

mindestens eine der hier geplanten Reaktionen nicht Uberstehen. So kénnte die Cbz- bzw. Z-
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Schutzgruppe bel den hohen verwendeten TM SOTf-K onzentrationen abgespalten werden, die
Trichloracetyl-Schutzgruppe wiirde die basische Allylierung nicht Gberstehen.

OAcC

AcO ~—0Q
AcO OAc

OAc
4.01

.

HO 405 R =Br
e
f/_\ 4.06 R=Njg
OBz
OBz
RO 0
BzO
RO ? z \

3.02 OTCCb

RO
NH
o) (@]
RO
RO\ \\L o
0 (0]
RO o //)O

4.07 R=Bz, X=Br

o. 0 9
408 R=H, X=B
RO OR h C '
RO OR o—/ OR
RO —OR ) 4.09 R=H, X=Nj
RO ! C

4.10 R=H, X=NH,

Abb. 4.4: (a) BF5-Et,0, 6-Bromhexanol, CH,Cl,, 36 %. (b) NaOMe, MeOH, quant. (c) Allylbromid, NaOH,

TBABT, rt, 42 %. (d) 9-BBN, THF, 54 %. (€) NaNs, DMF, quant. (f) TMSOTF, CH,Cl,, 95 %. (g) NaOMe,
MeOH-THF, 94 %. (h) NaNs, DMF, 97 %. (i) Hy, Pt-C, 96 %.
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Im ersten Schritt wurde Glucosepentaacetat mit Bromhexanol unter BF;-Etherat-Katalyse
umgesetzt,"™ um nach der Deacetylierung unter Zemplén Bedingungen das ungeschiitzte
Bromhexylglycosid 4.03 zu erhaten. Im n&chsten Schritt wurde 4.03 unter
Phasentransferbedingungen, wie sie schon zur Synthese der perallylierten Glucose 1.03
eingesetzt wurden, peralyliert. Dain diesem Fall nur das Allylbromid, nicht aber das primére
Bromid am Aglycon (Tether) reagieren sollte, mufden die Reaktionstemperatur und die
Reaktionszeit auf 20°C bzw. 3.5 Stunden herabgesetzt werden, womit dann fir 4.04 allerdings
nur noch eine Ausbeute von 42 % im Vergleich zu 72 % bei der perallylierten Glucose 1.03
erreicht werden konnte. Auch bei der nachfolgenden Hydroborierung mufdte die Reaktions-
temperatur von +78°C, die bei die Hydroborierung der peralylierten Glucose 1.03 und der
peralylierten Trehalose 2.12 hohe Ausbeuten gewahrleistet hatte, auf +20°C erniedrigt
werden, um Nebenreaktionen zu minimieren. Wahrend der oxidativen Aufarbeitung zum
Tetraalkohol 4.05 ist zu beachten, da mit NaOH/H,O, ene der mdglichen
Eliminierungsreaktionen von 9-BBN-Br schneller ablaufen wird as die Oxidation zum
Alkohol (Abb. 4.5).1*

e

B

N QW agp I

. @OH 3 OH
NaOAc / Hy0, OH NaOH / H,0, OH

- 4 B(OH)3 -3 B(OH)3
Y OH Y
HO } HO
\ o) \ 0
& AN
0 O~ Br 0] 0
Ho— /O Ho— //JO
o 4.05 o

Abb. 4.5: Nebenreaktionen bei der Hydroborierung
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Diese Nebenreaktion kann weitestgehend unterdriickt werden, wenn statt der 3 M Natron-
lauge eine 3 M Natriumacetatl 6sung verwendet wird und diese langsam, zeitgleich mit der 30
%-igen Wasserstoffperoxidl6sung zum Ansatz getropft wird.

Der Tetraalkohol 4.05 wurde mit NaN3 in DMF in das Azid 4.06 Uberfdhrt, um for
verschiedene Glycosylierungsreaktionen ein Kernmolekil zu erhalten, welches mit einer als
Azidgruppe maskierten Aminogruppe funktionalisiert ist. Fir die Glycosylierung von 4.06
wurden zuerst die fur die Synthese des Glucose-zentrierten Glycoclusters 3.03 optimierten
Glycosylierungsbedingungen probiert. Uberraschenderweise ergaben sich aus der
Anwesenheit der Azidgruppe, der b-Konfiguration des anomeren Zentrums und der Grof3e des
Spacers zusdtzliche Probleme. Genauso wie bei der Synthese von 3.03 behindert jede
Glycosylierung eines Armes sterisch die Glycosylierung der anderen Arme des Azid-
funktionalisierten Tetraalkohols 4.06. Daher ist der letzte Glycosylierungsschritt der
langsamste und sterisch am stérksten gehinderte Glycosylierungsschritt. Der Spacer erweist
sich dabel as so volumings, dal3 die Orthoesterbildung dhnlich wie bei der Glycosylierung
des Pentaerythrit-zentrierten Kernmolekils 3.34 auch in Dichlormethan as Ldsungsmittel
stark favorisiert ist. Da benzylierte Glycosylimidate, die keine Orthoester bilden kénnen, hier
wegen der Empfindlichkeit des Zucker-Cores nicht eingesetzen werden kdnnen, war es ein
gluckliches Ergebnis, dafld eine Umlagerung der Orthoester mdglich war. Allerdings bewirkt
die hierfir notwendige hohe Lewissdurekonzentration nach mehreren Stunden eine
Anomerisierung der b-glycosidischen Bindung zum Spacer und Uberraschenderweise auch
eine, nicht ndher untersuchte Nebenreaktion der Azidgruppe, obwohl die Azidgruppe
normalerweise unter den Bedingungen der Glycosylierung mit Imidaten inert ist. Diverse
Versuche, eine geeignete Reaktionszeit und Saurekonzentration zu finden, bel der eine
vollstandige Umlagerung aller Orthoester abgeschlossen ist, die Azidgruppe und b-
Verkntipfung aber noch intakt sind, waren nicht erfolgreich. Da die Azidgruppe offenbar eher
as das anomere Zentrum angegriffen wird, wurde versucht, entsprechende
Reaktionsbedingungen fir den Bromhexyl-funktionalisierten Tetraalkohol 4.05 zu finden. Die
priméare Bromidfunktion von 4.05 erwies sich als hinreichend inert, so dal3 es nur galt eine
Reaktionszeit zu finden, bei der eine vollstandige Umlagerung aller Orthoester abgeschlossen
und die b-Verknipfung noch intakt ist. Bel einer Reaktionszeit von 6 Stunden, mit 0.02 %
TMSOTT in Dichlormethan gelang es, den mit einem priméren Bromid funktionalisierten
Cluster 4.07 in nahezu quantitativer Ausbeute zu synthetisieren. Die vollstandige Umsetzung
aler Arme wird wieder durch einen grofRen Uberschul® an benzoyliertem Mannosylimidat

erreicht. Bei einer testweisen Reduzierung des Donor-Uberschusses um 50 % zeigte sich
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keine Veranderung der NMR-Spektren, jedoch wurde ein sehr kleiner Defekt-Peak mit nur 3
Mannoseliganden im MALDI-TOF-Spektrum sichtbar.

_ BzO
] z0 O
b Ausschnitt aus dem *H-NMR Spektrum von 4.07
= . . BzO
0.251 (beinhaltet eine Spur CH,Cl,) BzO o
] o] o ?
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Abb. 4.6: Ausschnitt des *H-NM R-Spektrums des funktionalisierbaren benzoylierten Glycoclusters 4.07.
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Abb. 4.7: *H-NM R-Spektrum des funktionalisierbaren benzoylierten Glycoclusters 4.07.

Es wurden keine weiteren Versuche zu Optimierung des notwendigen Imidat-Uberschusses

gemacht, da das Imidat in grof®en Mengen verfligbar war. Schliefdlich kann jede Optimierung
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nur relativ zur Genauigkeit einer Anaysemethodik gesehen werden. Ein nach NMR-
Spektroskopie reiner Glycocluster wirde einen kleineren Glycosylimidatiberschuld erfordern,
als ein Glycocluster der auch nach MALDI-TOF-Massenspektroskopie as rein angesehen
werden kann.

Der mit einem priméaren Bromid funktionalisierte Glycocluster 4.07 konnte nach der fir den
Trehalose-zentrierten Glyccluster 3.15 optimierten Methode entschiitzt werden, d.h. in 2
Schritten unter Zemplén-Bedingungen zuerst in THF/Methanol, dann in Methanol, wobei der
entstehende Benzoesduremethylester wiederum an Sephadex LH-20 abgetrennt wurde. Nach
der Umsetzung von 4.08 mit NaN3 in DMF zum Azid 4.09 wurde erfolgreich mit Wasserstoff
an Pd-C zum aminofunktionalisierten Cluster 4.10 reduziert, wahrend Versuche einer

Reduktion mit Ammoniumformiat und Pd-C bei Raumtemperatur zur Zersetzung fihrten.

HO_O
HO
HO o

HO o o 4.09R= N3
f PPh3 (

4.11 R= N=PPh3

HO H,0 C
HO ek ) OH 410 R= NH,

Abb. 4.8: Die Staudingerreaktion zur Reduktion von 4.09 ist nicht praktikabel, da das Phosphinimin 4.11 zwar
schnell gebildet wird, die Hydrolyse von 4.11 aber extrem langsam verlauft.

Bel ener fehlerhaft durchgefiihrten Hydrierung zeigte sich, da3 eine unzureichende
Wasserstoffzufuhr  zur Bildung von Spuren eines Dimers von 4.10 mit sekundarer
Aminofunktion fuhrt. Als Alternative zur katalytischen Hydrierung wurde die Staudinger-
Reduktion™® des Azids 4.09 probiert (Abb. 4.8). Bei einem ersten Versuch, bei dem die
Reaktion ohne Schutzgas in einem Wasser/THF-Gemisch durchgefuhrt wurde, konnte in den
MALDI-TOF-Massenspektren nach 2 Tagen ene vollstdndige Umsetzung zum
Phosphinimins 4.11 beobachtet werden, welches jedoch nur sehr langsam zum Amin 4.10
hydrolysierte. Die Reaktion wurde deshalb mehrere Wochen welter geriihrt. Dabei setzte sich
das Phosphinimin bevorzugt zum Harnstoffderivat 4.12 um (Abb. 4.9). Diese Reaktion ist
bereits 1921 von Hans Staudinger beschrieben worden und mit der Reaktion von zwei
Phosphiniminen mit CO, zu einem Carbodiimid, welches sofort zum Harnstoffderivat
hydrolysiert wird, erklart worden. Obwohl sich der interessante Glycocluster 4.12 nach dieser
Methode mit einer Ausbeute etwa 50 % herstellen &3, wirde man im Bedarfsfal
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praktischerweise zur Synthese von 4.12 den schnelleren Weg Uber die Kupplung von 4.10 mit
Di-succinimidyl-carbonat (DSC)™® beschreiten, wobei man vermutlich auch eine hohere

Ausbeute erhalten wiirde.
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Abb. 4.9: Die Reduktion des Azido-funktionalisierten Glycoclusters 4.09 unt:rOStaudi nger-Bedingungen liefert
4.12 a's Hauptprodukt.

Um eine schnellere Hydrolyse des Phosphinimins zu erreichen, wurden mehrere
Testreaktionen mit  6-Azidohexyl-b-D-glucopyranosid  durchgefihrt, wobei  sich
Dichlormethan/M ethanol-Gemische als besonders vorteilhafte Losungsmittel erwiesen. Aber
auch in diesem Ldsungsmittelgemisch konnte danach mit dem Phosphinimin 4.11, weder
durch Saure-, noch durch Basenzusatz, oder durch Temperaturerhtéhung eine hinreichend
schnelle Hydrolyse erreicht werden. Interessanterweise konnte auch umgekehrt mit 6-
Azidohexyl-b-D-glucopyranosid unter den Synthesebedingungen, die zur Bildung von 4.12
gefuhrt hatten, keine Harnstoffbildung beobachtet werden. Da keine Reaktionsbedingungen
zur quantitativen Reduktion der Azid-Funktion in 4.09 gefunden werden konnten, wurde fir
die weiteren Synthesen wieder die katalytische Hydrierung mit Wasserstoff an Pd-C

verwendet, um den aminofunktionalisierten Cluster 4.10 herzustellen. Zuvor sollte jedoch
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noch die zweite Methode zur Synthese von 4.10, die Methode zur Synthese von 4.10 Uber
eine Spaltung des Trehal ose-zentrierten, Benzoyl-geschitzten Glycoclusters 3.14, evaluiert
werden (Abb. 4.3).
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Abb. 4.10: Versuche zur Synthese funktionalisierter Cluster Uber die Spaltung des Trehalose-Coresin 3.14. Die
Reaktionen wurden nur mit Hilfe des MALDI-TOF-Massenspektrometers verfolgt und nicht aufgearbeitet.

Aufgrund von Literaturdaten™” sowie der Probleme mit der Spaltung der interglycosidischen
Bindung wahrend der Synthese des benzoylierten, Trehal ose-zentrierten Glycoclusters 3.14,
lag die Annahme nahe, dal3 eine kontrollierte Spaltung von 3.14 zu 4.13 einfach machbar sein
sollte (Abb. 4.10). Es zeigte sich jedoch, dal3 3.14 gegeniber allen beschriebenen
Spatmethoden, die auf der Verwendung von wéaldiger TFA und organischen Kosolventien

wie THF oder Acetonitril beruhen, auch bel erhdhter Temperatur inert ist.
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Um doch noch eine Spaltung des Trehalose-zentrierten Glycoclusters 3.14 zu erreichen,
wurden Varianten ausprobiert, die den Glycosylierungsmethoden dhnlicher sind, wo die
Spaltung as unerwiinschte Nebenreaktion aufgetreten war. Eine Umsetzung von 3.14 mit
BFs-Etherat und einer Spur Wasser in Dichlormethan fuhrte zur schnellen vollsténdigen
Zersetzung von 3.14. Als jedoch in ener testweisen, nur Uber MALDI-TOF-
M assenspektroskopie verfolgten Umsetzung Methanol statt Wasser verwendet wurde, konnte
das Methylglycosid 4.14 als Hauptprodukt erhalten werden (Abb. 4.10). Um einen
funktionalisierbaren Glycocluster zu erhaten, wurde dann versucht 3.14 mit Bromhexanol zu

spalten (Abb. 4.11).
BzO

BzO_O
BzO o
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3.14 B20 \
65% /&, B
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BzO OBz 4.07(a/b Gemisch)

BzO
Abb. 4.11: Synthese funktionalisierter Cluster Uber die Spaltung des Trehalose-Coresin 3.14

Bel der Umsetzung des Trehal ose-zentrierten Glycoclusters 3.14 mit Bromhexanol und BFs-
Etherat in Dichlormethan zeigte sich, dal3 die interglycosidische Bindung in 3.14 einfach
unter Bildung des funktionalisierbaren Glycoclusters 4.07 selektiv gespaten werden kann.
Jedoch erfordert die Reaktion extreme Bedingungen. Sie sollte mit hochreinen, Uber Molsieb-
geliefertem Dichlormethan und unter extremen Feuchtigkeitsausschlul3, wie er fir
metallorganische Reaktionen Ublich ist, durchgefiihrt werden, denn andernfalls beobachtet
man sofort eine Spaltung aler glycosidischen Bindungen und damit eine vollstandigen
Zersetzung.

Die Reaktionskontrolle der Spaltungsreaktion ist nur mit Hilfe der MALDI-TOF-
M assenspektroskopie moglich. Um die Spaltung der Trehalose mit Hilfe des MALDI-TOF-
Massenspektrometers verfolgen zu kénnen, wurde in einem Testansatz jeweils nach 45, 75
und 120 Minuten ein Drittel des Ansatzes aufgearbeitet, und mit dem im Kapitel 2
optimierten Protokoll fur die MALDI-TOF-Messung prapariert (Abb. 4.12). Hierbei wurde
deutlich, dal’ die Spaltung der interglycosidischen Bindung zwar mit einer hohen Selektivitét

erfolgt, aber auch, dal? trotzdem ein signifikanter Anteil von Mannoseliganden wahrend der
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Reaktion abgespalten wird. Bel einem Tell der Testansatze wurde auch die Bildung des
Spaltungsproduktes 4.13 (Abb. 4.10; Cis4H140046 mit 2726.7 g/mol; mittlere m/z = 2749.8
[M+Na]") beobachtet. Mechanistisch gesehen ist es wahrscheinlich, dai bei jeder Spaltung
eines Trehalose-zentrierten Glycoclusters 3.14 (Abb. 3.9 und 4.10), jeweils ein Molekil 4.13
(Abb. 4.10) und ein Molekul 4.07 als a/b Gemisch gebildet werden, wobei 4.13 dann
offenbar unter den Reaktionsbedingungen nicht stabil ist und schnell zersetzt wird.

. 5456 .4
3 ) . I B
die Ausgangsverbindung 3.14
o0
100 —:
tl Ml " I.AlJ- 1.1..1
0 T T T T T T T T T T T
2000 3000 4000 H000 mz
Probe nach 45 min;
2914 .4 G461 . 1
1000
] 2h0
0 :L s [N Tt arad M B gy ik H\JL\L N
Tl b T by s ot L T [ B e e D P D L T e L L T T
F000 1500 20000 2500 D000 A500 4000 4500 S000 5500 n'z
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1000 2913.6
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i -1 l
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. 2013.7
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Abb. 4.12: Um die Spaltung des Trehalose-zentrierten Glycoclusters 3.14 mit Hilfe des MALDI-TOF-
M assenspektrometers verfolgen zu kénnen, wurde jeweils nach 45, 75 und 120 Minuten ein Drittel des Ansatzes
aufgearbeitet, und mit dem im Kapitel 2 optimierten Protokoll fir die MALDI-TOF-Messung prépariert.
(Matrix: nor-Harmane; Ldsungsmittel: Aceton; Dopingmittel: Nal; Pr8parationstechnik: pre-mix; Die Spektren
sind nicht isotopenaufgel st und nur grob kalibriert. Es werden mittlere Molekilmassen der Natrium-Addukte
angezeigt.)
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Bromhexanol ist zwar zur Spatung geeignet, jedoch sind 4.07 und 3.14 per
Dunnschichtchromatographie nicht unterscheidbar und ihr Molekularmasse ist fur eine
Trennung auf Sephadex LH-20 zu grof3. Es mufite daher fir diese Verbindungen ein neues
Reinigungsprotokol | entwickelt werden.

Chromatographische Trennungen an Sephadex-Materialien erfolgen in erster Linie nach dem
GroRen-Ausschlu3-Prinzip. Das Dextran-Material aus dem Sephadex-Gele bestehen quillt in
unterschiedlichen Ldsungsmitteln unterschiedlich stark und bildet dabei Hohlrdume
unterschiedlicher Grol3e aus. So bildet z. B. das hydroxypropylierte Dextran-Gel Sephadex
LH-20 in Dichlormethan/Methanol 1:1 Hohl- T
raume aus, deren Groe in etwa dem \hoé/&
hydrodynamischen Volumen von Verbindungen oH HO 5
der Molmasse von ca. 500 bis ca. 2500 g/mol HO>J OO o

entspricht. Daher kann vereinfacht gesagt HO>J o ol
werden, dal? Molekile mit einer Molmasse ): %
kleiner ca. 500 g/mal in ale Hohlraume wandern i ! %/OH OH/OH
und gemeinsam als letztes eluiert werden. Dies K% S —0

geschient mit enem Flissigkeitsvolumen, O & ToH

welches in etwa dem Gesamtfllissigkeitsvolumen HO o- &

der Gel-Saule entspricht. Wahrend Molekiile mit HOW) ° o 5

einer Molmasse grof3er ca. 2500 g/mol in die W&LOH %

Hohlrdume nicht eindringen kdénnen und daher Abb, 4.13: Srukiur von Sephedex LH-20
gemeinsam as erstes mit einem Flissigkeits-

volumen eluiert werden, welches dem Gesamtflissigkeitsvolumen vermindert um das
Flussigkeitsvolumen in den Hohlraumen des Gels entspricht. Molekile mit einer Molmasse
zwischen ca 500 und 2500 g/mol kdnnen nur in einen Teil der Hohlrdume eindringen und
werden nach Grol3e getrennt eluiert.

Der Hersteller Pharmacia stellt zwei hydroxypropylierte Dextran-Gele, Sephadex LH-20 und
Sephadex LH-60, zur Verfigung, die sich fir den Einsatz mit organischen L ésungsmittel wie
Dichlormethan eignen. Wéahrend 1 g Sephadex LH-20 in Dichlormethan auf ein Volumen von
3.6-3.9 ml anquillt, quillt 1 g Sephadex LH-60 in dem gleichem Losungsmittel auf ein
Volumen von 11.0-11.3 ml und soll Molekile der ungeféhren Molmasse von 5000 bis 20000
g/mol trennen. Dieses bedeutet, dal3 Molekile im Bereich von 2500 bis 5000 g/mol bei einer

Anwendung der Sephadex LH-Materialien gemald Herstellerangaben nicht aufgetrennt werden
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koénnen, was wiederum der Grund dafir war, in Kapitel 3 Glycocluster wie 3.14 mit einen
sehr groRen Uberschuf? an Mannosylimidat herzustellen.

Bel Verwendung von Aceton als Elutionsmittel mit Sephadex LH-60 quillt 1 g des Materials
nur auf ein Volumen von 5.5-5.8 ml an, und die Hohlréume im Material sind entsprechend
kleiner. Insbesondere in Zusammenhang mit Sephadex LH-20"® wird aber berichtet, dal
Sephadex-Materialien mit Losungsmittel wie Aceton oder Essigester nicht mehr nach den
GrofRen-Ausschlul3-Prinzip, sondern nach den Prinzipien der Adsorbtionschromatographie
trennen. Um so Uberraschender war es, als mit Sephadex LH-60 und Aceton als Elutionsmittel
eine Trennung der Glycocluster 4.07 (2890 g/mol) und 3.14 (5435 g/mol) erreicht werden
konnte, die hinreichend gut war, um die Renigung der Produkte der Trehalose-

Spaltungsreaktion zu erlauben.

das nach der Trehal ose-Spaltung
aufgenommene H-NM R-Spektrum

das 'H-NM R-Spektrum von 4.07, das
ausgehend von Glucosepentacetat
aufgebaut wurde (Abb. 4.7).

das a-Anomer Uberwiegt
nach einer Trehal ose-
Spaltungsreaktion

dasH- 1 des
b-Anomers

dasH- 2 des
b-Anomers

/.
| !

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15

Abb. 4.14: Die Qualitdt des H-NMR-Spektrums des iber die Spaltung der interglycosidische Bindung des
Trehalose-zentrierten Glycoclusters 3.14 hergestellten Glycoclusters 4.07 (a/b Gemisch) ist relativ gering,
verglichen mit dem 'H-NMR-Spektrum des Glycoclusters 4.07, der ausgehend von Glucosepentaacetat
hergestellt wurde. Es wurde ein Vergleichspektrum mit leichten Anomerisierungsfehler von 4.07 gewahlt, um
die anomeren Protonen, a und b einwandfrei identifizieren zu kdnnen. Nach einer Trehal ose-Spaltung erhalt
man ein Produkt mit einem Uber 50 %-igen Anteil des a-Anomers.

-

Nach einer Umsetzung von 54 mg des Trehaose-zentrierten Glycoclusters 3.14 in 10 mi

trockenem Dichlormethan mit 0.05 ml 6-Bromhexanol und 0.5 ml BF3;-OEt, konnten mit

Hilfe des neuen Aufarbeitungsprotokolls 18.5 mg 4.07 (a/b Gemisch) isoliert werden

(Ausbeute 65 %). Das "H-NMR-Spektrum und das MAL DI-TOF-Spektrum zeigen deutliche
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Strukturdefekte des Uber die Trehalose-Spaltung hergestellten funktionalisierbaren
Glycoclusters und einen Anteil des a-Anomers von tber 50 % (Abb. 4.14).

Wenn man beide Synthesewege zur Synthese des Bromhexyl-funktionalisierten, Trehalose-
zentrierten Glycclusters 4.07 vergleicht, so wird schnell deutlich, dal3 der Syntheseweg Uber
die Spatung des Trehalose-zentrierten Glycoclusters 3.14 zwar weniger Reaktionsstufen
umfaldt, aber dennoch mehr Reinigungsschritte und Arbeitszeit erfordert als der direkte Weg
zum Aufbau von 4.07 ausgehend von dem 6-Bromhexylglycosid 4.03. AulRerdem liefert der
Syntheseweg Uber die Trehal ose-Spaltung ein Produkt mit einer deutlich niedrigeren Reinheit,
so dald fur die weiteren Synthesen nur der anomerenreine, Struktur-perfekte, amino-
funktionalisierte Glycocluster 4.10 verwendet wird, welcher ausgehend von dem 6-
Bromhexylglycosid 4.03 hergestellt wurde.

Die hier optimierten Bedingungen zur Spaltung interglycosidischer Bindungen in Glyco-
clustern konnten sich jedoch bei der Synthese aminofunktionalisierter, Disaccharid-zentrierter
Glycocluster wie z. B. 4.15 as nitzlich erweisen (Abb. 4.15). Denn der Syntheseweg
ausgehend von 6-Bromhexyl-glycosid 4.03 sollte sich, wegen der zu erwartenden héheren
Polaritdt der Zwischenprodukte, nicht auf Bromhexyl-glycoside von Disacchariden

Ubertragen lassen.

OBZ

BzO,
BzO

BZO BzO OBz
BZO
BzO

3.17
BF3 OEt, L
CH,Cl,
oder ~ tttmooemmeooee- /—F o
\/\/\/\Br

3.27 BzO /
BzO
o / OBz

BZO OBz

OBz
BZO OBz

BzO

4.15 (a/b Gemisch)

Abb. 4.15: Fir die Synthese eines Melibiose-zentrierten, funktionalisierbaren Glycoclusters sollte sich der Weg
Uber eine Spaltung des Raffinose-zentrierten Glycoclusters 3.17 (oder des Struktur-defekten Melibiose-
zentrierten Glycoclusters 3.27) besser eignen, a's der direkte Weg ausgehend von einem Melibiosid.
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Biotinylierte Kohlenhydrat-zentrierte Glycocluster

Glycocluster fur |mmunbindungsassays

Die starke Wechselwirkung von Biotin mit dem Peptid Avidin und dem tetravalenten Peptid
Streptavidin wird in der Immunochemie als eine Art Universalkupplung genutzt. Die
Biotinylierung von Glycokonjugaten eroffnet u. a. vielféltige Moglichkeiten bei deren Einsatz
in ELISAS, die auf einfache Art und Weise die Bestimmung der biologische Aktivitét von
Glycokonjugaten ermoglichen. Ein Beispiel hierfir ist der ELISA von Gervay-Hague zur
Bestimmung der inhibitorischen Potenz von Gal Cer-Mimetika gegentiber Gp120 des HIV-1-
Viruses (Abb. 4.16 und 4.17).**°

\/\‘/\/\/\/\/\/\/\/

Abb. 4.16: Biotinyliertes wasserl 6sliches Gal Cer-Mimetikum (Gervay-Hague).

H H

N
S =0

v o i/\ Mi HH

o NH
KR I PR e
HO :
OH HO © X
OH L

Gervay-Hague verankerte biotinylierte Glycolipide auf einer mit Avidin beschichteten
Mikrotiterplatte und bestimmte den Anteil der Viren, die wéhrend einer bestimmten
Inkubationszeit an das Glycolipid gebunden hatten, mit Hilfe einer Farbreaktion, welche

durch eine an das Virus gebundene Peroxidase katalysiert wurde.

ELISA (Gervay-Hague, mit dem HIV-1-Virus)

1) Mikrotiterplatte mit Avidin beschichten

2) Glycolipid mit Biotin an Avidin binden
(nicht gebundenen Cluster wegwaschen) {Farb—entwickel ndﬂ {Farb—entwickel ndﬂ

Substrat

3) mit Enzym-konjugierten Virus inkubieren Enzym Enzym
(nicht gebundenen Virus wegwaschen)

4) Substrat zugeben und gebundenen Virus @ @
Uber eine Farbreaktion quantifizieren
( Glycolipid ) ( Glycolipid ) ( Glycolipid )

Biotin Biotin Biotin

1) Avidin 2) Avidin 3) Avidin 4) Avidin

Abb. 4.17: Eine schematische Darstellung des ELISAs nach (Gervay-Hague).

Ein weiteres Beispiel stammt von Whitesides, der InfluenzaViren auf, mit Fentuin
beschichteten, Mikrotiterplatten immobilisierte und mit Polymeren, die durch

Kopolymerisation von Sialinsdurederivaten des Acrylamids, Biotinderivaten des Acrylamids
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und Acrylamid hergestellt worden waren, inkubierte. Nach den Wegwaschen von nicht
gebundenen Polymer, wurde der gebundene Anteil des Polymers mit einer Streptavidin-
konjugierten Phosphatase gekuppelt, welche p-Nitrophenylphosphat zu gelben p-Nitrophenol
umsetzte (Abb. 4.18).%°

ELISA (Whitesides, mit dem Influenza-Virus)
(Mikrotiterplatte mit Fetuin beschichten)
1) mit Virus inkubieren und waschen
(nicht gebundenen Virus wegwaschen) Substrat
2) mit biotinylierten Konjugate inkubieren

(nicht gebundenes Konjugate wegwaschen) [Farbentvvickel ndes} [Farbentwickel ndes}

p-Nitrophenylphosphat
zu p-Nitrophenol

3) mit Enzym-konjugiertes Avidin inkubieren
(nicht gebundenes Avidin wegwaschen) Enzym Enzym

4) Substrat zugeben und gebundenes Konjugate [: Streotavidi :] [: Streotavidi :]
Uber eine Farbreaktion quantifizieren repravidin repravidin
Biotin Biotin Biotin
(Glycokonj ugate (Glycokonj ugate (Glycokonj ugate

Fetuin Fetuin Fetuin Fetuin

Abb. 4.18: Eine schematische Darstellung des ELISA nach Whitesides

Der Whitesides ELISA setzt ein direkt mit Streptavidin konjugiertes Enzym ein und ist somit
auch ein Beispiel fur die LAB (Labeled Avidin Biotin)-Technik. Sowohl fur die LAB- als
auch fur die ABC-(Avidin-Biotin-Complex)-Technik sind viele Komplexe kommerziell
erhdlitlich und es kann ene Vielzahl von Konjugaten zusammengesetzt werden. Von
Bednarski wurden Glycokonjugate aus Avidin oder Streptavidin mit biotinylierten,
C-glycosidisch gebundenen Mannose-Resten zur Inhibition der Type-1-Fimbrien von E. coli

verwendet, 1%

genauso sollte das tetravalente Streptavidin in Verbindung mit biotinylierten
4.10 auch als Core fir einen Hexadecacluster benutzt werden konnen (Abb. 4.19).

Fir die Verknipfung von Verbindungen mit einer frelen Aminogruppe wie dem amino-
funktionalisierten Glycocluster 4.10 mit Biotin sind zahlreiche aktivierte Biotinverbindungen
kauflich erwerbbar oder einfach herzustellen. Fir die Synthese des biotinylierten Clusters
4.16 wurden zwel dieser Reagenzien ausprobiert. Mit dem Uber eine Sulfosuccinimidylgruppe
aktivierten Biotinaktivester wurde 4.10 unter extrem milden Bedingungen in Wasser
biotinyliert (Abb. 4.20, Methode A) und mit dem billigeren Succinimidylester ohne

Sulfogruppe wurde 4.10 in Methanol biotinyliert (Abb. 4.20, Methode B).
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LAB- oder ABC-Technik Streptavidin as Core
(GI ycokonjugate
Amplifikator —
. Biotin
Amplifikator Biotin T O
Glyco- Glyco-
Streptavidin konju | Bio | Streptavidin | Bio | konju
gate | -tin | (tetravalent) | -tin | gate
ul N
Biotin Biotin
(GI ycokonj ugate) (GI ycokonj ugate)

Abb. 4.19: LAB und ABC Technik, Streptavidin als Core

Fur die Aufarbeitung einer Kupplungsreaktion in Methanol werden zwei Arbeitstage weniger
bendtigt, weil eine Trennung mit Methanol an Sephadex LH-20 schneller erfolgen kann as
eine Aufreinigung mit Wasser an Biogel P2 und zudem keine Gefriertrocknung notwendig ist.
AulRerdem kann der nicht sulfonierte Aktivester einfach aus Biotin mit Di-succinimidyl-
carbonat (DSC) hergestellt werden.'?!

4.10

Methode A: Methode B:
H H

H H
NaO3S ~IN N
0 TN q 0 H=T"N
HH M HH
N
o

N. Mi
(@)

(0]
Wasser, DMF oder MeOH,
NaHCO3 NaHCO3
quant. quant.

(@]
HO
%O)\
HO
HO 0

y o ST
:) g\/%owmuﬁgm O

4.16

Abb. 4.20: Synthese des biotinylierten Glycoclusters 4.16.
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In den NMR-Spektren von 4.16 konnte eine Art Alterungsprozefd beobachtet werden.
Signifikant hierfir ist die Verschiebung eines Briickenkopfkohlenstoffatoms von 58.7 ppm
nach 64.7 ppm und des zugehdrigen Protons von 4.26 ppm nach 4.36 ppm in D,-MeOH bzw.
von 4.13 ppm nach 4.35 ppm in D,O, wobel die endgultigen Verschiebungen den Literatur-
NMR-Daten'®® 22 f{ir Biotin in biotinylierten Verbindungen entsprechen. Anderungen der
Molekilmasse oder der Konfiguration konnten mit den zur Verfigung stehenden Massen-
und den NM R-Spektren jedoch nicht festgestellt werden.

13C-DEPT-NMR-Spektrum von 4.16 in D,O

C-lyc I C-1man | ein Brickenkopf-Kohlenstoffatom
l des Biotins wird verschoben

100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
'H-NM R-Spektrum von 4.16 in D,-MeOH
kurz nach der Darstellung 1 Monat nach der Darstellung
Ein Bruckenkopf-Wasserstoff 4H-1a
wird von 4.26 ppm nach 4.36
ppm verschoben.

4.5 4.0 4.5 4.0
'H-NM R-Spektrum von 4.16 in D,O
kurz nach der Darstellung 1 Monat nach der Darstellung
. AH1 El.n Bruckenkopf-Wasserstoff AHL
wird von 4.13 ppm nach 4.35 +D,0

1 ppm verschoben und Uberlagert
.05 q H-lg|C ]

] 0011 \
0'W'I""I""I""I"" 0'00""I""I""I""I""I‘

4.5 4.0 4.5 4.0

Abb. 4.21: NMR-Spektren des biotinylierten Glycoclusters 4.16. In den NMR-Spektren von 4.16 konnte eine Art
Alterungsprozefd beobachtet werden, wobel die endgtiltigen Verschiebungen den Literatur-NMR-Daten fir
Biotin in biotinylierten Verbindungen entsprechen.
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Fluoreszierende Kohlenhydrat-zentrierte Glycocluster

Visualisierung und Ouantifizierung von Inhibition

Eine der Methoden biologische Vorgénge sichtbar zu machen und zu quantifizieren, besteht
in der Anwendung von Fluoreszenzmarkern.’® Kiessling hat z. B. die Bindungsenergie fiir
die Bindung von mit Fluorescein funktionalisierten C-
Glycosiden an das Lektin Convanavalin A Uber die OH
Messung der Fluoreszenz-Anisotropie bestimmt, welche  +o

mit der Bindung an das Lektin abnimmt, da grof3ere
(]

Aggregate bei sonst gleichen Bedingungen langsamer ADPDb. 4.22: Fluoreszenz-markiertes
C-Glycosid (Kiessling)

rotieren als kleine Aggregate (Abb. 4.22).'%*

Furneaux hat Akzeptoren fur Sialyltransferasen mit Fluorescein markiert, um in Aktivitats-

assays die Donorkonzentration tber den Cytosinmonophosphat (CMP)-Rest zu messen und

die Akzeptorkonzentration, sowie die Identitdt und Konzentration aler Produkte Uber den

125

Fluorescein-Rest erfassen zu kdnnen (Abb. 4.23).

NH

f\ —P—,
wp\o " 6603 O}
HO co. M i
ACHN 2 Sialyltransferase HO OH

o OO
HO o

Abb. 4.23: Ein Assay zur Bestimmung der Aktivitdt von Sialyltransferasen, bei dem alle Komponenten mit Hilfe
einer HPLC mit Dioden-Array-Detektor quantitativ verfolgt werden kdnnen (Furneaux).

Von Roy wurde ein Tris(aminoethyl)amin-Cluster mit Fluorescein funktionalisiert (Abb.
4.24),**° und Corradini benutzte Dansyl- Roy.

o

funktionalisierte  Cyclodextrine  als ‘

. . . HO HO,C
Sensoren fur Kupferionen und kleine NriAe J&% ‘
Molekiile.*?’ Fluoreszenz-markierte o NJ\NJk O O
Glycokonjugate eignen sich aber auch ™ NHACO\ﬂ d

(0]

zur einfachen Markierung und  Abb. 4.24: Ein Fluorescenz-markierter Glycocluster (Roy)
Beobachtung bestimmter Bakterien oder Zellen mit entsprechenden Rezeptoren. So kann z. B.

die Bindung von Glycoclustern an L-Selektine der Lymphozyten mit Hilfe Fluorescein-
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markierter Glycocluster sichtbar gemacht werden.’”® Der bekannteste Fluoreszenzmarker ist
Fluorescein, aber auch viele andere Fluoreszenzmarker wie Rhodamin*®  oder
Dansylderivate™ sind wiederum als aktivierte Kupplungskomponenten in Form von
Aktivestern, oder Isothiocyanaten vielfach verwendet worden und meistens kommerziell
verfugbar.

Auch in dieser Arbeit wurde zuerst Fluorescein as Fluoreszenzmarker ausprobiert und

versucht 4.10 mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC) zu kuppeln (Abb. 4.25).

NaHCO3 / Na,CO3
Wasser / DMF

NH,

Abb. 4.25: Synthese der Fluorescein-markierten Glycocluster 4.17 und 4.18

Das Aufziehen von Xanthenfarbstoffen auf Celite ermoglicht haufig eine einfache

Fluoreszenzmarkierung  in  Wasser.®®  Bei  der Umsetzung von 410 mit

Fluoresceinisothiocyanat auf Celite wurden jedoch nur Zersetzungsprodukte isoliert. Erst

nach Zusatz von DMF und einem NaCOs/NaHCOs-Puffergemisch sowie extremen

Lichtausschlul® konnte in den MALDI-TOF-Massenspektren eine quas quantitative Reaktion

zu dem HFuorescein-markierten Glycocluster 4.17 beobachtet werden. Wéahrend der
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Aufarbeitung erfolgte dann jedoch eine weitgehende Zersetzung von 4.17 und es konnte nur
eine kleine, salzhaltige Fraktion des Produktes isoliert werden, von der dann aber noch ein
'H-NM R-Spektrum aufgenommen werden konnte.

Um nicht gleichzeitig eine neue Kupplungsmethode und die Kupplung mit einem
empfindlichen Fluoreszenzfarbstoff optimieren zu missen, wurden daraufhin die Kupplung
von 4.10 mit dem Succinimidylester des Fluoresceins untersucht. Wie die Reaktionskontrolle
mit Hilfe des MALDI-TOF-Massenspektrometers zeigte, kann der funktionalisierbare
Glycocluster 4.10 einfach mit dem Succinimidylester des Fluoresceins in NaHCOj;

gepufferten Methanol zum Fluorescein-markierten Glycocluster 4.18 umgesetzt werden (Abb.
4.26).

MAL DI-TOF-Spektrum: 1940.5

4.18: m'z= 1540.5 [M+Na]"
(15176 ber. fur C69H99N036)

T T T T T T T T T T T
1100 1300 1500 1700 1900 mfz

1 H-NMR:

] Fluorescein
0.01 | r ~

0.00
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0

3.0 25 2.0 15
0.3

13C_DEPT-NMR:
0.2 C':I-glc

Fluorescein C-1rran

- A /

0.1

0.0

-0.1

140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

Abb. 4.26: Die MALDI-TOF-, H-NMR- und C-DEPT-NMR-Spekiren des Fluorescein-markierten
Glycoclusters 4.18.
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Bei der NMR-spektroskopischen Untersuchung zeigt sich jedoch ein ungewdhnliches
Problem. Das anomere Proton H-14. des Glucose-Kerns von 4.18 spaltete sich auf, wobei die
Intensitét der Protonen des Fluorescein-Teils abnimmt (Abb. 4.26).

Als ein moglicher Grund konnte die Eigenschaft der Xanthenfarbstoffe, in einem pH-
abhangigen Gleichgewicht vorzuliegen, diskutiert werden. Ihre Surefunktion kann je nach
pH protoniert oder deprotoniert sein, in unpolareren Losungsmitteln liegen sie bevorzugt als
Lacton vor, und oberhalb pH 9 dominiert das Dianion, wahrend der Farbstoff im stark Sauren
as Kation vorliegt (Abb. 4.27). Jedoch zeigen alle anderen Verbindungen in diesen Kapitel,
dald der Hexyl-Spacer den Kohlenhydrat-Teil der Verbindung 4.18 vollsténdig von jedem

Einflufd des Fluorescein-Teils abschirmen sollte.

% 0 O 1o o o HO. o OH HO ) 0 Ho
COT "ol [PeedT s
COz co, co, COoH
J e O e g g
NH -— NH -
= S:<NH NH
O OO0 O O] 0O
Abb. 4.27: Fluorescein-markierte Molektile liegen in einem pH-abhéngigen Gleichgewicht vor. In organischen
Losungsmitteln Uberwiegt das farblose Lacton. Haufig wird der zwitterionischen Struktur eine gelb-orange und
der quinoide Struktur eine rote Farbe zugeordnet, so dal’ angenommen werden kann, dal3 der Fluorescein-Teil in
4.17 und 4.18 bevorzugt in der zwitterionischen Struktur vorliegt. Es konnte jedoch kein Strukturbeweis gefihrt
werden, da das hierfiir notwendige Breitband-entkoppelte **C-NMR-Spektrum nicht aufgenommen werden

konnte. Das C-9 des Fluoresceins liegt fur die zwitterionischen Struktur bei 165-170 ppm, fur die quinoide
Strukturen bei 160 ppm und fiir das Lacton bei 80-85 ppm.**

HO. 0. OH
®
=

Alternativ kdnnte angenommen werden, dal3 die Carboxygruppe des Fluoresceins ahnlich wie
in Hydrolasen eine Spaltung der glycosidischen Bindung unterstiitzt, aber in den MALDI-
TOF-Massenspektren von 4.18 sind auch ein Jahr nach der Synthese keine Strukturdefekte
erkennbar. In der Literatur wird lediglich gelegentlich Uber Qualitétsprobleme mit dem
Fluorescein berichtet. Statt jedoch umfangreiche Untersuchungen Uber die Qualitdt des
Fluoresceins anzustellen, oder etwa einfachere Zucker wie 6-Aminohexyl-b-D-glucopyranosid
zu kuppeln, oder zu acetylieren, um die nicht fluoreszierenden und daher nicht
lichtempfindlichen acetylierten Derivate zu untersuchen, wurde mit dem Dansyl-
Kupplungsreagenz 4.19 ein Fluoreszenz-Marker einer anderen Farbstoffklasse verwendet.

Mit dem Dansyl-Kupplungsreagenz Dansylaminophenylisothiocyanat (4.19) konnte 4.10 in
DMF ohne Probleme zum Dansyl-markierten Cluster 4.20 umgesetzt werden, der wegen
seines aromatischen Restes as zweite Fraktion von der Sephadex LH-20 Saule eluiert wird
und im NMR-Rohrchen Uber Tage stabil ist. Da das Sephadex LH-20 Gel in DMF und
Methanol nahezu gleich stark quillt (auf 4.0-4.4 ml bzw. 3.9-4.3 ml pro Gramm) konnen
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kleine Ansétze in DMF direkt auf Sephadex LH-20 Saulen aufgetragen werden, wenn die
Elution mit Methanol erfolgen soll.

HO
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HO O
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HO o o O\/\/\/\NkN
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% :
OH OH
HO 4.22

Abb. 4.28: Synthese des Dansyl-markierter fluoreszierender Glycoclusters 4.20 und des Indocarbodicyanine-
markierten Glycoclusters 4.22.

Die Dansyl-Gruppe fluoresziert bei ca 360 nm und kann daher einfach mit der

entsprechenden UV-Lampe dinnschichtchromatographisch identifiziert werden. Da das zur
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Verfigung stehende MALDI-TOF Gerd aber nur Uber einen UV-Laser verfugt, kann
anderseits kein MALDI-TOF-Spektrum aufgenommen werden, ohne dal3 wéahrend des
lonisierungsprozesses vielféltige photochemische Reaktionen ablaufen, welche das Spektrum
unbrauchbar machen.

Im Zusammenhang mit kompetitiven Inhibitionsassays wére es besonders interessant,
unterschiedliche Glycocluster mit spezifischen Fluoreszenzmarkern auszustatten. Die
Farbstoffklasse der Indocarbocyanine™® wiirde sich hierfiir besonders gut eignen, da dessen
Vertreter nicht Uberlappende Adsorptionsbereiche besitzen, welche bei relativ hohen
Wellenlangen absorbieren und fluoreszieren, wo relativ wenig Stérungen auftreten. So
adsorbiert (emittiert) einfaches Indocarbocyanin be 550 nm (570 nm), wéhrend das
Indodicarbocyanin, dessen Chromophor eine Vinylgruppe mehr besitzt, bei 650 nm (670 nm)
adsorbiert (emittiert), so da3 beide Fluoreszenzmarker einfach mit entsprechenden
Filtervorsatzen separat beobachtet werden kdnnen. Der aminofunktionalisierte Glycocluster
1134

4.10 wurde zu diesem Zwecke mit einem Aktivester eines Indodicarbocyanins 4.2
gekuppelt, wobei 4.22 erhalten wurde (Abb. 4.28).
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Abb. 4.29: *C-DEPT-NMR-Spektrum des mit dem Fluoreszenz-Marker Indodicarbocyanin markierten
Glycoclusters 4.22
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Lipophil funktionalisierte Glycocluster

Micellen, Liposomen, hydrophobe Wechselwirkungen

Haufig beruht die Adh&sion von Bakterien und Viren an Zellen des Epithel gewebes nicht nur
auf einem Typ von Bindung, sondern auf einer Kombination von z. B. hydrophobe
Wechselwirkungen mit Kohlenhydrat-Protein Wechselwirkungen. So konnte Wong mit einem
linearen Polymer enes Konjugates aus Sialinsdure und Sphingosin das Influenza
Hamaglutinin effektiv inhibieren (Abb. 4.30).1%

HO
AcHN

OH v

W*ﬁ

Abb. 4.30: Ein Polymer fluoreszierender Konjugate aus Sialinsdure und Sphingosin (Wong).

Lipophil funktionalisierte Kohlenhydrate kénnen Micellen und Liposomen bilden, die sowohl
as selbstorganisierende Glycocluster als auch zum Transport von Antibiotika d. h. as
spezifisches "drug delivery”-System benutzt werden konnen.*** Es wurden z.B. lipophil
funktionalisierte Sialyl-LewisX-Oligosaccharide von DeFrees und Zalipsky in Liposomen
integriert und mit Erfolg in Inhibitionsassays eingesetzt.™*’ Von Aoyama wurden Micellen aus
Calix[4]resorcarene-zentrierten Glycoclustern mit lipophilen Resten benutzt, um Kkleine
Molekiile selektiv an Leberzellen zu iibergeben.*®

Lipiddoppelschicht ]
eines Liposoms

H
OZC\\ Ho— N
OH OH H
Ac
HO o’ © —Q L S
OH (e} SNy

Wasser

Abb. 4.31: Stabile Liposomen die Kohlenhydrat-Epitope présentieren und mit einer Farbdnderung auf deren
Adhésion an Lektine reagieren. Ein Lackmus-Test fir bestimmte Viren oder Bakterien (Charych und Nagy).
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Charych und Nagy haben stabile Kohlenhydrat-présentierende Polyacetylenliposomen,
hergestellt (Abb. 4.31), indem sie mit Hilfe von UV-Licht geeignete Glycolipide mit Lipiden
kopolymerisiert haben.™* Besonders interessant sind diese Polyacetylenliposomen deshalb,
weil sie nicht nur as Inhibitoren z. B. fir Influenza-H&maglutinin oder Typ-1-Fimbrien von
E. coli geeignet sind, sondern auch noch im Falle einer erfolgreichen Inhibition eine
Farbanderung aufweisen, die sie zu chemischen Sensoren**® machen, deren Spezifitét fiir eine
bestimmte Bakterienart durch ihre Kohlenhydratepitope bestimmt wird.
%?Hg;/ ) Dﬁg =5
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Abb. 4.32: Glycocluster mit lipophilen Resten wie 4.23 kdnnten in Micellen integriert oder in Membranen
verankert werden. Auch eine Wechselwirkung mit den Kohlenhydrat-erkennenden Doménen benachbarter
lipophiler Domé&nen oder Regionen ist maglich.

Liposomen kénnen auch dazu benutzt werden Antibiotikain mit Parasiten wie Leishmaniasis
infizierte Makrophagen zu transportieren. Da Makrophagen Mannose-spezifische-Lektine
besitzen, konnten hierbei mit Mannose prasentierenden Liposomen erheblich bessere
Ergebnisse erzielt werden, as mit einfachen Liposomen.*** Auch der funktionalisierbare
Kohlenhydrat-zentrierte Glycocluster 4.10 soll exemplarisch mit der Dodecansaure zum
Glycolipid 4.23 umgesetzt werden (Abb. 4.33), um einen Glycocluster zu bekommen, der
Micellen bilden kann und sich mit seinen aliphatischen Rest auf Zelloberflachen oder in den
Zellmembranen verankern lassen konnte (Abb. 4.32).

In verschiedenen Untersuchen hat sich gezeigt, dal? Steroide wie Cholesterol nicht nur einfach
in Liposomen integriert werden konnen, sondern auch eine wichtige, allerdings noch

weitgehend unerforschte Rolle bei viralen Infektionsprozessen spilen.!* Als Steroide mit
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freler Saurefunktion kommen Cholansdure und alle anderen Derivate der Cholsaure als
Kupplungskomponenten fir 4.10 in Betracht, wovon hier nur exemplarisch Cholsaure mit

4.10 zum Trihydroxy-Cholanyl-Cluster 4.24 umgesetzt wurde.

Abb. 4.33: Synthese Fettsaure- und Cholsdure-konjugierter Glycocluster 4.23 und 4.24.

Als Kupplungsreagenz zur Herstellung der Amidbindung zwischen der Amingruppe von 4.10
und der freien Saurefunktion von Dodecansaure

wurde HATU verwendet. HATU hat in den Me,N }9
\== NMeZ
. N
letzten Jahren viele andere Kupplungs- o N @N\
. . . . .. N/ N _ //N
reagenzien fur Peptidbindungen verdréngt und y Nj/\o NT TN PRy
. . N €2N=(  PpFq 0
wurde auch bereits erfolgreich fur die Kupplung D" \ve, 6 S)
ung&echijtzter Cluster mit Carbonsauren urspriinglich postulierte  (iber Réntgenstrukturanalyse
Struktur von HATU nachgewiesene Struktur
verwendet.'* Im Jahr 1994 hat Carpino die von HATU

.. . Abb. 4.34: Die Struktur von HATU
Struktur fir das von ihm 1993 vorgestellte

HATU selber korrigiert.'® Danach besitzt HATU keine Uronium-Struktur, sondern eine
Guanidinium-Struktur (Abb. 4.34), der Name HATU wurde jedoch beibehalten.
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Abb. 4.35: Mechanismus der Peptidkupplung mit HATU.146

Viele Lektine, wie z. B. Typ-1-Fimbrien oder Concanavalin A, besitzen nahe den
Kohlenhydrat-erkennenden  Doménen  hydrophobe  Regionen mit  aromatischen
Aminosauren.”? Uber zusitzliche Wechselwirkungen mit diesen hydrophoben Regionen
sowie dem Fimbrienschaft binden Mannoside mit aromatischen Resten, wie z. B. p-
Nitrophenylmannosid oder, besonders stark, 4-Methyl-umbelliferyl-mannosid, wesentlich
stérker an die Typ-1 Fimbrien von E. coli oder K. pneumoniae als einfaches Methylmannosid

oder sogar viele geclusterte Mannoside (Abb. 4.36).**

OH OH

OH OH
HO -Q HO -Q
HO HO

p-Nitrophenyl-mannosid 4-Methylumbelliferyl-mannosid
Abb. 4.36: Zwei Mannoside mit aromatischen Aglycon

Es ist daher auch sinnvoll, aromatische Reste zur Steigerung der Affinitat zu Lektinen an
Glycocluster zu kuppeln. Ein Aromat der geeignet ist, hier zu einer weiteren Aufklarung
beizutragen und gleichzeitig ungiftig ist, sowie hautpflegend und sogar entziindungshemmend
wirkt, ist das Guajazulen. Durch Kupplung des Guajazulenderivates'®® 4.25 mit 4.10 konnte
mit der HATU-Methode so der Glycocluster 4.25 synthetisiert werden, der antiphlogistische
(entzindungshemmende), antiallergische und regenerative Wirkungen haben kénnte (Abb.
4.37).
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(0]
' \ ° Oy
4.25 0
410 & PPN
HATU, DMF HO N

79% //)
o. o)
4.26

HO

OH
HO

OH o-|—.\ "

HO —OH

HO
Abb. 4.37: Guajazulen-konjugierter Glycocluster 4.26.

Durch den Hexyl-Spacer werden der Kohlenhydrat- und der Gugazulen-Teil von 4.26
raumlich soweit voneinander getrennt, dal3 beide Teile keinen Einflul3 auf die chemischen
Verschiebungen des jewells anderen Teils mehr haben. Die chemischen Verschiebungen des
Kohlenhydrat-Teils von 4.24 stimmen daher nahezu exakt mit denen von 4.10 oder auch 4.26
Uberein, wenn beide Spektren in den gleichen Losungsmittel gemessen werden. Das Gleiche
gilt fur den Kohlenhydrat- und den Steroid-Teil des Cholsdure-konjugierter Glycoclusters
4.24. Die chemischen Verschiebungen des Steroid-Teils von 4.24 stimmen gut mit den
Ergebnissen der umfangreichen NMR-spektroskopischen Untersuchungen von Blunt und
Stothers tberein.'*

Die hier aufgebauten Glycocluster enthalten nur Bindungsarten und Strukturelemente, die
bereits in den menschlichen Zellen vorkommen. Es wdare daher auch interessant den
Glycocluster 4.10 mit Phospholipiden, wie sie in natirlichen Zellmembranen vorkommen zu
koppeln. Konjugate von 4.10 und Phospolipiden (umgangssprachlich: Lecithine) kénnten
auch sehr gut die tetra-antennéren Glycolipide vom "high-mannose”-Typ mimikrieren.

Zur Kupplung von mit Fettsdure veresterten Phosphatidylethanolaminen mit 2-Oxo-ethyl
siayl-a(2-8)-siadosid wurde von Yoshida die reduktive Aminierung benutzt, wobel jedoch
Gemische von monoantenndaren GDs-Gangliosid-Mimetika und diantenndren  GQqp-
Gangliosid-Mimetika entstanden.*® Daher wurde hier die einfach zu handhabende
Verknupfungsmethode zur Kupplung von Aminen mit Hilfe von Quadratsaurediethylester
gewahlt, welche 1991 von Tietze™ vorgestellt wurde. Da die eine Estergruppe des
Quadratsaurediethylesters bereits im neutralen Milieu, die zweite Estergruppe jedoch erst bei
hoheren pH-Werten mit Aminen reagiert, konnen zwei unterschiedliche Amine A und B mit
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Quadratsdurediethylester gekuppelt werden, ohne dal3 ein Produktgemisch AA, BB, AB
gebildet wird (Abb. 4.38).

EtO: - :OEt Oio Oio

MeOH RNH,, Base R
O/\NHZ N OEt Q/\N N
H H H

Abb. 4.38: Quadratsaure-Kupplung von Aminen (Tietze).

Mit Hilfe der Quadratsurediethylester-Verkniupfungsmethode konnte 4.10 mit dem
Phosphatidylethanolamin 4.27 gekuppelt werden (Abb. 4.39).
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Abb. 4.39: Synthese des Glycosphingolipidmimetikas 4.28.

Da das Phosphatidylethanolamin 4.27 nicht in Methanol 16dlich ist, wurde es in einem
Dichlormethan/Methanol-Gemisch gelost und dann eingesetzt. Als einzige aler in dieser
Arbeit massenspektroskopisch untersuchten Verbindungen konnte das Phospholipid 4.28 nur
im Negativ-Modus des MALDI-TOF-Massenspektrometers vermessen werden (Abb. 4.40).
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Abb. 4.40: Das MALDI-TOF-Massenspektrum des Glycolipid-Mimetikums 4.28 wurde im Negativ-Modus des
MALDI-TOF-Massenspektrometers aufgenommen (Matrix: DHB).
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Abb. 4.41: **C- BB-NMR-Spektrum von 4.28. Der Ausschnitt zeigt ein **C- BB-NMR-Spektrum von 4.28 bei
dem die Relaxationszeit auf 1.5 s verdreifacht wurde.
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Konvergente Glycocluster-Synthesen

Alternative Synthesewege zu Glycoclustern

Fir Glycosylierungsreaktionen gibt es im Gegensatz zur Peptidkupplungsreaktion noch keine
allgemein anwendbaren Verfahren. Vorschriften, welche erfolgreich zur Glycosylierung von
Mannosederivaten verwendet wurden, konnen fur Galactosederivate weitgehend ungeeignet
sein. Im Vergleich zur Synthese komplexer Oligosaccharide sind Glycoside einfacher
Alkohole noch relativ einfach zu synthetisieren. Viele in der Literatur beschriebenen
Glycocluster- oder ,algemeiner, Glycokonjugatsynthesen kuppeln Zucker daher tber leichter
zu knupfende Bindungen, wie z. B. Thioharnstoffbriicken, an Kernmolekile. Wenn O- oder
C-Glycoside verwendet werden sollen, wird vielfach ein einfaches O- bzw. C-Glycosid
hergestellt, welches dann Uber eine leichter zu knlpfende Bindungen an die Kernmolekile
gebunden wird.

So benutzten Roy und Bencomo O-Mannoside mit unterschiedlich langen Spacern die Gber
Thioharnstoff- und Harnstoffverkniipfungen an di- und trivalente Kernmolekile gebunden

wurden.**?
OH OH
OH OH
HO —|C HO -Q
HO HO o
DIPEA, DMSO \
O\/\/S\/\ OH O\/\/S\/\ JL
NH, - oH N~ "NH
H
HO -Q
HO
OCN o)
O\/\/S\/\N N

H H
Abb. 5.1: Eine Clustersynthese Uber Harnstoffbriicken (Roy).

Grandjean und Melnyk kuppelten O-Mannoside mit Ethylthiol-Spacern dber Sulfid-
briicken,™®® und Wieller benutzte die Diels-Alder-Reaktion zur Synthese von Hexaclustern.*®*

OH
HO OH or
HO OH

o o) 25-50°C
N Wasser (0]
_— o)
o | [N — = ;
HO o 0. o = HO N
HO@) o /3 Ho%;c’yo N
o]
HO HO 3

Abb. 5.2: Eine Glycoclustersynthese per Diels-Alder-Reaktion (Wieldler).
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Im Rahmen der Diplomarbeit wurden 1996 mit eben diesen Ziel zahlreiche funktionalisierte

Mannoside synthetisiert.

H

o) OH OA
OH NH. HCI OH OAc
HO R 2 HO —-Q AcO —| 2
HO H HO o AcO

o _~_>S M
5.01 onc_ 5.03 OMe omn_ 5.05
C
AcO —|-© BnO -9
AcO BnO
O\/% O\/\/OH
5.02 o 5.04

Abb. 5.3: Aktivierte funktionalisierte Mannoside, diein der Diplomarbeit hergestellt wurden.

Hier sollen nun einige Ergebnisse zur Kupplung aktivierter funktionalisierter Mannoside
vorgestellt werden.
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Glycocluster tGber Peptidverkntpfung
C-Glycosidische Glycocluster

Bereits 1992 zeigte Bednarski, dal} einfache C-Glycoside die Adh&sion von E. coli an
Hefezellen effektiver inhibieren als Methylmannosid.**® Auch C-glycosidische Sialinsauren
sind erfolgreich zur Blockierung des Influenza-Hamaglutinins eingesetzt worden™ und in
Assays zur Inhibition der Adh&sion von E. coli an Mannan werden mit C-Glycosiden wie 5.03
(Abb. 5.3) vergleichbare Inhibitionswerte wie fir das Methyl-a-D-mannopyranosid
erreicht.™ Durch radikalische Addition von Acrylnitril an 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-
mannopyranosylbromid (5.06) mit Tributylzinnhydrid nach Giese™’ war in der Diplomarbeit
das Nitril 5.05 dargestellt worden (Abb. 5.4) und entsprechend durch Addition von
Methylacrylat der Methylester 5.03 (Abb. 5.5). Beide C-Glycoside sollten Uber
Peptidbindungen einfach an geeignet funktionalisierte Core-Molekile geknupft werden

konnen.
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Abb. 5.4: Versuche zur Synthese eines C-Glycosid-Clusters mit einer Pentasdure als Core.
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Die Synthese des mit Carboxygruppen ausgestatteten Glucose-zentrierten Kernmolekiils 5.08
erwies sich jedoch als untiberwindbare Hirde auf den Weg zur Synthese des Glycoclusters
5.09. Zwar war 5.08 Uber eine TEMPO-Oxidation™™® zuganglich, es konnte aber nicht
aufgereinigt werden, ohne daf3 Carboxy-Arme der Glucose durch Retro-Michael-Reaktionen
verloren gingen. Auch Versuche, 5.08 tiber eine Jones-Oxidation™*® herzustellen fiihrten zur

Zersetzung bevor das stark polare Produkt aufgereinigt werden konnte.
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S 1) Bu3SnH, AIBN
o o}

Toluol
AN
\\Lo o 2) NaOMe, MeOH \)ko,\,,e
(0]
S 0 o S OH
/\/ ~TN \/\NH2 HCI OH
HCI HoN 0
s HO -
HO O
H 1.04
HCI H,N 5.03 OMe
OH /
HATU, OH .
OH DME HO 0 LiOH, H,O
OH 68%
HO -0 HO @)
HO
5.10 OH
(0] NH
S
HOHO_O

\/\ OH
HOHO /“\//\ OH
OHOH

; O\/\/S\/\N

S

qf .

Abb. 5.5: Synthese des C-Glycosid-Clusters 5.11 mit dem Pentaamin 1.04 als Core.
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Gemdl? verschiedenen Untersuchungen sollte das Peptidkupplungsreagenz HATU in einer
Reaktion moglichst schnell mit einer Saure reagieren, um nicht zersetzt zu werden,'® d. h. es
sollte vorteilhaft sein, wenn die Saure sterisch weniger behindert ist als das Amin. Es wurde
daher versucht, das in der Diplomarbeit Uber die Addition von Cysteamin-Hydrochlorid an
perallylierte Glucose 1.03 hergestellte Pentaamin 1.04 mit der Saure, die nach der Verseifung
des C-Glycosides 5.03 erhalten wird, umzusetzen (Abb. 5.5). Hierfir wurde das Amin-
Hydrochlorid 1.04 einen Tag mit DIPEA in DMF gertihrt um das freie Amin zu erhalten und
5.03 wurde mit LiOH in die freie Saure tiberfuihrt."*" AnschlieRend wurde das Pentaamin mit
Hilfe von HATU in 68 % Ausbeute mit der Saure gekuppelt, wobei der Glycocluster 5.11
erhalten wurde.

Im Gegensatz zum O-glycosidisch verknipften Glucose-zentrierten Glycocluster 3.04 (Abb.
3.2) mit Propyl-Spacern ist hier kein Einflul3 des chiralen Glucose-Kerns auf die chemischen
Verschiebungen der Mannoseliganden im *C-NMR detektierbar. In den Armen des Octopus-
Core-Glycosides erlischt der chirale Einflufd der Glucose hinter der Sulfidbrticke. Der chirale
Einfluf3 des Glucose-Kerns reicht damit auch in diesem Beispiel in etwa genauso weit, wieim
Falle des O-glycosidisch verknipften Glucose-zentrierten Glycocluster 3.12 (Abb. 3.8) mit 3-

Oxa-hexyl-Spacern.
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Abb. 5.6: *C-DEPT-NMR-Spektrum des C-Glycosid-Clusters 5.11.
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Glycocluster tUber reduktive Aminierung

Tris-(aminoethyl)-amin als Kernmol ekl

Im Verlauf der Diplomarbeit 1) Ac,0, Pyridin OAOcA
. .. 2) Oz, CH,CI c
war die Ozonisierung von a-D- 3 pphy Ao~ -0
—— c
Allylmannosid 5.12 detailliert 502 O
: (@]
untersucht worden. Je nach o 1) O3, NaHCOs, oH
CH,Cl>-MeOH
. . o) 2Cl OH
Reaktionsbedingungen konnte Ha& 2PPhs HO&
HO
eine Voll- oder Halbaceta- O~ -5 Oﬂe
der eine Aldehyd 5.12 | o
gruppe oder €ne yad- 1) O3, MeOH OH
gruppe im Produkt erhalten | AMeS o B
werden. HO OMe

5.14 0%
Am Beispiel des kauflichen OMe

L . . Abb. 5.6: Die Ozonisierung von Allylmannosid liefert je nach den
Triamin-Kernmolekuls Tris(2-  gewahiten Bedingungen ein Aldehyd, Halbacetal oder Vollacetdl

aminoethyl)amin (5.16) soll hier untersucht werden, ob diese ozonisierten Allylmannosiden
mit Hilfe der reduktiven Aminierungsreaktion einfach zu Clustern umgesetzt werden kdnnen.
Bel einem ersten Versuch das Halbacetal 5.13 mit Tris(2-aminoethyl)amin mit H, / Pd-C in
Methanol zum Tricluster 5.18 umzusetzen, wurde bereits im Rahmen der Diplomarbeit ein
inhomogenes, wasserlddliches, polymerartiges Gel isoliert. Um eine vollstandige Umsetzung
in Losung zu erhaten, wurde das acetylierte ozonisierte Allylmannosid 5.02 unter
verschiedenen Bedingungen mit dem Triamin 5.16 umgesetzt. Mit einem sechsfachen
UberschulR des Aldehyds bezogen auf den Triamin-Core und Natriumtriacetoxyborhydrid in
1,2-Dichlorethan lief3 sich geméa? MALDI-TOF-Reaktionskontrolle der Tricluster 5.17 sehr
sauber herstellen. Der Uberschul? an 5.02 ist notwendig, da ein groRer Anteil von 5.02 zum
Alkohol 5.15 reduziert wird, bevor er mit dem Amin 5.16 reagieren OAc

kann. Zur Reinigung von 5.17 standen Reverse-Phase-HPLC mit Awﬂ
Wasser/Acetonitril  als  Elutionsmittel und Sephadex LH-20- . o0~y
Gelchromatographie mit Methanol bzw. einem Methanol/Dichlor-  App 57 515
methan-Gemisch as Elutionsmittel zur Verfligung. Da die spezifische Masse von Sephadex
LH-20 Kleiner ist als die von Dichlormethan, kann in den verwendeten selbstgebauten GPC-
Saulen kein reines Dichlormethan als Laufmittel verwendet werden. In aminhaltiger
methanolischer Ldsung erfolgt aber eine Deacetylierung und dementsprechend wurde bei dem
Versuch der Abtrennung des als Nebenprodukt entstandenen 5.15 eine Art autokatalytische

- 103 -



Dissertation Michael Dubber

tellweise Deacetylierung beobachtet. Da sich der Tricluster jedoch wéhrend der Entschiitzung
unter Zemplén-Bedingungen ebenfalls zu zersetzen beginnt, ertibrigte sich der Einsatz eines

geschlossenen GPC-Trennsystems, welches ohne Methanol als Kosolvenz auskommt.
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Abb. 5.8: Glycocluster Uiber reduktive Aminierung

Um all diesen Problemen aus dem Weg zu gehen, wurde versucht Tris(2-aminoethyl)amin mit
einen groRRen Uberschul 5.02 zum Hexacluster 5.19 umzusetzen. Wider Erwarten konnte
Natriumtriacetoxyborhydrid, das eigentlich selektiv sekundare Amine liefern sollte,®® zur
Synthese dieses Hexaclusters benutzt werden. Wahrend mit diesem Reagenz die Synthese des
Triclusters in wenigen Stunden abgeschlossen ist, bedurfte es 5 Tage und der mehrfachen
Zugabe des Reagenzes und von 5.02, um den Hexacluster zu synthetisieren. Sobald in den
MALDI-TOF-Massenspektren die Spur eines Heptaclusters, der auf der Bildung eines
guartdren Amins beruht, detektiert wurde, wurde die Reaktion durch Austausch des

Losungsmittels gegen Methanol gestoppt. Der Ansatz wird mit 2 Aquivalenten
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Natriummethanolat, bezogen auf die eingesetzte Menge NaBH(OAcC)s, versetzt und
schrittweise, zuerst in Methanol dann in Wasser, entschiitzt und mit Wasser Sephadex G15

gereinigt, um 5.19 in 52 % Ausbeute zu isolieren.

100.34
73.40
0.98
—70.35
—67.10

_/-7

0.5 |

-0.5 ]

T9'79

68°CS

-1.0

Abb. 5.9: *C-DEPT-NMR-Spektrum von 5.19

Da nur die Synthese des auf Tris(2-aminoethyl)amin aufbauenden Hexaclusters 5.19
erfolgreich war, nicht aber die des Triclusters 5.18, erscheint es unwahrscheinlich, dal3 diese
Ergebnisse auf die sterisch anspruchsvolleren Kohlenhydrat-zentrierten Polyamin-
Kernmolekile, wie sie z. B. im Rahmen der Synthese Kohlenhydrat-zentrierter PAMAM-
Dendrimere hergestellt wurden, Ubertragbar sind. Es gibt jedoch viele ké&ufliche Di- und
Triamine, sowie viele einfache Synthesen zu méglichen Di- und Triamine Kernen,*® so daf3
dieses Syntheseprotokoll zur Synthese einer Vielfalt nicht Zucker-zentrierter Cluster nitzlich

sain sollte.
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Glycocluster Giber Thioharnstoffkupplung
Kohlenhydrat-zentrierte Thioharnstoffcluster

Die Synthese Thioharnstoff-verbriickter Glycocluster wurde im Arbeitskreis Lindhorst
perfektioniert und zu der Synthese einer Vielzahl von Glycoclustern und Glycodendrimeren
benutzt (Abb. 5.10). 11& e 747, 122, 163

OAc

OAC
OAc
O
NH

OMe

NHz ~H Aco. P
SCN S s CO OMe
OAc )LN
N + AcO -Q o N\/\H H

NH, OMe HN

AcO.
(e)

OMe

Abb. 5.10: Beispiel einer Synthese eines Thioharnstoff-verbriickten Glycoclusters (Lindhorst).'?

In Kapitel 2 sind zur Synthese von Kohlenhydrat-zentrierten PAMAM-Dendrimeren mit den
Verbindungen 2.03, 2.03b, 2.14 und 2.19 mehrere vollstdndig aminofunktionalisierte Zucker
mit Glucose und Trehalose als Kernmolekll hergestellt worden, die sich zur Ummantelung
mit Mannosylisothiocyanat eignen sollten.

Das Glucose-zentrierte Pentamin 2.03 konnte problemlos in siedenden Dichlormethan mit
dem, nach der Schmelzmethode'® aus 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosylbromid
(5.06) hergestellten, Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosylisothiocyanat  (5.20) zum
Thioharnstoff-verbrtickten Glycocluster 5.21 umgesetzt werden (Abb. 5.12).

C:S C'lman

o OCH,CH,N
|

T L L L T — 71 T . r T r T T T
150 100 50 0
Abb. 5.11: Ein *C-NMR Spektrum des Glycoclusters 5.21. Die NMR-Spektren der acetylierten Thioharnstoff-
verbriickten Glycocluster werden nur vollstandig aufgel 6st, wenn Dg-Aceton als NMR-Ldsungsmittel verwendet

wird.

0.00 Ll T Hreiried
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Die Qualitd der NMR-Spektren der acetylierten Thioharnstoff-verbrickten Glycocluster
héngt sehr stark davon ab, welches NMR-Ldsungsmittel verwendet wird. Wahrend mit CDCl3
als Losungsmittel nur eine schlechte Auflésung der NMR-Peaks erreicht werden kann,
werden mit Dg-Aceton als NMR-Lésungsmittel alle **C-Peaks aufgeldst (Abb. 5.11).*%°

H,N
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Hle 0 OAc
-0
o 0 AcO
o) AcO
H N/\/ ?5
2 " ONH,
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NH,
OAc
CH,Cly, 3h OAc KSCN, 200°C
_0
500 | 7O
SCN
RO OR 5.20
RO OR
~0
HN
J—NH
RO S
RO o)
~ H
RO i N o
RO = 10 0
S o
Wt ? 5 i
ju N7 ONH OR
NG H
(0] HN S OR
RO- H \f o
RO NH OR
RO
| RO of
R RO™N 5.21R=Ac
NaOMe
RO OR MeOH
OR 5,22 R=H

Abb. 5.12: Synthese des Thioharnstoff-verbriickten Glycoclusters 5.22.

Der acetylierte Thioharnstoffcluster 5.21 wurde nach Zemplén zum entschiitzten Derivat 5.22
umgesetzt. In dem MALDI-TOF-Massenspektrum von 5.21 konnte mit DHB als Matrix
neben dem [M+Na]*-quasi-Molekillpesk ein [M-S]*-Peak beobachtet werden, der in dem
MALDI-TOF-Spektrum des entschiitzten Clusters 5.22 nicht mehr vorhanden war.

Daswie 2.03 Uber eine Sequenz aus Perallylierung, Ozonisierung und reduktiver Aminierung
hergestellte Trehalose-zentrierte Oktaamin 2.14 ist in Dichlormethan unléslich und alle

Versuche mit Hilfe von DMF als Kosolvenz oder mit entschiitzten Isothiocyanaten in Wasser

- 107 -



Dissertation Michael Dubber

einen strukturperfekten Trehalose-zentrierten, Thioharnstoff-verbriickten Glycocluster mit
2.14 a's dem Kernmolekll zu synthetisieren schlugen fehl.

Dahingegen konnte das Uber eine Sequenz aus Peralylierung, Hydroborierung, Appel-
Reaktion und Gabrielsynthese hergestellte Oktaamin  2.19 problemlos zum
Thioharnstoffcluster 5.23 umgesetzt werden (Abb. 5.24). Die mit 41 % relativ niedrige
Ausbeute im Kupplungsschritt ist dabel offenbar auf Verluste, wahrend der Reinigung an
Kieselgel zurtickzufihren.

HoN
H,N
\\L NH,
o)
0 0 K//
0
/\/\O o) O._~_ NHz
H,N //J o)
HoN NH2 W\
2.19 NH,
CH,Cly, 3h, | 41%
OR
5.20
RO OR
OR
RO —Q HN
S:< OR

RO.O N NH HN\fS s(; OR
H q . OR
RO RO RO
RO RO RO
OR O- OR NaOMe, 5,23 R=Ac

OR RO MeOH
=G OR 87 % 524 R=H

Abb. 5.13: Synthese des Trehal ose-zentrierten, Thioharnstoff-verbriickten Glycoclusters 5.24.

Die Entschitzung des acetylierten Trehaose-zentrierten, Thioharnstoff-verbriickten
Glycoclusters 5.23 erwies sich als besonders einfach, da der vollstandig entschitzte
Glycocluster 5.24 in Methanol unlgslich ist, as amorpher, weil3er Feststoff ausfélt und
einfach abfiltriert werden kann.
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Clusterung dendritischer Aste
Glycocluster mit Quadratsdurediethylester als Kupplungsreagenz

Durch die Verknipfung Amino-funktionalisierter Glycocluster konnen einfach grof3ere
Glycokonjugate aufgebaut werden, die auch als Dendrimere betrachtet werden kénnen. So hat
z. B. Stoddart Mannosyltricluster auf vielfdtige Art und Weise verwendet, um verschiedene

gréRere Dendrimere firr Inhibitions-Assays herzustellen (Abb. 5.14).166
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o
HO O o OH
o-
HO

Abb. 5.14: Konvergente Synthese Mannose-enhaltender Dendrimere (Stoddart).

In Kapitel 4 wurde mit Verbindung 4.10 ein Amino-funktionalisierter Glycocluster hergestellt
der sich einfach zu grof3eren Aggregaten verkniipfen lassen sollte. Besonders geeignet fir den
Aufbau derartiger Molekile sind Peptidverkniipfungen, wie sie auch von Stoddart verwendet
wurden, sowie Kupplungen mit Hilfe von Quadratséaurediethylester nach der von Tietze
entwickelten Methode.”®" 3* % Da die Methode der Kupplung mit Hilfe von Quadrat-
saurediethylester bereits erfolgreich fur die Synthese des Phospholipids 4.28 angewendet
werden konnte und mit Tris-(2-aminoethyl)-amin (5.16) ein einfaches symmetrisches Amino-
funktionalisiertes Core-Molekil zur Verfigung stand, wurde diese Methode auch zur
Clusterung zur von 4.10 benutzt (Abb. 5.15).

Die vollstandige NMR-Charakterisierung von 5.25 war mit den zur Verfiigung stehenden
Methoden jedoch nicht moglich. Genau wie frither'®® fiir peptidisch-verkniipfte Glycocluster
mit einem Titriplex | Core-Molekll beschrieben, war auch hier die gesamte Kernregion des
Glycoclusters 5.25 in den *H- und **C-NM R-Spektren nicht detektierbar (Abb. 5.16).
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Abb. 5.15: Konvergente Synthese des Dodecaclusters 5.25.
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Da eine Hochtemperatur-NMR-Messung aus technischen Grtinden nicht méglich war, wurde

versucht den einfachen Glucose-Tricluster 5.26 zu synthetisieren (Abb. 5.17), dessen Struktur

mit dem Gerust des Dodecaclusters 5.25 Ubereinstimmt. Wenn es mdglich gewesen wére, die
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Cluster 5.25 und 5.26 in demselben NMR-Ldsungsmittel zu vermessen, hétte man auf
indirektem Weg die genauen Verschiebungen der Kohlenstoffe der Kernregion des Clusters
5.25 bestimmen konnen.

T T
150 100 50 0

Abb. 5.16: Ein *C-NMR-Spektrum des Dodecaclusters 5.25 in D,-Methanol. Die K ohlenstoffatome der Kern-
Region des Glycoclusters sind nicht detektierbar.

Bereits wahrend der Synthese des Glucose-ummantelten Triclusters 5.26, wurden dessen
ungewohnliche Lodlichkeitseigenschaften deutlich as der strukturperfekte Cluster 5.26 aus
der methanolischen Reaktionsldsung prézipitierte. Bei dem Versuch ein NMR-Spektrum von
5.26 in D,O aufzunehmen, konnte der Cluster zwar kurzfristig vollstandig gel 6st werden, fiel
danach aber nach kurzer Zeit wieder vollstéandig aus. Letztendlich konnte dann mit einem
L 6sungsmittelgemisch aus D4-MeOH, CD,Cl, und CDCl3; doch noch NMR-Spektren erhalten
werden, in denen die gesamte Kernregion sichtbar war.

v.u/ //»—
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Abb. 5.17: Ein *C-NM R-Spektrum des Glucose-ummantelten Triclusters 5.26.

Die beobachteten Lddlichkeitsprobleme machen deutlich, dal3 die Kernregion einen starken
hydrophoben Charakter hat. Es ist daher anzunehmen, dal? der Dodecacluster 5.25 sich in den
waéssriger Losung, wie sie in biologischen Assays verwendet werden, nicht zu voller Grol3e
entfalten wird, und evtl. auch wieder L 6dlichkeitsprobleme auftreten.
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Glycocluster Gber Oxim-Kupplungen

Die Reaktion von Aldehyden und Ketonen mit Aminooxy-funktionalisierten Verbindungen
unter Bildung von O-Alkyl-oximen stellt eine der am enfachsten zu beherrschenden
Reaktionen der Organischen Chemie dar. Die O-Alkyl-oxim-Gruppe kann als biologisch und
medizinisch unbedenklich eingestuft werden und wird auch in Arzneimitteln wie
Roxithomycin und Azetreonam verwendet.®” Kupplungen mit Hilfe von Oxim-Bindungen
haben breite Anwendung gefunden, z.B. wurden sie zum Aufbau von Glycopeptidmimetika
verwendet (Abb. 5.18).1%8
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Abb. 5.18: Synthese eines Glycopeptidmimetikas mit Hilfe von Oxim-Bindungen (Bertozzi).

Fir den Aufbau Kohlenhydrat-zentrierter Glycocluster tUber Oxim-Verknupfungen gibt es
zwei mogliche Wege. Einerseits konnte ein mit Carbonylgruppen ausgestattetes Core-
Molekll verwendet werden, wobel dann mit Aminooxy-Gruppen funktionalisierte Liganden
synthetisiert werden mifdten; anderseits konnte das Core-Molekil mit Aminooxy-Gruppen
ausgestattet werden, wobei dann Carbonyl-funktionalisierte Liganden synthetisiert werden
muften (Abb. 5.19).

Variante A: Core-Molekil mit Carbonylgruppen Variante B: Core-Molekll mit Aminooxy-Gruppen

Q_o o) Q_o o

= KN,
(e G

OH OH
oH OH
HO |- HO -0
HO | HO R
OH
O\NHZ O\/go OH

0_o N o] 0 OH
m \/Y o " OH OH mo\/\/OMN/ o 4 oH
R

OH oH

Abb. 5.19: Kohlenhydrat-zentrierte Glycocluster mit Oxim-Bindungen koénnen sowohl ausgehend von einem
Core-Molekill mit Carbonylgruppen (Variante A) as auch von einem Core-Molekil mit Aminooxy-Gruppen
(Variante B) aufgebaut werden (R = H oder Me).
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Da sich im Rahmen der Diplomarbeit und wahrend der Synthese Kohlenhydrat-zentrierter
PAMAM-Dendrimere gezeigt hatte, dal3 mit Aldehyd-Gruppen ausgestattete Core-Molekiile
nicht lagerféhig sind, wohingegen einfache, mit Carbonylgruppen ausgestattete Mannoside
wie 5.02 und 5.13 (Abb. 5.6) problemlos herstellbar waren, wurde zuerst versucht, Core-
Molekile mit Aminooxy-Gruppen auszustatten (Variante B, Abb. 5.19).

Fir die Synthese eines Aminooxy-funktionalisierten Core-Molekiiles bietet sich eine Sequenz
aus Perallylierung, Hydroborierung, Mitsonobu-Reaktion mit N-Hydroxy-phthalimid und
anschlief3ender Hydrazinolyse an. Auf den ersten Blick liegt es nahe, bel der Mitsonobu-
Reaktion'®® die Bildung von Dioxytriphenylphosphoranen zu erwarten, wie sie von Itzstein
fur Diole beschrieben hat.!® Das N-Hydroxy-phthalimid reagiert jedoch als schwache Saure
ahnlich schnell wie einfache Carbonsduren, so dal? selektiv ein N-Alkoxy-phthalimid-Derivat
gebildet wird (Abb. 5.20).1"

Allgemeines Reaktionsschema:
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Abb. 5.20: Das algemeine Reaktionsschema fir Core-Molekile mit Aminooxy-Gruppen: Polyalkohol-Core-
Moleklle werden Uber eine Mitsonobu-Reaktion mit N-Hydroxy-Phthalimid umgesetzt und mit Hydrazin
entschitzt. Das N-Hydroxy-phthalimid reagiert als schwache Séure schnell mit dem DEAD-PPhs-Addukt,
weshalb eine Reaktion der Alkoholgruppen der Polyalkohol-Core-Molekile mit dem DEAD-PPhs-Addukt
unwahrscheinlich ist.
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Abb. 5.21: Synthese des Glycoclusters 5.29b Uber Aldoxim-Bindungen .

Uber die Sequenz von Mitsonobu-Reaktion mit N-Hydroxy-phthalimid und anschlieender
Hydrazinolyse konnte der Glucose-zentrierte Pentalkohol 3.01b in den Aminooxy-Core-
Molekll 5.28b Uberfuhrt werden, der mit dem Aldehyd 5.13 schnell und quantitativ zu dem
Glycocluster 5.29b umgesetzt werden konnte (Abb. 5.21). Da sich der Uber Aldoxim-
Bindungen verknipfte Cluster 5.29b a's @ufierst instabil erwies, wurde ausgehend von 3.02
das Keton-funktionalisierte Mannosid 5.30 hergestellt (Abb. 5.22).
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Abb. 5.22: Synthese des K eton-funktionalisierten Mannosides 5.30.
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Das mit langeren Armen ausgestattete Aminooxy-Core-Molekil 5.34 konnte mit dem Keton-
funktionaliserten Mannosid 5.30 zu einem stabilen Uber Ketoxim-Bindungen verknUpften

Glycocluster umgesetzt werden.
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Abb. 5.23: Synthese des Uiber Ketoxim-Bindungen verknlpften Glycoclusters 5.35.
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Kapitel 6

Zusammenfassung
Dissertation Michael Dubber, Universitét Hamburg 2001

Thema dieser Dissertation war die Synthese Kohlenhydrat-zentrierter Dendrimere und
Glycocluster. Mit den Glucose- und Trehalose-zentrierten PAMAM-Dendrimeren 2.06 und
2.20, konnten erstmals Dendrimere mit einem Kohlenhydrat-Kern hergestellt werden, welche
eine besonders hohe Kernmultiplizitdt besitzen und daher andere Eigenschaften in
biologischen Applikationen, wie Transfektions-Experimenten, besitzen sollten a's die bisher
bekannten Dendrimere. Um die dendritischen Aste moglichst nahe am Zucker zu plazieren
und ale Hydroxylgruppen der Zucker auszunutzen, wurden verschiedene Methoden zur
Synthese vollstandig amino-funktionalisierter Kohlenhydratderivate evaluiert, wobel sich eine
Sequenz aus Perdlylierung, Hydroborierung, Appel-Reaktion und Gabrielsynthese als
optimal erwies. Im Falle der Glucose-zentrierten Verbindung konnte tiber eine Perallylierung
und Ozonisierung mit anschlief3ender reduktiver Aminierung eine noch dichtere Gruppierung
der Aminogruppen um den Kohlenhydrat-Kern erreicht werden.

Glycocluster sind multivalente Glycomimetika, die potentiell Kohlenhydrat-Lektin-
Interaktionen inhibieren kdnnen und damit u. a. dazu geeignet sein kénnen, die bakterielle
Kolonisation humaner Gewebe zu verhindern. Die angestrebten hohen Inhibitionswerte
werden erreicht, wenn der Glycocluster gleichzeitig Bindungen zu mehreren Kohlenhydrat-
erkennenden Doménen eingehen kann, die ihrerseits meistens geclustert vorkommen, weil die
Natur eben dieses Prinzip, der gleichzeitigen Ausbildung vieler schwacher Kohlenhydrat-
Protein Bindungen zur Erlangung einer starken Bindung (Clustereffekt), in Zell-Zell-
Kommunikationsprozefen nutzt. Uber die O-Glycosylierung von uber Peralylierungs-
Hydroborierungs-Sequenzen hergestellten Octopus-Glycosiden mit Hydroxypropyl-Armen
konnten Glucose-, Trehalose-, Melibiose- und Raffinose-zentrierte, Mannose-ummantelte
Glycocluster synthetisiert werden. Fir jeden einzelnen der Kohlenhydrat-zentrierten
Glycocluster mufdten optimale Glycosylierungsbedingungen gefunden werden. Wahrend die
Glucose-zentrierten Octopus-Glycoside mit benzoylierten Imidaten in Dichlormethan bei
einer sehr hohen Imidatkonzentration erschépfend glycosyliert werden konnten (3.04 und
3.12), mufdten die Oligosaccharid-zentrierten Glycocluster 3.15, 3.18 und 3.26 in Acetonitril
bei einer sehr niedrigen Imidatkonzentration und leicht erhohter Temperatur glycosyliert
werden. Die Verwendung von Mannose als Ligand und der Aufbau aus bio-kompatiblen
Fragmenten ermoglichte einerseits den sofortigen Einsatz in Assays zur Inhibition der
Adhéasion von E. coli anh Mannan und soll anderseits den Einsatz gegen die Kolonisation
humaner Gewebe mit uropathogenen E. coli ermdglichen.
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Ein Grundmotiv der Chemie dieser Dissertation war die erschopfende Umsetzung sterisch
gehinderter polyfunktioneller Moleklle, wobel die Umsetzung der letzten Funktionalitéat
jewells die schwierigste war. An den Bruker Biflex [11 MALDI-TOF-Massenspektrometern,
die zur Verfigung standen, konnten Protokolle entwickelt werden, mit denen sowohl die
Anzahl der umgesetzten Funktionalitdten, als auch das Ausmal® an unerwilnschten
Nebenreaktionen, wie der Orthoesterbildung, ermittelt werden konnte.

Fur eine Vielzahl von Immunbindungsassays werden funktionalisierbare Glycocluster
bendtigt, welche mit Biotin oder Fluoreszenzmarkern verkniipft werden konnen. Zu diesem

Zwecke wurde ein Mannose-ummantelter Glucose-zentrierter Glycocluster mit einer freilen

Amino-Funktionalitét synthetisiert, mit
), Mannose
dem zahlreiche biologisch aktive Gruppen o
B N\ Glucose
gekuppelt werden koénnen. Neben dem
O . Biotin

biotinylierten Glycocluster 4.16 und
verschiedenen fluoreszierenden Glyco- oﬁ\x/ \/\/\/.
clustern (4.18, 4.20 und 4.21) wurden

9]
O
(@]
Glycolipidmimetika ~ synthetisiert,  die S o J,I

neben  Kohlenhydrat-Protein-Wechsel -

wirkungen  zusétzliche  hydrophobe i

Wechselwirkungen zu  Kohlenhydrat- Abb. 6.1: Schematische Zeichnung des biotinylierten
Glycoclusters 4.16.

bindenden Proteinen (Lektinen) ausbilden

konnen (4.23, 4.24, 4.26 und 4.28).

Nachdem zahlreiche Dendrimere und Glycocluster mit Hilfe schwer steuerbarer Reaktionen,

welche zudem mit komplexen Nebenreaktionen konkurrieren, wie O-Glycosylierungen und

reduktiver Aminierung, synthetisiert worden waren, wurden auch noch einfacher

kontrollierbare Reaktionen wie Peptid-, Thioharnstoff- und Oxim-Kupplungen fir den

Aufbau Kohlenhydrat-zentrierter Glycocluster evaluiert. Die dabei synthetisierten Glucose-

zentrierten Glycocluster 5.11, 5.22 und 5.35 geniigen zwar wahrscheinlich nicht alen

toxikologischen Anforderungen, sind dafir aber einfach strukturell variierbar.

Um die Fulle der hier erarbeiteten Ergebnisse besser Uberblicken zu kénnen, ist eine

besonders Ubersichtliche Gliederung gewéhlt worden, die es erlaubt in einzelnen Kapitel

unabhangig von der Lektlre anderer "einzusteigen'. So mag ein zeitlich Ubersichtlich

gehaltener Einblick in die Arbeitsgebiete dieser Dissertation auch jenseits des kurzen Abrisses

in dieser Zusammenfassung gelingen.
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Subject of this thesis was the synthesis of carbohydrate-centered dendrimers and
glycoclusters. With the synthesis of the glucose and trehal ose-centered PAMAM dendrimers
2.06 and 2.20, dendrimers with a carbohydrate core were synthesised for the first time. These
dendrimers are characterised by unusually high core multiplicities and should therefore have
different properties in biological applications, e.g. transfection experiments, than dendrimers
known to date. Several methodologies were evaluated to exploit each and every hydroxyl
group, and to arrange the dendritic branches as tightly as possible around the carbohydrates. A
sequence of perallylation, hydroboration, Appel reaction and Gabriel synthesis has proved to
be optimal. In the case of the glucose-centered dendrimer, an even tighter arrangement of
amino groups was achieved by a sequence of perallylation, ozonisation and subsequent
reductive amination.

Glycoclusters are multivalent glycomimetics, which may be able to inhibit carbohydrate-
lectin interactions and may therefore be used for prevention of bacterial colonisation of
human epithelial tissues. The desired high inhibition values can be achieved, if the
glycocluster binds to several carbohydrate recognition domains simultaneously. In Nature,
these carbohydrate recognition domains are usually clustered, because Nature herself exploits
this very phenomenon in cell-cell communication processes — the simultaneous formation of
several weak carbohydrate-protein bonds results in one strong interaction (cluster glycoside
effect). Glucose-, trehalose-, melibiose- and raffinose-centered glycoclusters coated with
mannose were synthesised by O-glycosylation of octopus glycosides with hydroxypropyl
branches, which were synthesised by a perallylation and hydroboration sequence. It was
necessary to optimise the glycosylation conditions individualy for each carbohydrate-
centered glycocluster. For example, the glucose-centered octopus glycosides were
perglycosylated by treatment with a solution of dichloromethane with very high imidate
concentration (3.04 and 3.12), whereas the oligosaccharide-centered octopus glycosides 3.15,
3.18 and 3.26 were perglycosylated by treatment with solutions of very low imidate
concentration, but with slightly elevated temperatures. The application of mannose as ligand
and because only biocompatible fragments were used for the construction of these
glycoclusters, it was possible to employ them immediately in assays to determine their

efficacy in inhibition of Type 1 fimbriae-mediated adhesion of E. coli to mannan. In addition,
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these properties should enable the usage of these glycoclusters in prevention of the
colonisation of human tissues by uropathogenic E. coli.

One of the main targets of the chemistry presented here was the complete reaction of
sterically hindered polyfunctional molecules, whereby the reaction of the last functionality
aways proved to be the most difficult. The available Bruker Biflex 11l MALDI-TOF mass
spectrometers made it possible to determine the number of functionalites reacted and the
extent of undesired side-reactions such as orthoester formation.

Functionalised glycoclusters which can be labelled with biotin or with a fluorescence marker

are needed for a number of immunoassays. To this end, a mannose-coated, glucose-centered

glycocluster with a free amino group was ’\
‘ Mannose
synthesised, which can be coupled to a o
) ) ) m Glucose
range of biologically active groups. In .
Biotin

addition to the biotinylated glycocluster K\\
4.16 and several fluorescent glycoclusters ,&/

(4.18, 420 and 4.21), dglycolipid

mimetics were synthesised (4.23, 4.24,
4.26 and 4.28), which take advantage of |

both carbohydrate-protein interactions

and additional hydrophobic interactions Abb. 6.2: Schematic drawing of the biotinylated
glycocluster 4.16

with carbohydrate binding proteins

(lectins).

After numerous dendrimers and glycoclusters had been synthesised using reactions which are

difficult to control and which have complex side-reactions (such as O-glycosylation and

reductive amination), several easily controllable reactions such as peptide, thiourea and oxim

couplings were employed for the synthesis of carbohydrate-centered glycoclusters. The

glucose-centered glycoclusters 5.11, 5.22 and 5.35 were synthesised in this manner. These

glycoclusters can easily be tailored, but probably will not fulfill all toxicological

requirements.

A user-friendly structure for this thesis has been chosen, which should alow the reader to

read the chapter most relevant for him or her independent of the others. Thus it should be

possible to win an insight into the various subjects of this thesisin short amount of time.
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Experimenteller Teil

Allgemeine Methoden Seite 120
Allgemeine Arbeitsvorschriften Seite 121
MALDI-TOF-Massenspektroskopie Seite 126
Biologischer Teil (Sandwich-ELISA fur Typ-1-Fimbrien) Seite 130
Arbeitssicherheits-relevante I nformationen Seite 132

Experimentelle Daten zum

Kapitel 2 (Kohlenhydrat-zentrierte PAMAM-Dendrimere) Seite 134
Kapitel 3 (Kohlenhydrat-zentrierte Glycocluster) Seite 149
Kapitel 4 (Funktionalisierte Kohlenhydrat-zentrierte Glycocluster) Seite 171
Kapitel 5 (Konvergente Glycocluster Synthesen) Seite 189

Allgemeine Methoden: Alle Reaktionen wurden dinnschichtchromatographisch —auf
Kieselgelfolie 60 Fyq (Merck) verfolgt. Die Detektion erfolgte unter UV-Licht, durch
Besprihen mit 10 %-iger ethanolischer Schwefelsiure, der teilweise a-Napthol zugesetzt
wurde, und anschlief3ender Warmebehandlung. Fir Amine erfolgte die Detektion mit einer
Losung von 5 g (NH4)sM07024x4 H,0, 2 g Ce(HSO,)4 in 20 ml konz. Schwefel sdure und 80
ml Wasser mit anschlief3ender Warmebehandlung (Blaufarbung). In Einzelféllen erfolgte die
Detektion auch durch Besprihen mit einer 10 %-ige L6sung von KMnO, in Aceton oder einer
schwefelsauren (4 %) und essigsauren (1 %) Losung von p-Anisaldehyd (3 %) in Ethanol mit
anschlieffender Warmebehandlung. Chromatographische Trennungen erfolgten nach der
Flash-Technik auf Kieselgel 60 (Merck, 0.04-0.063 mm, 230-400 mesh) oder wurden als
Gelpermeationschromatographie an Sephadex LH-20 mit Methanol, Aceton oder Dichlor-
methan/Methanol 1:1 als Elutionsmittel, an Sephadex LH-60 mit Aceton as Elutionsmittel,
an Sephadex G-15 mit Wasser as Elutionsmittel, sowie an Biogel P2 mit Wasser (15 mM
NH4HCO;) as Elutionsmittel durchgefiihrt. Schmelzpunkte wurden auf einem Leitz-
Heiztischmikroskop bestimmt und sind unkorrigiert. Die Messung der Drehwerte erfolgte bel
Raumtemperatur auf einem Perkin-Elmer-Polarimeter 243 oder 341 (Natrium D-Linie, 589
nm, Kuvettenléange 1 dm).

Die Messung der NMR-Spektren erfolgte an einem Bruker DRX-500 (125.76 MHz bei *3C)
und einem AMX-400 (100.62 MHz bei *3C) an der Universitdt Hamburg bzw. an einem
Bruker DRX-500 (125.77 MHz bei *C) und einem Bruker AR-300 (75.47 MHz bei *3C) an
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der Universitét Kiel. In CDCl3; wurde TMS als internerer Standard genutzt. Die Bc_Daten
sind einstellig hinter dem Komma angeben und sind gerundet. In D,O und D4-Methanol
wurde auf die charakteristischen Loésungsmittelsignale von Ds-Methanol (3.35 ppm fir *H
und 50.2 ppm fir *C-Spektren) geeicht. Zur genauen Zuordnung der Signale wurden, falls
erforderlich, H-'H-COSY- oder 'H-*C-Korrelations-Experimente durchgefiihrt. FAB-
Spektren wurden auf einem VG Analytical 70-250S-Massensektrometer aufgenommen. Die
Elementaranalysen wurden in der analytischen Abteilung des Instituts fir Organische Chemie
der Universitét Hamburg angefertigt. Fur einige Stoffklassen wie vollstdndig Amino- oder N-
Benzyl-funktionalisierte Zucker und entschitzte Cluster mit sechszehn oder mehr freien OH-
Gruppen konnten keine korrekten Elementaranalysen erhaten werden. In diesen Féllen wurde
die Reinheit mit ESI- und MALDI-TOF-MS Uberprift.

Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV 1: Perallylierung nicht-reduzierender Zucker und Glycoside

Zucker mit mehr as 5 frelen OH-Gruppen werden mit NaH und Allylbromid in DMF
peralyliert, wahrend Glycoside mit weniger als 5 freien OH-Gruppen sehr gut unter
Phasentransferbedingungen peralyliert werden kénnen.

a) PTC-Methode: Zur Perallylierung unter Phasentransfer-Katalyse wird der Zucker in einer
klaren 30 %-igen Natronlauge, die 30 Aquivalente NaOH pro OH-Gruppe enthalt, gelost.
Wenn sich der pulverisierte Polyalkohol nicht [6st, wird etwas Toluol zugeftgt. Nach der
Zugabe von 1-2 Gewichtsaquivalenten Tetabutylammoniumbromid (TBABr) werden bei 20-
30°C 1.2 bis 1.5 Aquivalente Allylchlorid oder Benzylchlorid pro freier OH-Gruppe
zugetropft. Nachdem der Ansatz 6-18h bei 20-35°C heftigst gertihrt wurde, werden 100 ml
Toluol zugesetzt. Die wél¥ige Phase und die TBABr-Phase werden abgetrennt, und die
organische Phase wird ca. finfmal mit Wasser gewaschen. Wenn die organische Phase neutral
ist, wird sie getrocknet, eingeengt und falls notwendig an Kieselgel gereinigt. Empfindliche
Zucker werden nur far 6h bel 20°C perdlyliert, wahrend stabilere Zucker mit héheren
Ausbeuten Uber 18h bei 35°C umgesetzt werden.

b) NaH-Methode: Zur Peralylierung mit NaH wird der Zucker in trockenem DMF oder
NMP suspendiert und mit 1.2 Aquivalenten NaH pro OH-Gruppe versetzt. Nach dem
Abklingen der Wasserstoffentwicklung werden 1.2 Aquivalenten Allylbromid pro OH-
Gruppe zugetropft und anschlief?end wird die Lésung Uber Nacht gertihrt. Zur Aufarbeitung
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wird unter Eiskiihlung mit Eiswasser hydrolysiert, mit 100 ml Toluol versetzt, zweima mit
Natriumchloridlsung und zweimal mit Wasser gewaschen, mit MgSO, getrocknet, eingeengt

und an Kieselgel gereinigt.

AAV 2: Hydroborierung perallylierter Verbindungen

Die peralylierte Verbindung wird in trockenem THF gelést und mit 2 Aquivalenten 9-BBN
(0.5 M in THF) pro Allylgruppe 1h unter Ruckflufd gekocht. Empfindliche Zucker werden nur
1.5h bei 20°C hydroboriert. Der Hydridiberschul3 wird bei 0°C durch die Zugabe von Wasser
zerstort, danach wird ein halbes Volumenaquivalent (bezogen auf die 9-BBN-LOsung)
wéldrige 3M NaOH-L6sung und anschlief3end tropfenweise ein halbes Volumenaquivalent 30
%-ige Wasserstoffperoxidlésung zugegeben. Bei Basen-empfindlichen Zuckern erfolgt die
oxidative Aufarbeitung durch die langsame zeitgleiche Zugabe von je einem halben
Volumendquivalent 3M Natriumacetatlésung und 30 %-iger Wasserstoffperoxidlésung. Die
Losung wird Uber Nacht gerthrt, mit K,COj3 vollstandig geséttigt und die Phasen separiert.
Die wél¥rige Phase wird dreimal mit THF gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen
werden entsprechend der Molekularmasse und dem Adsorptionsverhalten des Produktes
aufgearbeitet. Verbindungen mit bis zu 5 Hydroxypropylgruppen konnen problemlos mit
Dichlormethan-Methanol-Gemischen an Kieselgel gereinigt werden, wahrend mit grof3eren

Verbindungen zuerst eine Entwasserung mit trockenem Methanol an Sephadex LH-20 erfolgt.

AAYV 3: Ozonisierung von Polyallylverbindungen

Polyallylverbindungen, fir welche die Gefahr einer Polymerisierung besteht, werden mit 1.5
Aquivalenten Natriumhydrogencarbonat pro Doppelbindung in einem Gemisch aus
Dichlormethan und Methanol im Ethanol/Trockeneis-Ké&ltebad bei -78°C ozonisiert. Nach
Blaufarbung des Ansatzes wird mit Hilfe eines Stickstoffstroms entfarbt und mit 1.2
Mol&guivalenten Triphenylphosphin bei -78°C zum Aldehyd bzw. Halbacetal oder mit 1.2
Molaquivalenten NaBH,4 auf Al,Oz zum Alkohol reduziert. Das Ldsungsmittelgemisch wird

so gewahlt, dai? das Reaktionsgemisch nach einem negativen Peroxidtest'’

ohne einzuengen
mit einem geringen L6sungsmittelgradienten an Merck-Kieselgel 60 gereinigt werden kann.
Einfache geschiitzte Allylverbindungen kénnen einfach in ungepufferten Dichlormethan
ozonisiert werden. Bei Ozonolysen in Methanol-haltigen Losungsmitteln kann auch mit

Dimethylsulfid zu Aldehyden reduziert werden.
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AAYV 4: Reduktive Aminierung von Polyhalbacetalen

Das Polyhalbacetal wird mit Methanol in den Reaktionskolben Ubergefiihrt, im
Stickstoffstrom eingeengt, in THF gelost und bel -10°C mit 1.2 Molaquivalenten
Dibenzylamin, 15 Molaguivaenten Eisessg und 2-3 Molaguivaenten Natrium-
triacetoxyborhydrid pro Carbonylgruppe versetzt. Anschlief?end wird ca. 3h be -10°C
gertihrt. Nach dem Zusatz von 100 ml Dichlormethan wird zweimal mit einem Uberschul? 1M
wal¥riger Natronlauge gewaschen, mit Wasser klargewaschen, mit MgSO, getrocknet und
eingeengt. Abschlief3end wird das Rohprodukt an Sephadex LH-20 (trockene Laufmittel:
Dichlormethan : Methanol 1:1) gereinigt.

AAV 5: N-Debenzylierung

Zur Abspatung einer N-Benzylgruppe nach dem Verfahren der katalytischen Transfer
Hydrogenolyse wird das Benzylamin in trockenem Methanol gel6st und unter Stickstoff mit
einem halben Gewichtsaquivalent Pd/C und 25 Mol-Aquivalenten Ammoniumformiat pro
Benzylgruppe versetzt. (Die Anzahl der benétigen Mol-Aquivalente hangt stark von der
Katalysatoraktivitdt ab.) Der Ansatz wird 2h unter Ruckflufl3 erhitzt. Wenn die Reaktion dann
noch nicht abgeschlossen ist (DC Kontrolle mit Isopropanol/Wasser/25 % Ammoniakldsung
70:30:1) werden nochmals etwa 25 Mol-Aquivalenten Ammoniumformiat pro Benzylgruppe
und etwas Methanol zugesetzt. Zur Aufarbeitung wird der Ansatz mit Methanol verdinnt,
Uber Filterpapier/Celite/Filterpapier filtriert, eingeengt und im Olpumpenvakuum von
restlichen Ammoniumformiat (*H-NMR: 8.6 ppm, *C-NMR: 171.3 ppm) befreit.

AAV 6: PAMAM-Synthese

Eine PAMAM Synthese besteht aus zwei iterativen Schritten, falls Kernmolekile mit
endstandigen Aminogruppen verwendet werden, beginnt die Synthese mit der Addition des
Polyamins an Methylacrylat.

a) Michael-Addition an Methylacrylat: Das Polyamin wird in trockenem Methanol gelost.
Zum Entgasen, wird mindestens 30min Argon oder Sticksoff bei rt durch die Ldsung geleitet.
Danach werden 2.4 bis 3.6 Molaquivalente Methylacrylat pro Aminofunktionalitét zugegeben
und der Ansatz wird 3d unter Lichtausschluf3 bei rt gertihrt. Anschlief3end wird eingeengt,

einmal mit trockenem Methanol kodestilliert und im Olpumpenvakuum getrocknet.
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b) Aminolyse mit Ethylendiamin: Ein groRer UberschulR destilliertes Ethylendiamin (75
Moldguivalente Ethylendiamin pro Estergruppe fiur die erste Generation und 150 fir die
zweite, 300 fir die dritte, 600 Molé&guivalente pro Estergruppe fir die vierte Generation usw.)
der mit 10 Vol-% trockenem Methanol versetzt wurde, wird bel 5°C mindestens 30min
entgast. Gleichzeitig wird eine hochstens 10 %-ige Losung des Polyesters in trockenem
Methanol ebenfalls mindestens 30 Minuten entgast. Die Lésung des Polyester wird zu der
Losung des Ethylendiamins gegeben und anschlielend wird der Ansatz 4-5d unter
Lichtausschlul® bei 5°C verwahrt und gelegentlich umgeschwenkt. Zur Aufarbeitung wird
nach Zusatz von Toluol eingeengt, drei- bis finfmal in Methanol aufgenommen und mit
Toluol kodestilliert, erneut mit Methanol aufgenommen und wieder eingeengt sowie im

Ol pumpenvakuum getrocknet.

AAV 7: Anomere Deacylierung

Der perbenzoylierte oder peracetylierte Zucker wird in THF (fir Mannoseperbenzoat in
Pyridin) vollsténdig gelést und mit einer 5.6 M ethanolischen Dimethylaminldsung (Fluka)
unter stdndiger DC-Kontrolle gertihrt bis die Reaktion abgeschlossen ist (z.B. werden 5-20 g
Mannoseperbenzoat in 50-200 ml Pyridin mit 50 ml 5.6 M HNMe;, in Ethanol, 1.5h gerihrt).
Zur Aufarbeitung wird nach dem Zusatz von 100 ml Toluol, vierma mit kaltgeséttigter
Natriumchloridlésung gewaschen, mit MgSO, getrocknet, eingeengt und sofort an Kieselgel

gereinigt.

AAYV 8: Glycosylierung nach der Imidat-Methode

a) in Dichlormethan: Der Polyalkohol wir mit 10 Aquivalenten Imidat pro OH-Gruppe in
trockenem Dichlormethan gelést, eingeengt und im  Olpumpenvakuum getrocknet.
Anschliel3end wird unter Argon in sehr wenig trockenem Dichlormethan gelost (1ml
CH.Cl,/g Imidat), mit 0.1-0.5 ml 5 %-ige Losung von TMSOTTf in Dichlormethan versetzt
und 6-12h gerthrt. Zur Aufarbeitung wird mit trockenem Dichlormethan verdinnt, mit
Natriumhydrogencarbonat neutralisiert, filtriert, eingeengt und an Kieselgel und
gegebenenfalls Sephadex LH-20 (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol 1:1) gereinigt.

b) in Acetonitril: Der Polyalkohol wird mit 10 Aquivalenten Imidat pro OH-Gruppe unter
Argon in trockenem Acetonitril (100ml Acetonitril/g Imidat) gelést und auf 40-65°C
Olbadtemperatur erwéarmt. Nach der Zugabe von 0.05 ml TMSOTf wird 0.05-1h bei 40-65°C

gerthrt, danach wird 1h bei rt weiter gerihrt. Nach der Zugabe von weiteren Imidat (1-2
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Aquivalenten pro OH-Gruppe) wird Uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Zur
Aufarbeitung wird mit NaHCO3; neutralisiert, filtriert, eingeengt und an Sephadex LH-20
(Laufmittel: Dichlormethan/Methanol 1:1) gereinigt, wobei hinter dem positiv detektierten
Elutionsvolumen nocheinmal das gleiche Elutionsvolumen zusétzlich mitgesammelt wurde.
Anschlielfend wird an Kieselgdl und erneut an Sephadex LH-20 (Laufmittel:
Dichlormethan/Methanol 1:1) gereinigt.

AAV 9: Deacetylierung / Debenzoylierung unter Zemplén-Bedingungen

Die acetylierte oder benzoylierte Verbindung wir in Methanol gelést, mit 1 ml 0.1 M
NatriummethanolatlGsung in Methanol versetzt und tber Nacht gertihrt. Anschlief3end wird
mit Amberlite IR 120 neutralisiert, filtriert und eingeengt. Debenzoylierte Verbindungen
werden mit Methanol an Sephadex LH-20 von dem Benzoesduremethylester getrennt. Wenn
die benzoylierte Verbindung nicht, oder nur schlecht in Methanol |6dlich ist, wird sie zuerst in
THF gelost und 1h mit 1 ml 0.1 M Natriummethanolatlsung gertihrt bis eine Tribung oder
ein Niederschlag sichtbar ist, bevor eingeengt und die obige Prozedur angewendet wird.

AAV 10: Amidverknupfung mit HATU

Die Saure, das Amin, (0.9 Aquivalente wenn sich die Aminogruppe am Core befindet, sonst
1.1 Aquivalente) und 2-3 Aquivalente DIPEA werden unter Argon in trockenem DMF gel6st
und unter Eiskihlung mit HATU versetzt. Es wird 2h unter Eiskihlung und 6-12h bel
Raumtemperatur gerdhrt, bis die Reaktion abgeschlossen ist. Zur Aufarbeitung wird mit

Methanol an Sephadex LH-20 gereinigt, eingeengt und im Ol pumpenvakuum getrocknet.
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MALDI-TOF-Massenspektroskopie
(Matrix-assisted Laser Desorption lonisation-Time of Flight-MS)

Da sowohl in Hamburg as auch in Kiel "Bruker Biflex I[11"-MALDI-TOF-Massen-
spektrometer zur eigenhéndigen Messung zur Verfiigung standen und diese Geréte vielfach
die einzige Mdglichkeit zur Reaktionsverfolgung darstellten und quasi als "DC-Kammer-
Ersatz® dienten, wird hier ein kurzer Einblick in die MALDI-TOF-Massenspektroskopie
gegeben.

Proben- UV- oder IR-Laser

teller
19 lbetektor 2 Reflektor Modus Reflektor
Detektor
3 Linear
Linear Modus Modus
[kV]

Abb. 7.1: Schematische Zeichnung eines MALDI-TOF-M assenspektrometers.

Zur Bestimmung der Molekilmasse und Reinheit einer Probensubstanz mit Hilfe eines
MALDI-TOF-Massenspektrometers wird die Probensubstanz zuerst mit einer Matrix
kokristalisiert. Die so praparierte Probe wird in das Massenspektrometer eingefahren und im
Hochvakuum mit einem Laser beschossen, dessen Energie von der Matrix absorbiert und auf
die Probenmolekile Ubertragen wird, wobel es zu einer Verdampfung von Matrix und
Probenmolekilen kommt. Neutrale Molekile werden wahrend dieses Prozesses durch die
Anlagerung von einfach geladenen lonen, wie z. B. H, Na", K*, Cs" oder auch CI', in
sogenannte "Quasi-Molekiilionen", wie z. B. [M+H]", tberfiihrt. Die einfach geladenen lonen
werden anschlief3end mit Hilfe eines elektrischen Feldes mit einer kinetischen Energie von 19
KV in en Feld-freies, evakuiertes Rohr geschossen. In diesem "TOF'-Rohr besitzen dle

Molektile eine konstante Fluggeschwindigkeit, die um so grol3er ist, je kleiner ihre Masse ist.

[2° v = Fluggeschwindigkeit
e U=1 19[kV] :lmVZ b V= 2 19[kV] g > g
2 m m = Molekllmasse

Wenn das MALDI-TOF-Massenspektrometer im "linearen Modus' betrieben wird, mifdt ein
Detektor am Ende des TOF-Rohres die Flugzeit (Time of Flight) der lonen, welche von dem
vorher calibrierten Gerét in die dazugehérigen Massen umgerechnet wird.
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Den besonderen Vortell eines TOF-Gerdtes kann man sich mit Hilfe eines
Gedankenexperiments verdeutlichen: Wenn ein Molekul-lon mit einer Masse von nvz = 1900
wéahrend des Verdampfungsprozesses im MALDI-Teil mit einer so grof3en thermischen
Energie ausgestattet worden ist, dald es im TOF-Rohr ein Neutralmolekil der Masse m/z =
1200 abspaltet, so behalten gemal’ den Gesetzen der klassischen Physik beide Tellchen ihre
Fluggeschwindigkeit bei und das lon verliert 12 [kV] seiner kinetischen Energie. Das heil¥,
das fragmentierte lon erreicht den Detektor zur selben Zeit, wie ein unfragmentiertes lon.
Eine evt. stattfindende Fragmentierung der lonen im TOF-Rohr eines linearen MALDI-TOF-
Gerdtes ist somit fur die messende Person nicht sichtbar. (Quantenmechanisch betrachtet
ergibt sich aus der Fragmentierung eines Molekil eine Verbreiterung des Mol ekl peaks.)

Durch den Einbau eines Reflektors (20 [kV]) am Ende des TOF-Rohres und eines zweiten
Detektors nahe dem Probeneintrittspunkt kann die Flugstrecke des Rohres zweifach genutzt
werden. Die lonen mit der Energie 19 [kV] werden zum Anfang des Rohres
zurtickgeschossen und dort von einem zweiten Detektor detektiert, wobei sich aufgrund der
verlangerten Flugbahn und der speziellen Architektur des Reflektors ein Gewinn an Schéarfe
und Aufldsung ergibt. Im Reflektor-Modus werden lonen, die zwischen dem Probeneintritt in
das TOF-Rohr und dem Reflektor fragmentiert sind, nicht detektiert, daher sind Substanzen
die kurz nach dem Eintritt in das TOF-Rohr vollsténdig fragmentieren nur im Linear- nicht
aber im Reflektor-Modus sichtbar. Bei MALDI-TOF-Geréten die mit einer Post-Source-
Decay-(PSD)-Einheit ausgestattet sind, kann die Energie des Reflektor schrittweise
herabgesetzt werden. Wobel auch eine Reflektor-Spannung erreicht wird, bei welcher das lon
der Masse m/z 700 mit der kinetischen Energie 7 [kV] aus dem obigen Gedankenexperiment
genauso reflektiert wird, als ob es die kinetischen Energie 19 [kV] besif3e. Wenn nun die
Energie des Lasers schrittweise so stark erhdht wird, das z. B. ein Peptid am Schluf3
vollstdndig vor dem Reflektor fragmentiert, so kann Abschnitt fir Abschnitt ein Spektrum
aufgenommen werden, welches die Bestimmung der Aminosauresequenz des Peptides zul &3t.
Obwohl mit der PSD-Einheit eine vollstandige Strukturanalyse einfacher Peptide moglich ist

% und Oligosacchariden*™ mit Hilfe von PSD-

und bereits Strukturen von Glycolipiden®’
Spektren aufgekléart wurden, werden zur Strukturaufklarung von Glycoproteinen und
Glycoproteinen meistens andere massenspektroskopische Methoden gewahlt, die mehr
Strukturinformationen liefern kénnen.*”

Fragmentionen konnen in einem MALDI-TOF-Massenspektrum nur beobachtet werden,

176

wenn bereits im komplexen Prozef3 der Verdampfung und lonisierung™ Probenmolekile

fragmentieren. Als Ursachen fir eine Fragmentierung wahrend dieses Prozesses konnen eine
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falschen Probenpraparation, eine zu hohen Laserenergie oder die Anwesenheit bestimmter
funktioneller Gruppen in Betracht kommen. Wenn wie im Falle der Bruker-Biflex-111-Geréte
UV-Laser verwendet werden, neigen Azide zur Abspaltung von Stickstoff und Dansyl-Reste
sowie DNA-Fragmente'’” durchlaufen komplexe Reaktionen.

Die Probenpréparation kann entweder nach dem Sandwich- (Schicht-)Verfahren oder der
" dried-droplet"-(pre-mix)-Methode erfolgen.*”® Ungeschiitzte Zucker werden meistens mit der
Matrix 2,5-Dihydroxybenzoesdure (DHB) nach dem Schichtverfahren prépariert, wobei man
zuerst einen Tropfen einer DHB-LAsung auf dem Probenteller (Target) kristallisieren &3t und
anschlief3end einen Tropfen der Probenlésung auf die DHB-Kristalschicht auftrégt und
kristalliseren la%. Die "dried-droplet"-Methode sieht eine Mischung der Matrix und
Probenl6sung in einem FlUssigkeitstropfen auf dem Target vor.

Bel der Wahl der Matrix kann man sich an dessen Hydrophilie orientieren, insbesondere bel
der pre-mix-Methode ist es von Vortell, wenn die Probensubstanz und die Matrix chemisch

e nander ahnlich sind.

CO.H OH OH OH
@/OH N CO,H H3CO X _COH
O o CroC
HO HO HO
2,5-Dihydroxy- 4-Hydroxy-a-cyano- 4- Hydroxy-3-methoxy- 1,8,9-Trihydroxy-
benzoeséure zimtsaure (CCA zimtsaure (Ferulic acid anthracen
(DHB) oder auch. 4HCCA) oder FA) (Dithranol)

Abb. 7.2: Vier von Uber zwanzig Ublichen Matrices zur Probenpréparation fur mit UV-Lasern ausgestattete
MALDI-TOF-Massenspektrometer. Die Hydrophilie der dargestellten Matrices nimmt von links nach rechts ab.

Durch die Optimierung der Parameter: Matrix, Konzentrationen und Prparationstechnik
lassen sich die Qualitdt, Reproduzierbarkeit und Peakintensitét der Massenspektren stark
optimieren.*” So konnte z. B. Meldal das MALDI-TOF nach den Zusatz von Csl as
"Dopingmittel” zur Auswertung von normaler DCs kleiner Molekiile benutzen,"®® und fiir
PSD-Messungen, wo mit hoher Laserenergie mehrere Stunden an einer Probenprdparation
gearbeitet wird, erh&lt man eine besonders dicke Kristallschicht, wenn die Matrixldsung und
die Probenlésung in einen kleinen Wassertropfen injiziert werden.’® Im Rahmen dieser
Arbeit erwies sich eine pre-mix-Préparation mit Aceton oder THF als Losungsmittel, Nal als
"Dopingmittel” und nor-Harmane®” als Matrix insbesondere fiir benzoylierte Cluster as
optimal, wobei die Proben- und die Matrixloésung bereits vor dem Auftragen auf den
Probenteller gut durchmischt (Vortex) werden mufdten (pre-mix-Methode), um gute Resultate
Zu erzielen.

Die MALDI-TOF Messungen erfolgten, wenn nicht anders angegeben, im positiven
Reflektor-Modus, wobei wasserlésliche Proben im Schichtverfahren mit DHB in
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Wasser/Acetonitril 2:1 mit 0.1 % TFA (10 mg DHB/ml) as Matrix prépariert wurden, und
unpolare Substanzen mit nor-Harmane (10 mg/ml) in THF oder Aceton, dem gegebenfalls
Nal zugesetzt wurde, im pre-mix-Verfahren prapariert wurden. In einigen Fallen wurde eine
gesdttigte Losung von CCA in Aceton als Matrix verwendet, wobel nach den
Schichtverfahren prapariert wurde.

Zum Kalibrieren wurden CCA ([2M+H]" mvz = 379.09); Angiotensin Il ([M+H]" m/z =

1046.54), Bombesin ([M+H]" m/z = 1619.82) und Insulin (Bovine) ((M+H]* m/z = 5734.56)

verwendet.

Beispiele fur Anwendungen der MALDI-TOF-M assenspektroskopie aus dem Seite
Theoretischen Tell dieser Dissertation:

1. N-Benzylierte Verbindungen wie 2.16 spalten statistisch Benzylgruppen

ab, wenn sie mit ungeigneten Matrices prapariert werden. 33
2. Das MALDI-TOF-Gerdt ermoglicht die Reaktionskontrolle bel der

Synthese des Trehal ose-zentrierten PAMAM-Dendrimers 2.20 38-39
3. Mit Hilfe des MALDI-TOF-Gerétes kann wéhrend einer Glycosylierungs-

reaktion der Antell der Orthoesterbildung verfolgt werden. 52-54
4. Die MALDI-TOF-Spektren sind auch bel Massen von tber 5000 myz noch

| sotopen-aufgel 6st, wie das Beispiel 3.25 zeigt (Abb. 3.16). 56
5. Die Spaltung des Trehalose-zentrierten Glycocluster 3.14 kann nur mit

Hilfe des MALDI-TOF-Gerétes verfolgt werden. 76-77
6.  Das enfach negativ-geladene Phospholipid 4.28 wurde im Negativ-Modus

des MALDI-TOF-Massenspektrometers vermessen (Abb. 4.40). 97

Zu Beginn der Dissertation wurden die MALDI-TOF-Massenspektren an einem Finnigan-
MALDI-TOF-Massenspektrometer des Hans-Knoll-Institutes in  Jena gemessen. Die
entsprechend gekennzeichneten Mef3werte sind im Linearen Modus aufgenommen und nicht

isotopenaufgel Ost.
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Biologischer Teil
Sandwich-ELISA fur Typ-1-Fimbrien

Materialien: Die F-shaped Mikrotiterplatten stammen von Sarsted (mit Deckel Nr. 82.1581-
001), die Magermilch stammte von Glicksklee (niedrigstes Hintergrundrauschen), das Tween
20 stammte von Roth, das ABTS stammte von Sigma und das Thimerosa stammte von
Merck. Das Mannan von Saccharomyces cerevisiae wurde Uber Sigma bezogen und der
Peroxidase-konjugierte Anti-Hase-Ziegen-Antikorper (1gG, H+L) wurde von Dianova
bezogen. Der polyklonale anti-FimA-Antikorper wurde freundlicherweise von der Abteilung
fur molekulare Infektionsbiologie des Forschungszentrums Borstel zur Verfiigung gestellt. Es
wurde ein rekombinanter E. coli Stamm mit Typ-1-Fimbrien, E. coli HB 101 (pPKl4)

benutzt,*8% 7>

Verwendete (Puffer-) L ésungen:

PBS-Puffer: 8 g Natriumchlorid, 0.2 g Kaliumchlorid, 1.44 g Natriumhydrogen-
phosphat-Dihydrat und 0.2 g Kaliumdihydrogenphosphat werden in 1 L
destillierten, deionisierten Wasser gelost (pH = 7.2; 150 mM).

PBSE Puffer: PBS Puffer mit 0.01 % (v/g) Thimerosal

PBSET Puffer:  PBSE Puffer mit + 0.05 % Tween 20

Substrat-Puffer:  eine wal¥rige 0.1 M Natriumcitrat-Dihydrat Lésung wird mit Zitronensaure
(3-Carboxy-3-hydroxy-pentandisaure) auf einem pH von 4.5 eingestellt.

ABTS-LOsung: eine ABTS-Tablette (10 mg) wird mit Hilfe eines Ultraschallbades in 10
ml destillierten, devonisierten Wasser gel6st und kurz vor der Verwendung
mit 250 m 0.1 %-iger Wasserstoffperoxidldsung versetzt.

Mannan-L6sung: 1 bis 2 mg Mannan pro ml Carbonatpuffer pH 9.2

Bakterien-Losung: Bakterien ernten und in PBS l6sen 10 mg / ml, einmal waschen (d.h.
zentrifugieren, Uberstand abpipettieren, in PBS |Gsen, vortexen) und 1:20
in PBS verdiinnen

Inhibitor-Losung: 2.5 mmol Cluster/ 1L destilliertes, deionisiertes Wasser

Standard-L6sung: Methylmannosid 1mol/L destilliertes, deionisiertes Wasser,
p-Nitrophenylmannosid 10mmol/L (Methanol/Wasser 2:1), dabel wird das
p-Nitrophenylmannosid zuerst vollsténdig in Methanol gel6st.
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Die 96 Wells der Mikrotiterplatten wurde mit Mannan beschichtet, indem sie tber Nacht mit

100 mi/well einer Mannanldsung inkubiert (37°C) wurden. Vor dem Start des Tests wird zum

Blockieren unbesetzter Platze in den Wells einmal mit PBSE gewaschen, mit 150 ni/well 5

%-iger (v/g) Magermilchlésung in PBSE 30 Minuten inkubiert und einmal mit 150 m/well

PBSE gewaschen.

ELISA-Protokoll:

50 m/well PBSE in ale Wells

50 m/well verschiedene Inhibitoren (2B bis 2H) und relthen-/serienweise 1:2 verdinnen
(2® 8). Als Standards werden Methylmannosid oder p-Nitrophenylmannosid verwendet.
50 m/well Bakterienldsung (2B bis 8H)

1hinkubieren (37°C)

viermal mit 150 m/well PBSE waschen

50 m/well anti-FimA-Antikorper (1:2000) geldst in 2 % Magermilchlésung in PBSE

(2B bis 8H) sowie 1B und 1D zur Negativkontrolle

0.5h inkubieren (37°C)

zweimal mit 150 m/well PBSET waschen

50 m/well Peroxidase-konjugierter Antikorper (1:4000) gelost in 2 % Magermilchlésung
in PBSE (2B bis 8H) sowie 1C und 1D zur Negativkontrolle

0.5h inkubieren (37°C)

dreimal mit 150 m/well PBSET waschen

einmal mit 150 m/well PBSE waschen

50 m/well ABTS-L6sung

0.5-1h inkubieren (37°C)

Die Farbreaktion wird mit 50 mi/well 2 %-iger waldriger Oxalsaureldsung gestoppt und mit
dem ELISA-Reader ausgewertet. Die dabei erhaltenden Optischen Dichten (OD) werden in

% Inhibition umgerechnet. Unter Berlicksichtigung aler Verdinnungen wird aus einem

% Inhibition/log(K onzentration)-Diagramm die Konzentration ermittelt bei der eine 50 %-ige

Inhibition erreicht wird, der 1Csg-Wert.

& OD (mit Inhibition) 1]
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Arbeitssicherheits-relevante Informationen

die R- und S-Sétze, sowie Gefahrensymbole fir die verwendeten Chemikalien
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Verbindung R-Satze S-Satze Gefahrensymbol
ABTS 25-36/37/38 36/37/29

Aceton 11 9-16-23-33 F
Acetonitril 11-23/24/25 16-27-45 FT
Allylalkohol 11-23/24/25- 36/37/39-38-45-61 T,N

36/37/38-50
Allylbromid 11-23/24/25- 16-26-36/37/39-45 FT
36/37/38
Allylchlorid 11-26-40-50 16-29-33-45-61 F,T,N
Ammoniumformiat 36/37/38 26-36 Xi
Benzoylchlorid 34 26-45 C
9-BBN 11-15-36/37/38 16-26-33-43.1 F, Xi
Bortrifluorid-Etherat 15-34-48/23 26-36/37/39-45 FT
1-Bromhexanol 36/37/38 26-36 Xi
DBU 22-34 26-36/37-39-45 C
Dichlormethan 40 23.2-24/25-36/37 Xn
Dimethylamin-L 6sung 12-20/22-34 3-16-26-29- F+, C
36/37/39-45
DMF 20/21-36-61 53-45 T
Ethylacetat 11 16-23.2-29-33 F
Ethylendiamin 10-21/22-34-42/43 | 23-26-36/37/39-45 C
Hydrazin-Hydrat 45-23/24/25.1-34- 53.1-45 T
43
| sopropanol 11 7-16 F
M ethanol 11-23/25 7-16-24-45 T,F
Methylacrylat 11-20/21/22- 9-25-26-33-36/37- F, Xn
36/37/38-43 43
Natrium 14/15-34 5.3-8-43.7-45 F,C
Natriumazid 28-32 28.1-45 T+
Natriumborhydrid 15-34 26-36/37/39-43.12- F,C
45

Natriumhydrid 15 7/8-24/25-43.12 F
Natriumhydroxid 35 26-37/39-45
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Natriumtriacetoxyborhydrid
Pyridin

TBABr
Tetrabromkohlenstoff

THF

TMSOTf

Thimerosal

Toluol

Trichloracetonitril
Triethylamin

Triphenylphosphin

Wasserstoffperoxid 30 %

15
11-20/21/22
22-36/37/38

20/21/22
11-19-36/37
10-14-34-37
26/27/28-33

11-20

23/24/25

11-20/21/22-35

22-43-48/20/22-
50/53

34
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7/8-43.1
26-28.1
26-36
28
16-29-33
26-36/37/39-45
13-28-36-45
16-25-29-33
45

3-16-26-29-
36/37/39-45

26-36/37/39-61

3-28-36/39-45

Xn, F
Xn
Xn
F, Xi

Xn, F

F,C

Xn, N
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Allyl-2, 3, 4, 6-tetra-O-allyl-a-D-glucopyranosid (1.03) : |

Nach AAV 1la fir die Perallylierung unter Phasentransferkatalyse werden = oH

208 g (94 mmol) 1.02 bei 30°C in 140 ml 33 %-iger wal¥iger %ﬁ%
NatriumhydroxidlGsung gel6st. Nach der Zugabe von 3.03 g TBABr ’ /ﬂ T
werden Uber 1 h 4.6 ml (56.5 mmol, 6 eq.) Allylchlorid zugetropft. Der Ansatz wird 12 h
heftigst gerdhrt. Zur Aufarbeitung wird mit 100 ml Toluol versetzt, mit Wasser neutra
gewaschen, uber MgSO, getrocknet, eingeengt und im Olpumpenvakuum getrocknet. Das
Rohprodukt wird an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: Toluol/Essigester 10:1), um 1.03 as
farblosen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 2.57 g (6.75 mmol; 72 %)

[a]y =105.3° (c = 1.04, CHCly);

Anal. Ber. fir C;H3,06 (380.48): C, 66.28; H 8.48. Gef.: C, 66.09; H, 8.48;

'H-NMR (400 MHz, CDCls): d 5.85-6.02 (m, 5H, 5 OCH,CHCH,), 5.23-5.34 (m, 5H, 5
OCH,CHCHH), 5.12-5.22 (m, 5H, 5 OCH,CHCHH), 4.93 (d, 1H, J;, = 3.6 Hz, H-1), 4.37,
4.32,4.25 (jem, je 1H, 3 OCHHCHCH,), 4.20-4.02 (m, 6H, 6 OCHHCHCHj), 3.99 (m, 1H,
OCHHCHCHy,), 3.74 (dd»t, 1H, J = 9.7 Hz, H-3), 3.71 (m, 1H, H-5), 3.65 (dd, 1H, Js¢c = 3.6
Hz, Jss = 10.2 Hz, H-6), 3.61 (dd, 1H, Js¢ = 2.6 Hz, H-6"), 3.43 (dd»t, 1H, J = 9.7 Hz, H-4),
3.40 (dd, 1H, J,3 = 9.7 Hz, H-2) ppm;

3C-NMR (100.67 MHz, CDCls): d 135.0, 134.6, 134.5, 134.2, 133.4 (OCH,CHCHy), 117.5,
116.9, 116.7, 116.3, 115.9 (OCH,CHCH,), 95.3 (C-1), 81.1 (C-3), 79.0 (C-2), 77.0 (C-4),
73.8, 734, 72.0, 71.8 (OCH,CHCH,), 69.7 (C-5), 68.1 (C-6), 67.6 ((C-14c)OCH,CHCHy)
ppm.

(2-Benzylamino-ethyl)-2,3,4,6-tetra-O-(2-benzyl- ?
amino-ethyl)-b-b-glucopyranosid (2.01b) : HN

Nach AAV 3 zur Ozonisierung von Doppel bindungen werden ey oH

240 mg (0.63 mmol) 1.03b mit 590 mg (7.0 mmol) ;%zwowmkg
Natriumhydrogencarbonat in Dichlormethan/Methanol 5:1 d " N

bei -78°C zum Hydroperoxid umgesetzt, das mit 0.99 g (3.8 d

mmol) Triphenylphosphin bel -78°C reduziert und an Merck Kieselgel 60 gereinigt wird. Der

resultierende Sirup wird unter Stickstoff in 20 ml Methanol geldst, mit 220 mg Pt-C und 0.41

ml (3.7 mmol) Benzylamin versetzt und 3 d unter latm Wasserstoff geruhrt. Zur Aufarbeitung
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wird Uber Celite filtriert, eingengt und an Sephadex LH-20 (Laufmittel: Methanol) gereinigt,
um 2.01b alsfarblosen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 270 mg (0.32 mmol; 51 %)

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): d 7.32-7.19 (m, 25H, 25 arom. H), 4.24 (d, 1H, J;» = 7.6 Hz, H-
1), 3.92-3.52 (m, 22H, H-6, H-6", 5 OCH,CH;N, 5 NCH,C¢Hs), 3.32-3.20 (m, 3H, H-3, H-4,
H-5), 3.09 (dd, 1H, J,3 = 9.2 Hz, H-2), 2.82-2.63 (m, 10H, 5 OCH,CH,N ), 2.51-2.39 (s, 5H,
5 NH) ppm; *H-'H COSY: d 3.28 (H-3) ppm; *H-*C HMBC: d 3.63 (H-6), 3.60 (H-6') ppm;
'H-13C HMQC: d 3.26 (H-5), 3.24 (H-4) ppm;

13C-NMR (125.83 MHz, CDCl3): d 139.8-139.8, 139.7 (5 arom. C), 128.3-126.9 (25 arom.
C), 103.2 (C-1), 84.4 (C-3), 81.9 (C-2), 78.1 (C-4), 74.4 (C-5), 72.5, 72.0, 71.7, 70.6, 69.1 (5
OCH,CH,N), 69.6 (C-6), 53.7, 53.7, 53.6, 53.5, 53.4 (5 NCH,C¢Hs), 49.2, 49.1, 48.8, 48.5,
48.3 (5 OCH,CH.N) ppm.

Datensatz zum a-Anomer (2.01) :

FAB-MS: m/z = 846.2 [M+H]" (845.51 ber. firr Cs1He7N5O);

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): d 7.26-7.08 (m, 25H, 25 arom. H), 4.83 (d, 1H, J;» = 3.6 Hz,
H-1), 3.86-3.37 (m, 24H, H-3, H-5, H-6, H-6', 5 OCH,CH:,N, 5 NCH,CgHs), 3.25-3.17 (m,
2H, H-4, H-2), 2.79-2.55 (m, 10H, 5 OCH,CH;N), 2.36-2.00 (bs, 5H, 5 NH) ppm;

3C-NMR (100.62 MHz, CDCls): d 140.6, 140.5, 140.4, 140.2, 140.0(5 arom. C), 128.8-
128.5, 127.5-127.4 (25 arom. C), 97.1 (C-1), 81.7 (C-3), 80.9 (C-2), 78.4 (C-4), 70.7 (C-5),
72.7, 72.6, 71.3, 70.2, 70.1 (5 OCH,CH,N), 67.9 (C-6), 54.3, 54.2, 54.1, 54.0, 54.0
(5 NCH2CgHs), 49.7 (2x), 49.1, 49.0, 48.6 (5 OCH,CH,N) ppm.

2-(Dibenzylamino)ethyl-2,3,4,6-tetra-O-[2-(dibenzyl- ?
amino)ethyl]-a-p-glucopyranosid (2.02) : (@ ;ﬁ
Nach AAV 3 zur Ozonisierung von Doppelbindungen werden @ as

340 mg (089 mmol) 1.03 mit 560 mg (6.7 mmol) Q v ?
Natriumhydrogencarbonat in Dichlormethan/Methanol 6:1 im @ K@
Ethanol/Trockeneis-Kéltebad bei -78°C zum Hydroperoxid é

umgesetzt, das mit 1.35 g (5.1 mmol) Triphenylphosphin bei -78°C reduziert und an Merck
Kieselgel 60 gereinigt wird. Nach AAV 4 fir die reduktive Aminierung wird das Pentaacetal
mit Methanol in den Reaktionskolben Ubergefihrt, im Stickstoffstrom eingeengt und in 20 ml
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THF wieder aufgenommen. Bei -10°C werden 1.0 ml (5.2 mmol) destilliertes Dibenzylamin,
0.39 ml (6.8 mmol) Eisessig und danach 2.3 g (10.8 mmol) Natriumtriacetoxyborhydrid
zugegeben. Der Ansatz wird 3 h bei -10°C gerthrt, wobei es zu keiner beobachtbaren
Wasserstoffentwicklung kommt. Zur Aufarbeitung wird nach dem Zusatz von 100 ml
Dichlormethan dreimal mit je 100 ml 1M waéal¥iger Natronlauge und danach funfmal mit
Wasser gewaschen, tber MgSO, getrocknet, eingeengt und an Sephadex LH-20 (Laufmittel
Dichlormethan/Methanol 1:1) gereinigt, um 2.02 a's farblosen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 854 mg (0.66 mmol; 74 %)

[a]2 = +35.2° (c 1.175, CDCly);

FAB-MS: m/'z=1297.2 [M+1]" (1295.74 ber. fiir CgsHg7N50g)

'H-NMR (500 MHz, CDCl3):d 7.34-7.13 (m, 50H, arom. H), 4.72 (d, 1H, J1» = 3.6 Hz, H-1),
3.85 (m, 1H, OCHHCH:N), 3.75 (m, 1H, OCHHCH.N), 3.71-3.36 (m, 32H, H-3, H-5, H-6,
H-6', 4 OCH,CH:N, 10 NCH,C¢Hs), 3.13 (dd»t, 1H, Js4 und Js5 = 9.2 Hz, H-4), 3.10 (dd,
1H, Jo3 = 9.2 Hz, H-2), 2.71-2.46 (m, 10H, 5 OCH,CH,N) ppm; *H-'H COSY: d 3.50 (H-5),
3.43 (H-3) ppm; *H-C HMBC: d 3.46 (H-6), 3.40 (H-6') ppm;

13C-NMR (125.83 MHz, CDCls): d 139.0, 128.1, 128.0, 127.6, 127.5, 126.2, 126.1 (60 arom
C.), 96.2 (C-1), 81.3 (C-3), 80.1 (C-2), 77.5 (C-4), 69.7 (C-5), 71.0, 70.9, 69.7, 69.2, 65.6 (5
OCH,CH;N), 69.0 (C-6), 58.3, 58.3, 58.1, 58.1, 57.9 (5 NCH,CsHs), 52.6 (3x), 52.1, 51.7 (5
OCH,CH3N) ppm.

NH,

(2-Amino-ethyl)-2,3,4,6-tetra-O-(2-amino-ethyl)-a-D-

[e]
o o]

Nach AAV 5 fir die N-Debenzylierung werden 187 mg (0.144 mmol) » v Ho b,

2.02 unter Stickstoff in 50 ml trockenem Methanol gelést. Nach dem HaN

Zusatz von 240 mg Pd/C und 2.5 g Ammoniumformiat wird 2 h unter Ruckflul3 erhitzt.

glucopyranosid (2.03) : N

Anschlief3end werden weitere 2.1 g Ammoniumformiat zugegeben und es wird nochmals 1 h
unter Ruckflul erhitzt. Wenn die Reaktion abgeschlossen ist (DC Kontrolle mit
| sopropanol /Wasser/25 %-ige Ammoniaklésung 70:30:1), wird Uber Celite filtriert, eingeengt
und im Olpumpenvakuum getrocknet, um 2.03 as hygroskopischen, farblosen Sirup zu
isolieren.

Ausbeute: 49 mg (0.124 mmol; 86 %)

[a]2 = +76.8° (c 0.6, MeOH);
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'H-NMR (500 MHz, D&-MeOH): d 5.02 (d, 1H, Ji» = 3.6 Hz, H-1), 3.93-3.51 (m, 14H, 5
OCH,CH;NH,, H-3, H-5, H-6, H-6"), 3.46-3.36 (m, 2H, H-2, H-4), 2.96-2.79 (m, 10H, 5
OCH,CH,NH,) ppm; *H-*C HMQC: d 3.74 (H-5), 3.70 (H-3) ppm; *H-*C HMBC: d 3.77
(H-6), 3.70 (H-6") ppm;

3C-NMR (125.83 MHz, D4-MeOH): d 99.2 (C-1), 83.9 (C-3), 83.0 (C-2), 80.7 (C-4), 76.1,
76.0, 74.7, 74.0, 71.9, 71.8 (C-6, 5 OCH,CH,NH,), 73.1 (C-5), 43.9, 43.9, 435, 43.2, 43.2 (5
OCH,CH,NH,) ppm; *H-*C HMBC: d 71.9 oder 71.8 (C-6).

Datensatz zum b-Anomer (2.03b) :

Nach AAV 5 fur die N-Debenzylierung werden 137 mg (0.16 mmol) 2.01b mit 70 mg Pd-C
(10 %) Uber 2 h 0.5 g (7.9 mmol) Ammoniumformiat in 6 ml Methanol und weitere 3 h mit
0.7 g (11.1 mmol) Ammoniumformiat mit zusédtzlichen 10 ml Methanol unter Ruckflul®
gekocht, Uber Nacht bel Raumtemperatur gerthrt, filtriert und eingeengt, um 2.03b as
farblosen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 63 mg (0.16 mmol; quant.)

'H-NMR (400 MHz, D4-MeOH):d 4.43 (d, 1H, J1» = 8.1 Hz, H-1), 3.98-3.59 (m, 12H, 10
OCH,CH,NH,, H-6, H-6'), 3.51-3.40 (m, 3H, H-3, H-4, H-5), 3.18 (dd»t, 1H, J = 8.2 Hz, H-
2), 3.00-2.82 (m, 10H, OCH,CH,NH,) ppm;

3C-NMR (125.83 MHz, D,-MeOH): d 103.5 (C-1), 84.6 (C-3), 82.5 (C-2), 78.3 (C-4), 74.7
(C-5), 73.4,73.0, 72.7, 71.6, 70.8, 69.6 (C-6, 5 OCH,CH,NH>), 41.4,41.4,41.1, 41.1, 40.8 (5
OCH2CH2NH3) ppm;

10-Kaskade : a-D-Glucopyranose[5] : (1-aza- ot
propyliden) : propionsauremethylester (2.04) : Meo ?,

Nach AAV 6a zur PAMAM-Synthese durch Michael- h\c (
Addition des Polyamins an Methylacrylat werden 43 mg o Hoﬁé }ome

(0.209 mmol) 2.03 in 10 ml trockenem Methanol gelost, f SOwN
welches dann 40 min entgast wird. Nach dem Zusatzvon 0.2 "o NWYO ?OMe
ml (2.2 mmol) Methylacrylat wird 3 d unter Lichtausschluf3 OMe  OMe

bei rt geriihrt. Zur Aufarbeitung wird eingeengt, einmal mit trockenem Methanol kodestilliert
und im Olpumpenvakuum getrocknet, um 2.04 als gelblichen Sirup zu isolieren.
Ausbeute: 118 mg (0.108 mmol; 99 %)
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[a]2 = +34.6° (c 0.96, MeOH);

FAB-MS: mvz = 1256.8 [M+H] " (1255.6 ber. fiir CssHo7N5Oy);

'H-NMR (500 MHz, D4;-MeOH): d 4.96 (d, 1H, J;» = 3.6 Hz, H-1), 3.97-3.86 (m, 2H,
OCH,CH,N), 3.84-3.61 (m, 40H, H-5, H-6, H-6', 10 CO,CH3, 7 OCHHCH,N), 3.58-3.51
(m, 2H, H-3, OCHHCH,N), 3.29 (dd, 1H, J,3 = 9.8 Hz, H-2), 3.25 (dd»t, 1H, J = 9.5 Hz, H-
4), 2.95-2.85 (m, 20H, 10 NCH,CH,CO,Me), 2.83-2.70 (m, 10H, 5 OCH,CH;N), 2.58-2.49
(m, 20H, 10 CH,CO,Me) ppm; *H-*C HMQC: d 3.72 (H-5), 3.54 (H-3) ppm; *H-*C HMBC
: d 3.73 (H-6), 3.65 (H-6") ppm;

3C-NMR (125.83 MHz, D4-MeOH): d 175.8-175.7 (10 CO,Me), 99.2 (C-1), 84.4 (C-3), 83.1
(C-2), 80.7 (C-4), 73.0 (C-5), 73.4, 73.3, 72.2, 72.1, 71.1, 68,5 (C-6, 5 OCH,CH,N), 55.9
(2x), 55.8, 55.3, 55.1 (5 OCH,CH:N), 53.3 (10 CO,CHs), 52.3-52.2 (10 NCH,CH,CO;Me),
34.6-34.4 (10 NCH,CH,CO.Me) ppm; *H-*C HMBC: d 72.2 oder 72.1 (C-6) ppm.

Datensatz zum b-Anomer (2.04b) :

Analog zur Synthese des a-Anomers werden 31 mg (0.078 mmol) 2.03b eingesetzt, um 2.04b
als gelblichen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 98 mg ( 0.078 mmol; quant.)

[a]2 =-2.7° (c 0.65, MeOH);

FAB-MS: m/z = 1273.7 [M+Na]" (1255.64 ber. fiir CssHg7NsO2);

'H-NMR (500 MHz, D4-MeOH): d 4.33 (d, 1H, J1» = 7.8 Hz, H-1), 4.04-3.60 (m, 42H, H-6,
H-6', 10 CO,CH3, 5 OCH,CH,N), 3.33-3.22 (m, 3H, H-5, H-3, H-4), 3.04 (dd, 1H, J,3 = 8.6
Hz, H-2), 2.97-2.86 (m, 20H, 10 NCH,CH,CO,Me), 2.84-2.72 (m, 10H, 5 OCH,CH2N ),
2.60-2.50 (m, 20H, 10 NCH,CH,CO,Me) ppm; *H-*C HMBC: d 3.72 (H-6), 3.64 (H-6)
ppm; *H-*C HMQC: d 3.35 (H-5), 3.27 (H-3), 3.25 (H-4) ppm;

3C-NMR (125.83 MHz, D,-MeOH): d 175.8-175.7 (10 CO,Me), 105.8 (C-1), 87.3 (C-3),
85.1 (C-2), 80.6 (C-4), 77.0 (C-5), 73.7, 73.2, 72.1, 72.0, 69.9 (5 OCH,CH.N), 72.8 (C-6),
559 (2x), 55.7, 55.5, 55.3 (5 OCH,CH.N), 53.3 (10 CO,CHgz), 52.2, 52.1 (10
NCH,CH,CO,Me), 34.4-34.3, 34.3, 34.2 (10 NCH,CH,CO,Me) ppm.
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10-Kaskade : a-D-Glucopyranose[5] : (1-aza- HoN
propyliden) : 3-aza-4-oxo-hexa-1-amin (2.05) hq o™ e

. . N ” °
Nach AAV 6b zum zweiten Schritt der PAMAM- N”
Synthese, der Aminolyse mit Ethylendiamin, werden 0 o
144 mg (0.094 mmol) 2.04 in 4 ml trockenen HszN)v N wNj
Methanol 30 Minuten entgast. Diese Losung wird bei /st q WYO \_(}fNL
0°C zu einem entgasten Gemisch von 3.8 ml (56.6 re
mmol; 60 eq. je Estergruppe) Ethylendiamin und 0.5 HzN NH,

ml trockenem Methanol gegeben. Anschlief3end wird der Ansatz 5 d unter Lichtausschluf3 bei
5°C verwahrt. Zur Aufarbeitung wird nach Zusatz von Toluol eingeengt, viermal in Methanol
aufgenommen und mit Toluol kodestilliert, einmal mit Methanol aufgenommen und wieder
eingeengt sowie im Ol pumpenvakuum getrocknet, um 2.05 a's gelblichen Sirup zu isolieren.
Ausbeute: 144 mg (0.094 mmol; quant.)

[a]> =+ 39.5° (c 0.25, MeOH);

FAB-MS: m/z = 1537.7 [M+H] " (1536.1 ber. fiir CesH137N25O16);

'"H-NMR (500 MHz, Ds-MeOH): d 4.99 (d, 1H, Ji2 = 3.2 Hz, H-1), 3.98-3.88 (m, 2H, 2
OCHHCHN), 3.86-3.56 (m, 11H, H-5, H-6, H-6', 8 OCHHCHN), 3.52 (ddt, 1H, J = 9.2
Hz, H-3), 3.33-3.26 (m, 21H, H-2, 10 CONCH,CHN), 3.25 (dd»t, 1H, J = 9.2 Hz, H-4),
295284 (m, 20H, 10 NCH,CH,CON), 284-272 (m, 30H, 5 OCHCH.N, 10
NCH2CHzNHy), 2.49-2.35 (m, 20H, 10 NCH,CH,CON) ppm; *H-*C HMQC: d 3.29 (H-2)
ppm;

C-NMR (125.77 MHz, D4-MeOH): d 176.5-176.3 (10 CON), 98.2 (C-1), 83.4 (C-3), 82.2
(C-2), 79.8 (C-4), 72.8 (C-5), 72.0, 71.3, 71.2, 71.2, 69.9, 67.1 (C-6, 5 OCH,CH:N), 54.6,
54.5, 54.4, 54.2, 53.7 (5 OCH,CH:N), 51.8, 51.6, 51.5, 51.4 (2X) (10 NCH,CH,CON), 43.2

(10 CONCH,CH:N), 42.3 (10 CONCH,CH,NH,), 350, 350, 350, 34.8, 34.8 (10
NCH,CH,CON) ppm.

Datensatz zum b-Anomer (2.05b) :

FAB-MS: m/'z= 1538.5 [M+H]" (1536.07 ber. fiir CesH137N25016);

'H-NMR (500 MHz, D&-MeOH): d 4.36 (d, 1H, J, = 7.4 Hz, H-1), 4.02-3.62 (m, 12H, H-6,
H-6', 5 OCH,CH,N), 3.39 (m, 1H, H-5), 3.36-3.27 (m, 21H, H-3, 10 CONCH,CH;N), 3.25
(dd»t, 1H, J = 85 Hz, H-4), 3.04 (dd»t, 1H, J = 85 Hz, H-2), 2.95-2.84 (m, 20H, 10
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NCH,CH,CON), 2.84-2.72 (m, 30H, 5 OCH,CH,N, 10 CONCH,CH;NHy), 2.49-2.35 (m,
20H, 10 NCH,CH,CON) ppm; *H-*C HMQC: d 3.39 (H-5), 3.31 (H-3) ppm;

3C-NMR (125.77 MHz, D4-MeOH): d 176.6-176.3 (10 CON), 106.1 (C-1), 87.3 (C-3), 85.2
(C-2), 80.7 (C-4), 76.9 (C-5), 73.3, 72.9, 72.6, 72.2, 71.9, 70.3 (C-6, 5 OCH,CH;N), 55.6,
55.5, 55.3 (2x), 55.1 (5 OCH,CH:N), 52.7 (5x), 52.5, 52.4 (4x) (10 NCH,CH,CON), 44.0
(CONCH_CH3N), 43.2 (10 CONCH,CH;N), 35.9, 35.7 (10 NCH,CH,CON) ppm.

20-Kaskade : a-D-Glucopyranose s © Nﬁo

[5] : (1-aza-propyliden) : (1,3-diaza o)/'\LNf:O {VH ﬁ/ome
-4-oxo0-heptyliden) : propion- Meo\i h OéﬂNINWOMe
sauremethylester (2.06) : weo~"\ ?O o ® o owe
Nach AAV 6a zur PAMAM-Synthese Eﬁ OMNH g . ] H;;Wom
durch Michael-Addition des Polyamins ™ — 1SN Sl
an Methylacrylat werden 108 mg (0.070 Meo{ HHN %N wNL%NH )
mmol) 2.05 in 10 ml trockenem PN ’ ° o ° RN“/[%Me
Methanol gelést, welches dann 40 Meovéo Nf " HNIN o oiome
Minuten entgast wird. Nach dem Zusatz " MZV ifo Oiu‘we

von 0.35 ml (3.9 mmol) Methylacrylat
wird 3 d unter Lichtausschlul® bei rt gertihrt. Zur Aufarbeitung wird eingeengt, einmal mit
trockenem Methanol kodestilliert und im Olpumpenvakuum getrocknet, um 2.06 as
gelblichen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 225 mg ( 0.069 mmol; 98.5 %)

[a]> =+ 13.1° (c = 0.375, MeOH);

MALDI-TOF (Finnigan): mittlere m/z = 3261.0 [M+H]" (3258.7 ber. fiir C4sH25:N250s6);
'H-NMR (500 MHz, D»-MeOH): d 5.02 (d, 1H, Ji» = 3.2 Hz, H-1), 4.03-3.93 (m, 2H, 2
OCHHCH,N), 3.88-3.59 (m, 71 H, H-5, H-6, H-6", 4 OCH,CH,N, 20 OCHj3), 3.54 (dd»t, 1H,
H-3), 3.34-3.27 (m, 21H, H-2, 10 CONCH,CH,N), 3.26 (dd»t, 1H, J = 9.2 Hz, H-4), 3.0-2.89
(m, 20H, 10 NCH,CH,CON), 2.89-2.76 (dd»t, 50H, J = 6.6 Hz, 5 OCH,CH2N, 20
NCH,CH,CO;Me), 2.64-2.57 (dd»t, 20H, J = 6.3 Hz, 10 CONCH,CH2N), 2.54-2.49 (dd»t,
40H, J = 6.6 Hz, 20 NCH,CH,CO,Me), 2.49-2.41 (dd»t, 20H, 10 NCH,CH,CON) ppm; *H-
3¢ HMQC: d 3.32 (H-2) ppm;
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3C-NMR (125.77 MHz, D4-MeOH): d 175.9 (20 CO.Me), 175.7-175.5 (10 CON), 99.2
(C-1), 84.5 (C-3), 83.2 (C-2), 80.9 (C-4), 73.1 (C-5), 73.0, 72.9, 72.5, 71.8, 70.7, 68.3 (C-6, 5
OCH,CH;N), 55.7, 55.6, 55.5, 55.0 (11x), 54.7 (5 OCH2CH,N, 10 CONCH,CH,N), 53.4 (20
CO,CHa), 52.7, 52.6, 52.6, 52.5 (2x) (10 NCH,CH,CON), 51.7 (20 NCH,CH,CO;Me), 39.7
(10 CONCH,CH;N), 35.8-35.5 (10 NCH,CH,CON), 34.8 (20 NCH,CH, CO,Me) ppm.

Datensatz zum b-Anomer (2.06b) :

'H-NMR (500 MHz, D;-MeOH): d 4.36 (d, 1H, J; = 7.6 Hz, H-1), 4.10-3.58 (m, 72 H, H-6,
H-6', 10 OCHHCH;N, 20 OCH3), 3.41 (m, 1H, H-5), 3.34-3.27 (m, 21H+MeOH, H-3, 10
CONCH2CH3N), 3.24 (dd»t, 1H, J = 9.2 Hz, H-4), 3.05 (dd»t, 1H, J = 9.2 Hz, H-2), 2.99-
2.88 (m, 20H, 10 NCH,CH,CON), 2.87-2.75 (dd»t, 50H, J = 6.6 Hz, 5 OCH,CH,N, 20
NCH,CH,CO,Me), 2.64-2.56 (dd»t, 20H, J = 6.1 Hz, 10 CONCH,CH.N), 2.55-2.48 (dd»t,
40H, J = 6.6 Hz, 20 NCH,CH,CO:Me), 2.48-2.39 (dd»t, 20H, J = 6.1 Hz, 10 NCH,CH,CON)
ppm; *H-*C HMQC: d 3.41 (H-5), 3.31 (H-3) ppm;

B3C-NMR (125.77 MHz, D;-MeOH): d 175.9 (20 CO.Me), 175.7-175.6 (10 CON), 105.9
(C-1), 87.4 (C-3), 85.1 (C-2), 80.8 (C-4), 77.0 (C-5), 73.4, 72.9, 72.5, 71.8, 71.7, 69.9 (C-6, 5
OCH,CH;N), 55.6, 55.5, 55.4, 55.1, 55.0 (11x) (5 OCH,CH,N, 10 CONCH,CH,N), 53.4 (20
CO,CHa), 52.6, 52.5, 52.5, 52.4 (2x) (10 NCH,CH,CON), 51.7 (20 NCH,CH,CO;Me), 39.7
(10 CONCH,CH:N), 35.8-35.5 (10 NCH,CH,CON), 34.8 (20 NCH,CH, CO;Me) ppm.

Undeca-O-allyl-D-raffinose (2.08) : \i . )
Nach AAV 1b fir die Perdlylierung mit Hilfe von %
\
Natriumhydrid in DMF werden 3.0 g (5.0 mmol) 2.07 in \Mv i ? J
trockenem DMF suspendiert und mit 3.5 g (88 mmol) NaH A °
_ S e et
(60%-ige Suspension in Paraffindl) versetzt. Nach der Zugabe R\

von 6.1 ml (72.1 mmol) Allylbromid wird Uber Nacht gerihrt.

Zur Aufarbeitung wird unter Eiskihlung mit Eiswasser hydrolysiert, mit 100 ml Toluol
versetzt, zweimal mit Natriumchloridiosung und zweimal mit Wasser gewaschen, Uber
MgSO, getrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt wird an Kieselgel (Laufmittel:
Toluol/Essigester 8:1® 7:1) gereinigt, um 2.08 als farblosen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 3.7 9 (3.9 mmol; 78 %)

[a]2 = +81.4° (c = 0.915, CH,Cly);
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MALDI-TOF: m/z = 967.94 [M+Na]* (944.51 ber. fiir CsiH7O16);

Anal. Ber. fiir Cs;H76016 (945.14): C, 64.81; H 8.10. Gef.: C, 64.65; H, 8.11.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): d 6.02-5.82 (m, 11H, 11 OCH,CHCH,), 5.51 (d, 1H, J;2gc =
3.6 Hz, H-1y), 5.34-520 (m, 11H, 11 OCH,CHCHH), 5.20-507 (m, 11H, 11
OCH,CHCHH), 5.06 (d, 1H, Ji 254 = 3.6 Hz, H-1g), 4.40-4.29 (m, 3H, 3 OCHHCHCHy),
4.26-3.89 (M, 24H, H-3c, H-4tc, H-5¢¢, H-54a, H-54ic, 19 OCHHCHCHy), 3.84 (dd, 1H, Jss4ic
= 3.0 Hz, Jspgc = 12.2 Hz, H-6y), 3.83 (dd»bs, 1H, H-4yy), 3.80 (dd, 1H, Jo35 = 10.2 Hz,
H-244), 3.70 (dd, 1H, J34qa = 3.1 Hz, H-3y), 3.68-3.57 (M, 6H, H-15c, H-6trc, H-6"1rc, H-3gic,
H-64c, H-64a), 3.54 (dd»t, 1H, Js5 = 9.2 Hz, H-4yc), 3.49 (dd, 1H, Js sa = 5.6 HZ, Jssrga =
9.2 Hz, H-6'a), 3.43 (d, 1H, J111rc = 11.2 Hz, H-1'¢), 3.26 (dd, 1H, Jyagc = 9.2 Hz, H-24c)
ppm; *H-C-HMQC: d = 4.24 (H-3¢), 4.01 (H-4c), 3.97 (H-5¢) ppm: H-*C-HMBC: d
3.92 (H-544) ppm; *H-"H COSY: d 3.94 (H-5¢c) ppm;

3C-NMR (100.67 MHz, CDCls): d 136.1, 135.9, 135.8, 135.8, 135.7, 135.5, 135.2, 135.2,
135.1, 135.0, 135.0 (11 OCH,CHCH,), 117.4, 117.3, 117.3 (2x), 117.3, 117.2, 116.8, 116.7,
116.6 (2x), 116.4 (11 OCH,CHCH,), 104.8 (C-15c), 98.6 (C-14a), 90.3 (C-14i), 83.8 (C-3rr0),
82.4 (C-4tc), 81.7 (C-34c), 79.9, 79.8 (C-24c, C-5rc), 78.2 (C-34a), 77.6 (C-4yic), 76.8 (C-24a),
75.2 (C-4ga), 744 (2x), 74.1, 72.9, 72.7, 72.6, 72.1 (2x), 71.9, 71.9, 71.8, 71.6 (C-6x, 11
OCH,CHCH,), 71.5 (C-54c), 69.5 (C-544), 69.1 (C-644), 66.4 (C-64c) ppm.

Undeca-O-[2-(dibenzylamino)ethyl]-o- q Q

raffinose (2.09) :

Nach AAV 3 zur Ozonisierung von Doppel bindungen U Q @ ?

werden 510 mg (0.54 mmol) 2.08 mit 1.3 mg (15.5 @ANV o

mmol) Natriumhydrogencarbonat in Dichlormethan % jﬁ 9

/Methanol 5:1 be -78°C zum Hydroperoxid

umgesetzt, das mit 2.3 g (8.8 mmol) Triphenyl- dd é éb

phosphin reduziert und an Kieselgel (Laufmittel

Dichlormethan/Methanol 5:1® 4:1) gereinigt wird. Nach AAV 4 fir d|e reduktive

Aminierung wird das Undecahalbacetal in 20 ml THF gelost. Bei -10°C werden 1.6 ml (8.4

mmol) destilliertes Dibenzylamin, 0.6 ml (10.5 mmol) Eisessig und danach 2.7 g (12.7 mmol)

Natriumtriacetoxyborhydrid zugegeben. Der Ansatz wird 4 h be -10°C gerthrt. Zur

Aufarbeitung wird nach dem Zusatz von 100 ml Dichlormethan dreimal mit je 100 ml 1M

waldriger Natronlauge und danach fiinfmal mit Wasser gewaschen, tber MgSO, getrocknet,
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eingeengt und an Sephadex LH-20 (Laufmittel Dichlormethan/Methanol 1:1) gereinigt, um
2.09 alsfarblosen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 1.195 g (0.40 mmol; 74 %)

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): d 7.36-7.04 (m, 110H, arom. H), 5.12 (d, 1H, J 2 = 3.6 Hz, H-
14c), 4.97 (d, 1H, J12ga = 3.6 Hz, H-14), 4.03 (d, 1H, Jy1trc = 7.1 Hz, H-14,c), 3.87-3.25 (m,
82H, H-3gc, H-4gc, H-5gc, H-64c, H-6 gic, H-3tre, H-4ire, H-5trc, H-6trc, H-6'1rc, H-2ga, H-3ga,
H-4ga, H-5g4, H-64a, H-6'ga, 11 OCH,CH,N, 22 NCH,CgHs), 3.11 (d, 1H, H-1'¢), 2.88 (dd,
1H, Jo3gc = 9.2 Hz, H-24c), 2.68-2.39 (m, 22H, 11 OCH,CH,N) ppm; 'H-'H-COSY: d 3.37
(H-34ic), 3.55 (H-2ga) ppm; *H-*C-HMQC: d 3.74 (H-64c), 3.53 (H-4yic), 3.46 (H-4ga), 3.39
(H-6'gic), 3.38 (H-3ga) ppm;

13C-NMR (125.83 MHz, CDCl3): d 139.9-139.5 (22 arom. C), 128.8-126.7 (110 arom. C),
104.2 (C-2c), 97.8 (C-14a), 89.8 (C-1yc), 83.6, 83.6, (C-3rre, C-24a), 82.2 (C-3yc), 80.8
(C-240), 79.5, 77.6 (C-4trc, C-51cc), 78.8 (C-34a), 77.0 (C-4g), 75.2 (C-4ga), 71.2 (C-54c), 68.9
(C-54a), 72.8, 71.9 (2x), 71.8, 71.3, 70.3, 70.2, 70.0, 69.7, 69.6, 69.6 (2x), 69.3, 69.3 (C-64,
C-1t¢, C-6xre, 11 OCH,CH,N), 65.2 (C-64c), 58.9-58.4 (22 NCH,CgHs), 53.5, 53.4, 53.3, 53.2,
53.1 (2x), 53.0, 52.9, 52.8, 52.7, 52.5 (11 OCH,CH,N) ppm; *H-*C-HMQC: d 71.8 oder 71.9
(C-11rc) ppm.

2,3,4,6,2',3',4',6'-Okta-O-allyl-D-trehalose (2.12) : \\o ) HO H/
Nach AAV 1b fir die Peralylierung mit Hilfe von Natriumhydrid 5 o%

in DMF werden 3.11 g (9.1 mmol) 2.11 in trockenem DMF w/oﬂo % oiw\
suspendiert und mit 3.8 g (95 mmol) NaH (60%-ige Suspension =

in Paraffindl) versetzt. Nach der Zugabe von 8 ml (95 mmol) Allylbromid wird Uber Nacht
gerthrt. Zur Aufarbeitung wird unter Eiskihlung mit Eiswasser hydrolysiert, mit 100 mi
Toluol versetzt, zweimal mit Natriumchloridldsung und zweimal mit Wasser gewaschen, Uber
MgSO, getrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt wird an Kieselgel (Laufmittel:
Toluol/Essigester 7:1) gereinigt, um 2.12 als farblosen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 4.22 g (6.4 mmol; 70 %)

[a]y = +134.8° (c = 1.27, CH,Cly);

FAB-MS: m/z = 663.9 [M+H]" (662.37 ber. fiir CasHs4O11);
Anal. Ber. fir CasHsO11 (662.81): C, 65.24; H 8.21. Gef.: C, 65.23; H, 8.18;
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): d 6.03-5.77 (m, 8H, 8 OCH,CHCHj), 5.34-5.20 (m, 8H, 8
OCH,CHCHH), 5.20-5.07 (m, 10H, 8 OCH,CHCHH, 2 H-1), 4.36, 4.32, 4.25 (jem, je 2H, 6
OCHHCHCHy), 4.16-4.01 (10H, m, 2 H-5, 8 OCHHCHCHy), 3.96 (m, 2H, 2 OCHHCHCH),
3.70 (dd»t, 2H, J = 9.2 Hz, 2 H-3), 3.62 (dd, 2H, J56 = 3.6 Hz, Js¢ = 10.7 Hz, 2 H-6), 3.54
(dd, 2H, Js¢ = 2.1 Hz, 2 H-6"), 3.45 (dd»t, 2H, J = 9.2 Hz, 2 H-4), 3.37 (dd, 2H, J; > = 3.6 Hz,
J23=9.2Hz, 2 H-2) ppm;

BC-NMR (125.76 MHz, CDCl3): d 135.9, 135.5, 135.2, 135.0 (8 OCH,CHCH,), 117.5,
117.1, 117.1, 116.6 (8 OCH,CHCH,), 94.6 (2 C-1), 81.6 (2 C-3), 79.6 (2 C-2), 77.7 (2 C-4),
74.6, 74.3, 72.9, 72.2 (8 OCH,CHCH,), 70.8 (2 C-5), 68.8 (2 C-6) ppm.

2,3,4,6,2',3',4',6'-Okta-O-[2-(dibenzylamino) Q
ethyl]-D-trehalose (2.13) : : ( . g
Nach AAV 3 zur Ozonisierung von Doppelbindungen @ 102702 %ﬁ?} -

werden 430 mg (0.65 mmol) 2.12 mit 970 mg (11.5 45 QJQ e
mmol) Natriumhydrogencarbonat in Dichlormethan " OH é

o é N

/Methanol 6:1 im Ethanol/Trockeneis-Kéaltebad bei d é @ b
-78°C zum Hydroperoxid umgesetzt, das mit 1.67 g
(6.4 mmol) Triphenylphosphin reduziert und an Merck Kieselgel 60 (Laufmittel Dichlor-
methan/Methanol 6:1® 5:1) gereinigt wird.
Nach AAV 4 fur die reduktive Aminierung wird das Oktaacetal mit Methanol in den
Reaktionskolben Ubergefihrt, im Stickstoffstrom eingeengt und in 20 ml THF wieder
aufgenommen. Bei -10°C werden 1.3 ml (6.8 mmol) destilliertes Dibenzylamin, 0.45 ml (7.9
mmol) Eisessig und danach 2.1 g (9.9 mmol) Natriumtriacetoxyborhydrid zugegeben. Der
Ansatz wird 4 h bei -10°C gerthrt, wobei es zu keiner beobachtbaren Wasserstoffentwicklung
kommt. Zur Aufarbeitung wird nach dem Zusatz von 100 ml Dichlormethan dreimal mit je
100 ml 1M wal¥riger Natronlauge und danach finfmal mit Wasser gewaschen, tber MgSO,
getrocknet, eingeengt und an Sephadex LH-20 (Laufmittel Dichlormethan/Methanol 1:1)
gereinigt, um 2.13 als farblosen Sirup zu isolieren.
Ausbeute: 1.10 g (0.52 mmol; 80 %)
FAB-MS: m/z = 2128.3 [M+H]" (2127.21 ber. fiir C140H15sNgO11);
'H-NMR (500 MHz, CDCls): d 7.36-7.08 (m, 80H, arom. H), 4.92 (d, 2H, J;.» = 3.6 Hz, H-1),
3.83-3.32 (m, 54H, 2 H-3, 2 H-6, 2 H-5, 8 OCH,CH_N, 16 NCH,C¢Hs), 3.23 (m, 2H, 2 H-6'),
3.18 (dd»t, 2H, J = 9.2 Hz, 2 H-4), 3.06 (dd, 2H, J;3 = 9.2 Hz, 2 H-2), 2.71-2.44 (m, 16H, 8
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OCH,CH,N) ppm; *H-*C-HSQC: d 3.85 (H-6), 3.42 (H-3) ppm; *H-'H-COSY: d 3.71 (H-5)
ppm;

3C-NMR (125.83 MHz, CDCl3): d 139.7-139.5 (16 arom. C), 128.7-126.7 (80 arom. C), 93.1
(2 C-1), 81.7 (2 C-3), 80.4 (2 C-2), 77.9 (2 C-4), 70.6 (2 C-5), 71.7, 71.3, 70.4, 69.9 (8
OCH,CH;,N), 69.2 (2 C-6), 58.9, 58.8, 58.6, 58.5 (16 NCH,CgHs), 53.4, 53.3, 53.2, 52.7 (8
OCH,CH3N) ppm.

2,3,4,6,2',3',4',6'-Okta-O-(2-amino-ethyl)-D-trehalose N

(2.14) :

Nach AAV 5 fir die N-Debenzylierung werden 2 g (0.94 HZN/VO%//% % W
mmol) 2.13 unter Stickstoff in 100 ml trockenem Methanol NHZ "
gel6st. Nach dem Zusatz von 2 g Pd/C und 25 g Ammoniumformiat wird 2 h unter RUckuI un
erhitzt. Anschlief3end werden weitere 1 g Pd/C und 55 g Ammoniumformiat zugegeben und
es wird nochmals 1 h unter Ruckfluld erhitzt. Dann werden weitere 1 g Pd/C und 30 g
Ammoniumformiat zugegeben und es wird nochmals 1 h unter Ruckfluf erhitzt. Wenn die
Reaktion abgeschlossen ist (DC Kontrolle mit Isopropanol/Wasser/25 %-ige Ammoniak-
|6sung 70:30:1), wird Uiber Celite filtriert, eingeengt und im Ol pumpenvakuum getrocknet, um
2.14 dsfarblosen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 382 mg (0.56 mmoal; 60 %)

MALDI-TOF: m'z= 709.3 [M+Na]" (686.5 ber. fiir CogHg2NgO11);

'H-NMR (400 MHz, D4;-MeOH): d 5.38 (bs, 2H, 2 H-1), 4.21-4.12, 4.04-3.82 (je m, 6H, 18H,
16 OCHHCH;NH;, 2 H-3, 2 H-5, 2 H-6, 2 H-6'), 3.69-3.58 (m, 4H, 2 H-2, 2 H-4), 3.34-3.17
(m, 16H, 8 OCH,CH,NH,) ppm; *H-*C-HSQC: d 4.01 (H-5), 3.90 (H-3), 3.65 (H-2), 3.63
(H-4);

3C-NMR (100.67 MHz, D;-MeOH): d 95.8 (2 C-1), 83.4 (2 C-3), 82.3 (2 C-2), 80.1 (2 C-4),
73.3 (2 C-5), 72.1, 70.8, 70.5, 69.8, 69.1 (2 C-6, 8 OCH,CH;NH,), 42.6, 42.5, 42.1, 41.7 (8
OCH,CH,;NH2) ppm.
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2,3,4,6,2',3',4',6'-Okta-O-(3-brompropyl)-b-trehalose o

(2.17): "’ 5

Es werden 349 mg (0.43 mmol) 3.13 und 1.36 g (5.2 mmol) %"% fﬁf
Triphenylphospin in 50 ml THF gelést und nach der Zugabe °

von 1.72 g (5.2 mmol) CBr,4 unter Lichtauschlufd Gber Nacht Br

gerthrt. Zur Aufarbeitung wird filtriert, eingeengt und an Kieselgel (Laufmittel:
Toluol/Essigester 9:1) gereinigt, um 2.17 als farblosen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 359 mg (0.27 mmol; 63 %)

[a]2 = +57.6° (c = 0.63, CH,Cl);

MALDI-TOF: m/z = 1325.5 [M+Na]* (1301.78 ber. fiir CzsHeBrgO11);

H-NMR (300 MHz, CDCls): d 5.13 (d, 2H, J;» = 3.5 Hz, 2 H-1), 4.01-3.80, 3.75-3.45 (je m,
8H, 32H, 8 OCH,CH,CH,Br, 2 H-3, 2 H-5, 2 H-6, 2 H-6), 3.34 (dd»t, 2H, J = 9.9 Hz, 2 H-
4), 3.29 (dd, 2H, J,53 = 9.7 Hz, 2 H-2), 2.28-2.00 (m, 16H, 8 OCH,CH,CH,0) ppm:

BC-NMR (75.47 MHz, CDCl3): d 92.9 (2 C-1), 81.2 (2 C-3), 80.1 (2 C-2), 77.5 (2 C-4), 70.6
(2 C-5), 70.6, 69.9, 69.2, 68.8, 68.7 (2 C-6, 8 OCH,CH,CH,Br), 33.7, 33.3, 33.1, 32.7, 30.7,
30.7, 30.6, 30.2 (8 OCH,CH,CH_,Br) ppm.

2,3,4,6,2',3',4',6'-Okta-O-(3-phtalimido- %
propyl)-D-trehalose (2.18) : ; 0
Es werden 146 mg (0.111 mmol) 2.17 und 315 mg

(.70 mmol) Kaiumphthalimid in 40 ml DMF %
gelést und 5 d bei 25-30°C gerthrt. Zur o

Aufarbeitung wird eingeengt und an Kieselgel
(Laufmittel: Essigester/Cyclohexan 2:1) gereinigt,
um 2.18 alsfarblosen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 203 mg (0.110 mmol; 99 %)

[a]2) = +45.7° (c = 0.43, CH,Cly);

MALDI-TOF: m/z = 1861.9 [M+Na]* (1838.6 ber. fir C1o0HesNzOz7);

'"H-NMR (300 MHz, CDCly): d 7.79, 7.76, 7.71, 7.70, 7.68, 7.63, 7.61, 7.55 (je dd, je 4H, J =
2.9 und 5.5 Hz, 32 arom. H), 5.00 (d, 2H, Ji2 = 3.5 Hz, 2 H-1), 4.01 (m, 2H, 2 OCHH), 3.88-
3.44 (m, 38H, 14 OCHH, 8 CH,NPhth, 2 H-3, 2 H-5, 2 H-6, 2 H-6'), 3.16 (dd»t, 2H, J = 9.5
Hz, 2 H-4), 3.11 (dd, 2H, J23 = 9.5 Hz, 2 H-2), 2.02-1.86 (m, 16H, 8 OCH,CH,CH,0) ppm;
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3C-NMR (75.47 MHz, CDCls): d 168.3, 168.2, 168.1, 168.1 (16 CO), 133.8-133.5, 132.4-
132.1, 123.1-123.0 (48 arom. C), 92.8 (2 C-1), 81.5 (2 C-3), 80.5 (2 C-2), 77.9 (2 C-4), 70.5
(2 C-5), 71.0, 70.3, 69.6, 69.2, 68.3 (2 C-6, 8 OCH,), 35.9, 35.7, 35.5, 35.3 (8 CH,NPhth),
29.7, 29.6, 29.5, 28.8 (8 OCH,CH,CH,NPhth) ppm.

2,3,4,6,2',3',4',6'-Okta-O-(3-aminopropyl)-p- . HZ”j\
trehalose (2.19) : \0 ol /“”2
Es werden 107 mg (0.058 mmol) 2.18 in 30 ml THF geldst e % 0%

und Uber Nacht mit 2 ml Hydrazin-Hydrat gertihrt. Der ™" j)o i 07\
Niederschlag wird abfiltriert und mit viel THF gewaschen.

Das Filtrat wird mit 10 ml Methanol versetzt, damit das THF am Rotationsverdampfer
entfernt werden kann, ohne zur Trockene eingeengt zu werden. Anschlief3end wird das fast
reine Rohprodukt mit Methanol an Sephadex LH-20 gereinigt, um 2.19 als farblosen Sirup zu
isolieren.

Ausbeute: 27 mg (0.034 mmol; 58 %)

MALDI-TOF: m/z=799.7 [M+H]"* (798.6 ber. fiir CagH7sNgO11);

H-NMR (300 MHz, DsMeOH): d 520 (bs, 2H, 2 H-1), 3.95-354 (m, 24H, 8
OCH,CH,CH3;NH3, 2 H-3, 2 H-5, 2 H-6, 2 H-6'), 3.34-3.23 (m, 4H, 2 H-2, 2 H-4), 2.88-2.74
(m, 16H, 8 CH.NH,), 1.88-1.72 (m, 16H, 8 OCH,CH,CH,NH,) ppm;

3C-NMR (75.47 MHz, D,-MeOH): d 94.5 (2 C-1), 83.8 (2 C-3), 82.7 (2 C-2), 80.7 (2 C-4),
73.4 (2 C-5), 73.8, 73.5, 72.1, 72.0, 71.5 (2 C-6, 8 OCH,CH,CH,;NH,), 41.4-41.3, 41.1 (8
CH,NH,), 35.1-35.0, 34.2 (8 OCH,CH,CH,NH,) ppm.

O._OMe

butyliden) : propionsduremethylester J\L ;/

(2.20) : \ \ J Yy
Nach AAV 6a zum ersten Schritt der ¢ %7\% h>LOMe

16-Kaskade : a-D-Trehalose[8] : (1-aza- AL )A

PAMAM-Synthese durch Michael-Addition /C \ \_}
des Polyamins an Methylacrylat werden 27 mg e e J
(0.034 mmol) 2.19 in 10 ml trockenem ﬁo OMe

MeO OMe

Methanol gel6st, welches dann 40 Minuten entgast wird. Nach dem Zusatz von 0.3 ml (3.3
mmol) Methylacrylat wird 7 d unter Lichtausschluld bei rt gerthrt. Zur Aufarbeitung wird
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eingeengt, einmal mit trockenem Methanol kodestilliert, im Olpumpenvakuum getrocknet und
mit Methanol an Sephadex LH-20 gereinigt, um 2.20 als farblosen Sirup zu isolieren.
Ausbeute: 69 mg (0.032 mmoal; 94 %)

[a]2 = +39.3° (c = 0.15, MeOH);

MALDI-TOF: m/z = 2176.5 [M+H]" (2175.2 ber. fiir C100H174NOu3);

H-NMR (500 MHz, D-MeOH): d 5.21 (d, 2H, J,» = 3.5 Hz, 2 H-1), 3.97-3.48 (m, 72H, 2 H-
3, 2 H-5, 2 H-6, 2 H-6", 16 CO,CHj3;, 16 OCHHCH,CH>N), 3.32 (dd, 2H, J,3 = 9.5 Hz, 2 H-
2), 3.27 (dd»t, 2H, J = 9.4 Hz, 2 H-4), 2.85-2.75 (m, 32H, 16 NCH,CH,CO;Me), 2.65-2.47
(m, 48H, 8 OCH,CH,CH;,N, 16 NCH,CH,CO,Me), 1.84-1.70 (m, 16H, 8 OCH,CH,CH.N)
ppm;

SC-NMR (125.76 MHz, D»-MeOH): d 175.7 (16 CO,Me), 95.08 (2 C-1), 84.0 (2 C-3), 82.8
(2 C-2), 80.7 (2 C-4), 74.0, 73.6, 72.0, 71.7 71.5 (8 OCH,CH,CH;N, 2 C-6), 73.5 (2 C-5),
53.4-53.3 (16 CO,CH3), 53.2, 53.1, 53.0 52.8 (OCH,CH,CH2N), 51.6 (2x), 51.5, 51.4 (16
NCH,CH,CO;Me), 34.5 (2x), 34.3, 34.1 (8 NCH,CH,CO,Me), 30.5, 30.2, 30.2, 29.5 (8
OCH,CH2CH2N) ppm.
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(3-Hydroxypropyl)-2,3,4,6-tetra-O-(3-hydroxypropyl)-a-D- §H

glucopyranosid (3.01) :

o o}

Nach AAV 2 zur Hydroborierung von Doppelbindungen werden 300 P

mg (0.79 mmol) 1.03 in 8 ml trockenem THF gel6st, mit 16 ml (8 f o
mmol) 9-BBN versetzt, und 1 h unter RuUckfluld erhitzt. Nach der Zerstbrung des
Hydridiuberschul3es mit etwas Wasser erfolgt die Oxidation bel 0°C durch die Zugabe von 8

HO

ml 3M wal¥iger NaOH und tropfenweiser Zugabe von 8 ml einer 30 %-igen
Wasserstoffperoxidldsung. Nachdem tber Nacht gertihrt wurde, wird die wal¥rige Phase mit
KoCO; geséttigt, separiert und zweimal mit je 40 ml THF gewaschen. Die gesammelten
organischen Phasen werden eingeengt, tUber MgSO, getrocknet und an Kieselgel gereinigt
(Laufmittel: Dichlormethan/Methanol 4.5:1), um 3.01 als farblosen Sirup zu isolieren.
Ausbeute: 360 mg (0.765 mmol; 97 %)

[a]2 = +87.7° (c = 1.08, CDCly);

FAB-MS: m/z=493.5 [M+Na]* (470.3 ber. fir C;1H4,011);

'H-NMR (500 MHz, D&-MeOH): d 4.96 (d, 1H, J,, = 3.5 Hz, H-1), 3.94-3.82 (m, 4H, 4
(glc)OCHH), 3.78-3.55 (m, 19H, 6 (glc)OCHH, 5 CH,0H, H-5, H-6, H-6'), 3.54 (dd»t, 1H,
J34=9.7Hz, H-3), 3.29 (dd, 1H, J,3 = 9.7 Hz, H-2), 3.26 (dd»t, 1H, J45 = 9.7 Hz, H-4), 1.91-
1.79 (m, 10H, 5 OCH,CH,CH,0H) ppm; *H-'H-COSY: d 3.66 (H-5) ppm;

BC-NMR (125.77 MHz, D»-MeOH): d 99.1 (C-1), 84.1 (C-3), 83.0 (C-2), 80.6 (C-4), 72.9
(C-5), 72.6, 72.1, 71.9, 70.7, 70.2, 67.4 (5 (glc)OCH,, C-6), 61.6, 61.4, 61.4, 61.4, 61.2 (5
CH,0H), 35.7, 35.5, 35.2, 34.8, 34.5 (5 OCH,CH,CH,OH) ppm; *H-*C-HMBC: d 72.6 oder
72.1 (C-6) ppm.

Datensatz zum b-Anomer 3.01b:

'H-NMR (300 MHz, Ds;-MeOH): d 4.32 (d, 1H, J.» = 7.8 Hz, H-1), 4.05-3.82 (m, 5H, 5
(glc)OCHH), 3.78-3.59 (m, 17H, 5 (glc)OCHH, 5 CH,OH, H-6, H-6'), 3.40-3.21 (m,
3H+MeOH, H-5, H-3, H-4), 3.03 (dd, 1H, J,3 = 8.9 Hz, H-2), 1.92-1.77 (m, 10H, 5
OCH,CH,CH,0H) ppm;

3C-NMR (100.62 MHz, D4;-MeOH): d 105.8 (C-1), 87.1 (C-3), 84.8 (C-2), 80.5 (C-4), 77.0
(C-5), 72.7, 72.1, 71.9, 71.8, 70.6, 68.8 (5 (glc)OCH,, C-6), 61.5, 61.4, 61.3, 61.2, 61.0 (5
CH,0OH), 35.7, 35.5 (2x), 35.0, 34.8 (5 OCH,CH,CH,OH) ppm.
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BzO

3-0-(2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl-a-b-manno- B Og"%
pyranosyloxy)propyl-2,3,4,6-tetra-O-[3- 820 °
(2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-a-b-mannopyrano- ir‘\ e
syloxy) propyl]-a-D-glucopyranosid (3.03) : o0 %

Nach AAV 8a fur die Glycosylierung nach der o% TS
Imidatmethode werden 22 mg (0.047 mmol) 3.01 B OBz PNYoe:

und 1.59 g (2.14 mmol) 3.02 unter Stickstoff in 4 ml A

trockenem Dichlormethan gelost, mit 0.2 ml ener 5 %-igen TMSOTf-Ldsung in
Dichlormethan versetzt und tber Nacht geriihrt. Nachdem mit NaHCO;3; neutralisiert wurde,
wird an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: Petrolether/Essigester 2:1® 1:1), um 3.03 as
amorphen wei3en Feststoff zu isolieren.

Ausbeute: 157 mg (0.047 mmol; quant.)

[a]2 =-21.9° (c = 1.89, CHCly);

MALDI-TOF: m/z = 3383.46 [M+Na]* (3361.06 ber. fiir C161H17.0s5);

Anal. Ber. fiir C1o1H17,0s6 (3363.38): C, 68.21; H 5.15. Gef.: C, 68.12; H, 5.25;

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): d 8.11-7.91 (m, 30H, arom. H), 7.87-7.77 (m, 10H, arom. H),
7.56-7.48 (m, 10H, arom. H), 7.42-7.14 (m, 50H, arom. H), 6.17, 6.15, 6.14, 6.14, 6.14 (je
do»t, 5H, J = 10.2 Hz, 5 H-4man), 6.11, 5.98, 5.91, 5.91, 5.91 (je dd, 5H, J23man = 3.6 Hz,
Ja.4man = 9.2 Hz, 5 H-3man), 5.77, 5.72, 5.72, 5.72, 5.70 (je dd, 5H, J12men = 1.5 HZ, 5 H-2pman),
5.17, 5.14, 5.14, 5.12, 5.11 (d, 5H, 5 H-1yan), 5.05 (d, 1H, J1 2 = 3.6 Hz, H-1y), 4.74-4.66
(M, 5H, 5 H-6man), 4.56 (M, 1H, H-5man), 4.53-4.41 (M, 9H, 5 H-6'an, 4 H-5man), 4.08-3.62 (m,
24H, H-5y¢, 2 H-64, 5 (g1c)OCH,CH,CH,0, 5 (glc)OCH,CH,CH,0, H-3yc), 3.50 (dd»t, 1H,
J = 97 Hz, H-4y), 340 (dd, 1H, Jozge = 9.2 Hz, H-2y), 2.15-2.04 (m, 10H, 5
OCH,CH,CH,0) ppm; *H-'H-COSY: d 3.70 (H-3) ppm;

3C-NMR (125.76 MHz, CDCl3): d 166.2-165.2 (20 CO,Ph), 133.4-128.2 (100 arom. C), 97.8
(2x), 97.7, 97.7, 97.5 (5 C-1ran), 97.0 (C-1gc), 81.9 (C-3y0), 80.6 (C-2yc), 77.8 (C-440), 70.6,
70.6, 70.5, 70.5, 70.5 (5 C-2an), 70.5 (CH, C-5yc), 70.4, 70.3, 70.3, 70.2, 70.2 (5 C-3ran),
70.2 ((C-34c)OCHy), 69.4 (C-64c), 69.1, 67.9, 67.9 (3 (glc)OCH,), 68.9, 68.9, 68.8, 68.8, 68.7
(5 C-5man), 67.0, 67.0, 66.9, 66.9, 66.8 (5 C-4ma), 66.2, 65.7, 65.5, 65.3, 65.0, 64.9 (5
(C-11man)OCHa, (C-14c)OCH,), 62.9, 62.8, 62.8, 62.8, 62.8 (5 C-6an), 30.7, 30.4, 30.3, 29.8,
29.7 (5 OCH,CH,CH,0) ppm.
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3-O-(a-bD-Mannopyranosyloxy)propyl-2,3,4,6- "o\ Ho o
tetra-O-[3-(a-D-mannopyranosyloxy)propyl]-a- " °
D-glucopyranosid (3.04) : o

Nach AAV 9 fir die Deacetylierung/ Debenz- j‘ \éﬁ b
oylierung unter Zemplén-Bedingungen werden 329 S G o
mg (0.098 mmol) 3.03 innerhab von 2 d on N
debenzolyiert. Das Rohprodukt wird mit Methanol an ” aﬁo >

Sephadex LH-20 gereinigt, um 3.04 a's farblosen amorphen Feststoff zu isolieren.

Ausbeute: 102 mg (0.080 mmol; 82 %)

[a]2 =+13.5° (c = 1.85, MeOH);

MALDI-TOF; m/z = 1303.78 [M+Na]* (1280.54 ber. firr Cs1Hg0s);

'H-NMR (400 MHz, D4-MeOH): d 4.95 (d, 1H, J; 2. = 3.6 Hz, H-14), 4.82, 4.81 (3x), 4.80
(je d»s, 5H, 5 H-Lyay), 3.97-3.51 (m, 54H, H-3yc, H-5¢c, 2 H-6gc, 5 H-2man, 5 H-3man, 5 H-
Ay 5 H-5 man, 10 H-6an, 5 OCH,CH,CH,0), 3.33-3.26 (M, 2H, H-2yc, H-4yc), 2.00-1.83
(m, 10H, 5 OCH,CH,CH,0) ppm; *H-'"H-COSY: d 3.56 (H-3yc), 3.65 (H-5¢c) ppm; "H-*C-
HMQC: d 3.88 (H-6man), 3.85 (H-2man), 3.77 (H-6"man), 3.74 (H-3man), 3.67 (H-4man), 3.56 (H-
Sman) PPM;

BC-NMR (125.8 MHz, D;-MeOH): d 102.8 (5 C-1man), 99.2 (C-1gc), 84.2 (C-34c), 83.0
(C-24c), 80.5 (C-4gc), 75.8-75.7 (5 C-5man), 73.8 (5 C-3man), 73.3 (5 C-2iman), 72.9 (C-540),
72.7,72.0, 71.8, 70.4, 70.1 (C-64, 4 (gIc)OCH,), 69.8, 69.8, 69.8, 69.7, 69.7 (5 C-4man), 67.1
((C-14c)OCHy), 66.7, 66.6, 66.6, 66.5, 66.4 (5 (Man)OCH,), 64.1 (5 C-6rman), 32.9, 32.7, 32.5,
32.1, 31.8 (5 OCH,CH,CH,0) ppm; *H-*C-HMBC: d 72.0 oder 71.8 (C-64c) ppm.

Tetra-0-2,3,4,6-benzoyl-mannopyranose (3.07) : Bz;ﬁw
Nach AAV 7 fur die anomere Deacylierung werden 20.44 g (29.2 mmol) Pentabenzoyl-D-
mannopyranose vollstandig in 200 ml Pyridin gelést. Nach der Zugabe von 40 ml 5.6M
ethanolischer Dimethylaminlosung wird unter regelméiger DC Kontrolle (Laufmittel:
Toluol/Essigester 5:1) 1.5 h gertihrt. Nach der Zugabe von 100 ml Toluol, wird dreimal mit
gesattigter wal¥riger Natriumchloridiésung gewaschen, Uber MgSO, getrocknet, elngeengt
und an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: Toluol/Essigester 5:1), um 3.07 als weil3en Feststoff

Zu isolieren.
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Ausbeute:  11.06 g (19.4 mmol; 66 %)

Anal. Ber. fiir CasH25010 (596.59): C, 68.45; H 4.73. Gef.: C, 68.60; H, 4.73;

'H-NMR (400 MHz, CDCls): d 8.06, 7.97, 7.90, 7.78 (m»dd, je 2H, arom. H), 7.55-7.17 (m,
12H, arom. H), 6.12 (dd»t, 1H, Js3 und J45 = 10.2 Hz, H-4), 5.95 (dd, 1H, J,3 = 3.1 Hz, H-3),
5.69 (dd, 1H, J1» = 2.0 Hz, H-2), 5.47 (d, 1H, H-1), 4.71 (dd, 1H, Jss = 2.5 Hz, Js¢ = 12.2
Hz, H-6), 4.62 (m, 1H, H-5), 4.39 (dd, 1H, Js¢ = 3.6 Hz, H-6") ppm.

(2-Hydroxyethyl)-2,3,4,6-tetra-O-(2-hydroxyethyl)-a-D-
glucopyranosid (3.08) : "L
Nach AAV 3 zur Ozonisierung mit anschliefiender Reduktion zum Po .,
Alkohol werden 210 mg (0.55 mmol) 1.03 und 570 mg (6.8 mmol) Ho
Natriumhydrogencarbonat in 60 ml Dichlormethan/Methanol 5:1 geldst. Nachdem bis zur
Blaufarbung Ozon bei -78°C durch die Ldsung geleitet wurde, wird die Losung im
Stickstoffstrom entfarbt und Uber Nacht mit 1.18 g (2.95 mmol) NaBH,4 auf Al,O3 gerthrt.
Wenn die Reduktion abgeschlossen ist, wird das Produkt an Kieselgel gereinigt (Laufmittel
Dichlormethan/Methanol 5:1 ® 4:1), um 3.08 als gelblichen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 190 mg (0.47 mmol; 85 %)

[a]2'=+90.2° (c = 0.95, MeOH);

MALDI-TOF: mz=423.2 [M+Na]" (400.19 ber. fir Cy6H3,011);

'"H-NMR (500 MHz, D4-MeOH): d 5.03 (d, 1H, Ji2 = 3.6 Hz, H-1), 3.98-3.88 (m, 3H, 3
OCHHCH,OH), 3.83-3.56 (M, 21H, 7 OCHHCH;OH, 5 OCH,CH,OH, H-6, H-5, H-3, H-6'),
3.42 (dd, 1H, Jo3 = 9.7 Hz, H-2), 3.41 (dd»t, 1H, J = 9.7 Hz, H-4) ppm; *H-*C-HMQC: d
3.77 (H-5), 3.725 (H-3); *H-"*C-HMBC: d 3.795 (H-6), 3.72 (H-6);

C-NMR (100.62 MHz, D4-MeOH): d 99.4 (C-1), 84.0 (C-3), 83.2 (C-2), 80.6 (C-4), 76.9,
76.5, 75.2, 74.9 (4 OCH,CH,0H), 73.0 (C-5), 72.0, 71.8 (C-6, OCH,CH;OH), 63.9, 63.9,
63.6, 63.4, 63.3 (5 OCH,CH,OH) ppm.

" Literaturvorschriften®™ * geben Literaturausbeute mit bis zu 60 % an. Nach der angegeben Vorschrift konnte

3.07 im 5 g Mafdstab mit bis zu 78 % Ausbeute hergestellt werden.
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Datensatz zum b-Anomer 3.08b:

'H-NMR (500 MHz, D4s-MeOH): d 4.41 (d, 1H, Ji» = 8.1 Hz, H-1), 4.02-3.88 (m, 5H, 5
OCHHCH,OH), 3.83-3.56 (m, 17H, 5 OCHHCH,0OH, 5 OCH,CH,OH, H-6, H-6"), 3.47-3.37
(m, 3H, H-5, H-3, H-4), 3.16 (dd»t, 1H, J = 8.2 Hz, H-2) ppm; *H-*C-HMQC: d 3.79 (H-6),
3.77 (H-6") ppm;

3C-NMR (100.62 MHz, D,-MeOH): d 106.0 (C-1), 86.9 (C-3), 84.7 (C-2), 80.5 (C-4), 77.1
(C-5), 77.1, 76.5, 76.3, 75.2, 74.0 (5 OCH,CH,0H), 71.9 (C-6), 64.0, 63.9, 63.7, 63.5, 63.4 (5
OCH,CH,0H) ppm.

[2-(Allyloxy)ethyl]-2,3,4,6-tetra-O-[2-(allyloxy)ethyl]-a-D-
glucopyranosid (3.09) : \H
Nach AAV 1b fir die Perallylierung mit Hilfe von Natriumhydrid 010
in DMF werden 165 mg (0.41 mmol) 3.08 in trockenem DMF __

~

o)
o O
of o

/) O o ~F

suspendiert und mit 200 mg (5.0 mmol) NaH (60%-ige /JO

Suspension in Paraffindl) versetzt. Nach der Zugabe von 0.35 ml (4.1 mmol) Allylbromid
wird Uber Nacht gerthrt. Zur Aufarbeitung wird unter Eiskiihlung mit Eiswasser hydrolysiert,
mit 100 ml Toluol versetzt, die organische Phase zweima mit Natriumchloridlésung und
zweima mit Wasser gewaschen, Uber MgSO, getrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt
wird an Kieselgel (Laufmittel: Toluol/Essigester 1:1) gereinigt, um 3.09 als farblosen Sirup zu
isolieren.

Ausbeute: 134 mg (0.22 mmol; 54 %)

[a]2’ = + 71.3° (c = 0.38, CH,Cly);

'H-NMR (300 MHz, CDCls): d 5.97-5.81 (m, 5H, 5 OCH,CHCH,), 5.31-5.21 (m, 5H, 5
OCH,CHCHH), 5.19-5.12 (m, 5H, 5 OCH,CHCHH), 4.99 (d, 1H, J;, = 3.6 Hz, H-1), 4.10-
3.86, 3.83-3.49 (je m, 13H und 21H, H-3, H-5, H-6, H-6', 5 OCH,CH,0, 5 OCH,CH0, 5
OCH,CHCH,), 3.40 (dd»t, 1H, J = 9.5 Hz, H-4), 3.38 (dd, 1H, J,3 = 9.6 Hz, H-2) ppm;
B3C-NMR (75.47 MHz, CDCl3): d 134.9, 134.9, 134.8 (2x), 134.7 (5 OCH,CHCH,), 116.9,
116.8 (2x), 116.7, 116.6 (5 OCH,CHCHy,), 97.1 (C-1), 82.0 (C-3), 80.9 (C-2), 77.9 (C-4),
70.1(C-5), 72.3, 72.2, 72.1, 72.1 (2x), 72.0, 72.0, 70.8, 70.6, 69.8, 69.7, 69.6 (2x), 69.4, 69.1,
66.8 (C-6, 5 OCH,CH,0, 5 OCH,CH,0, 5 OCH,CHCHy>) ppm.

- 153 -



Dissertation Michael Dubber

(6-Hydroxy-3-oxa-hexyl)-2,3,4,6-tetra-O-(6-hydroxy- HO
-3-oxa-hexyl)-a-p-glucopyranosid (3.10) : §
Nach AAV 2 zur Hydroborierung von Doppelbindungen Ho\ 2
werden 136 mg (0.23 mmol) 3.09 in 15 ml trockenem THF O\o g °
gelost, mit 5 ml (2.5 mmol) 9-BBN versetzt, und 1 h unter MONO go
RuckfluR erhitzt. Nach der Zerstérung des Hydrid-

O o0k

Uberschuf3es mit etwas Eiswasser erfolgt die Oxidation bel "

0°C durch die Zugabe von 2.5 ml 3M wal¥riger NaOH und tropfenweiser Zugabe von 2.5 ml
einer 30 %-igen Wasserstoffperoxidlosung. Nachdem Uber Nacht gertihrt wurde, wird die
walrige Phase mit K,CO; geséttigt, separiert und zweimal mit je 40 ml THF gewaschen. Die
gesammelten organischen Phasen werden eingeengt, tber MgSO, getrocknet und an Kieselgel
gereinigt (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol 6:1® 5:1), um 3.10 als farblosen Sirup zu
isolieren.

Ausbeute: 72 mg (0.10 mmol; 45 %)

[a]2 =+53.7° (c = 0.66, MeOH);

MALDI-TOF: miz = 713.6 [M+Na] " (690.4 ber. fiir C3;HgO16);

'H-NMR (300 MHz, D&-MeOH): d 5.01 (d, 1H, Ji» = 3.6 Hz, H-1), 4.09-3.58 (m, 44H, H-3,
H-5, H-6, H-6', 5 OCH,CH,0, 5 OCH,CH,CH,0H), 3.40 (d, 1H, J,3 = 9.6 Hz, H-2), 3.35 (m,
1H+MeOH, H-4), 1.88-1.76 (m, 10H, 5 OCH,CH,CH,OH) ppm;

BC-NMR (75.47 MHz, Ds-MeOH): d 99.4 (C-1), 84.5 (C-3), 83.2 (C-2), 80.4 (C-4), 72.7
(C-5), 74.6, 74.4, 73.1, 73.0, 72.9, 72.8, 72.7, 72.4, 72.2, 72.0, 69.3 (C-6, 5 OCH,CH,0), 70.3
(5 OCH,CH,CH,0OH), 61.3 (5 OCH,CH,CH,OH), 34.9 (5 OCH,CH,CH,OH) ppm.

[6-O-(2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl-a-D-manno- %
pyranosyloxy)-3-oxa-hexyl]-2,3,4,6-tetra- b0 P00 o%
O-[6-(2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-a-b-manno- BZ%ZO%AO\\\ "2
pyranosyloxy)-3-oxa-hexyl]-a-D-gluco- g ° .
pyranosid (3.11) : o~ o
Nach AAV 8a fur die Glycosylierung nach der 4, /0%

3.10 und 2.30 g (3.1 mmol) 3.02 unter Stickstoff o

Imidatmethode werden 45 mg (0.065 mmol)  eos0 o
- . - \%BZ
in 4 ml trockenem Dichlormethan gel6st, mit 0.2 082
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ml einer 5 %-igen TMSOTf-Losung in Dichlormethan versetzt und Uber Nacht gerdhrt.
Nachdem mit NaHCO; neutraisiert wurde, wird an Kieselgel gereinigt (Laufmittel:
Cyclohexan/Essigester 3:2® 1:1), um 3.11 als amorphen farblosen Feststoff zu isolieren.
Ausbeute: 164 mg (0.046 mmol; 71 %)

[a]2 =-35.4° (c = 0.11, CH,Cly);

MALDI-TOF: m/z = 3604.6 [M+Na]* (3581.2 ber. fiir Cop1H16061);

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): d 8.12-8.08, 8.06-8.02, 7.97-7.93, 7.85-7.81, 7.59-7.53, 7.44-
7.48, 7.43-7.30, 7.26-7.20 (je m, 10H, 10H, 10H, 10H, 10H, 5H, 35H, 10H, arom. H), 6.17-
6.10 (M, 5H, 5 H-4man), 5.91 (dd, 5H, J23man = 3.3 HZ, J3.4man = 10.3 Hz, 5 H-3man), 5.70 (dd,
5H, J1 2man = 1.6 HZ, 5 H-21na), 5.10-5.08 (M, 5H, 5 H-1pan), 4.99 (d, 1H, Ji2gic = 3.5 Hz, H-
14ic), 4.72-4.68 (M, 5H, 5 H-61nap), 4.51-4.46 (M, 5H, 5 H-6'rapn), 4.45-4.40 (M, 5H, 5 H-5),
4.08-4.00, 3.96-3.89, 3.86-3.75, 3.74-3.58 (jem, 2H, 6H, 6H, 30H, 44H, H-3yc, H-54c, H-64c,
H-6'gc, 5 OCH,CH,OCH,CH,CH,0), 3.39-3.43 (M, 2H, H-4yc, H-24c), 2.03-1.94 (m, 10H, 5
OCH,CH,CH>0) ppm;

3C-NMR (125.76 MHz, CDCl3): d 166.1-165.4 (20 CO,Ph), 133.4-128.3 (100 arom. C), 97.7
(5 C-1inan), 97.2 (C-1gc), 82.1 (C-340), 80.9 (C-2yc), 78.1 (C-4yc), 72.4, 72.2, 70.8-70.6, 70.1,
69.9, 69.7, 67.7, 66.8 (5 OCH,CH,0, C-64c) 70.6 (5 C-2man), 70.3 (C-5¢c), 70.2 (5 C-3man),
68.8 (5 C-5man), 67.0 (5 C-4man), 65.7-65.6 (5 (C-1man)OCH>), 62.9 (5 C-61ran), 29.8-29.7 (5
OCH,CH2CH0) ppm.

[6-O-(a-D-mannopyranosyloxy)-3-oxa- :g o
hexyl]-2,3,4,6-tetra-O-[6-O-(a-D-manno-
pyranosyloxy)-3-oxa-hexyl]-a-D-gluco-

o
HO O %
pyranosid (3.12) : ”%o%%o g
Nach AAV 9 fir die Deacetylierung/ \ 20 Ho
Q
- %

o\ HO )\ on
Debenzoylierung unter Zemplén-Bedingungen o <o
werden 137 mg (0.038 mmol) 311in20ml o e o ; 000
Tetrahydrofuran gelost, mit 10 ml 0.02M ™ /
Natriummethanolatlésung (hergestellt aus 23 "o e o °

mg Natrium und 50 ml Methanol) versetzt und Hgﬂ )

OH

0.5 h gerthrt, anschlief?end wird eingeengt,
mit 50 ml Methanol aufgeldst und mit 10 ml 0.02M Natriummethanolatldsung tber Nacht
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gerthrt. Zur Aufarbeitung wird mit Amberlite IR 120 neutralisiert, filtriert, eingeengt und mit
Methanol an Sephadex LH-20 gereinigt, um 3.12 als farblosen amorphen Feststoff zu
isolieren.

Ausbeute: 57 mg (0.038 mmol; quant.)

[a]2 = +72.8° (c = 0.53, MeOH);

MALDI-TOF: m/z = 1523.8 [M+Na]* (1500.7 ber. fiir Cg;H112041);

'H-NMR (500 MHz, D,-MeOH): d 5.02 ( d, 1H, Ji2gc = 3.7 Hz, H-14c), 4.81-4.79 (m, 5H, 5
H-1man), 4.07-3.98, 3.94-3.53 (je m, 2H, 72H, H-3yc, H-5¢ic, 2 H-64ic, 5 H-2man, 5 H-3man, 5 H-
Aenenn 5 H-5 man, 10 H-6nn, 5 OCH,CHoOCH,CH,CH,0), 3.42 (dd, 1H, Jo3 = 9.7 Hz, H-240),
3.35 (dd»t, 1H+MeOH, J = 9.4 Hz, H-4.), 1.95-1.87 (m, 10H, 5 OCH,CH,CH,0) ppm;
BC-NMR (125.76 MHz, D4-MeOH): d 102.7 (5 C-Lyay), 99.4 (C-1gc), 84.5 (C-3yc), 83.2
(C-24c), 80.4 (C-4yc), 75.7 (5 C-5man), 74.6, 74.4 ((C-34c)OCH,, (C-44c)OCH,), 73.8 (5
C-3man), 734 (5 C-2man), 73.1, 72.9 (2X), 72.8, 72.7, 72.4, 72.2, 72.1 (C-64¢, 2 (glc)OCHo, 5
(glc)OCH,CHy), 72.8 (C-5¢0), 70.2 ((man) OCH,CH,CH,0), 69.8 (5 C-4man), 69.4 ((C-
14c)OCHy), 66.6 (5 (man)OCHy), 64.1 (5 C-6man), 32.1 (5 OCH,CH,CH,0) ppm.

2,3,4,6,2',3',4',6'-Okta-O-(3-hydroxypropyl)-D- \yzo%fr
trehalose (3.13) : ~/"00 (

Nach AAV 2 zur Hydroborierung von Doppelbindungen HO 7\
werden 370 mg (0.56 mmol) 2.12 in 20 ml trockenem THF

gelost, mit 20 ml (10 mmol) 9-BBN versetzt, und 1 h unter Ruckflufld erhitzt. Nach der
Zerstorung des Hydridiberschuf3es mit etwas Wasser erfolgt die Oxidation bei 0°C durch die
Zugabe von 10 ml 3M wéal¥iger NaOH und tropfenweiser Zugabe von 10 ml einer 30 %-igen
Wasserstoffperoxidlésung. Nachdem Uber Nacht gerthrt wurde, wird die waldrige Phase mit
K,CO3 geséttigt, separiert und dreimal mit je 40 ml THF extrahiert. Die gesammelten
organischen Phasen werden eingeengt und zuerst mit Methanol an Sephadex LH-20 und dann
mit Dichlormethan/Methanol 3:1 an Kieselgel gereinigt, um 3.13 als farblosen Sirup zu
isolieren.

Ausbeute: 372 mg (0.46 mmol; 83 %)

[a] =+ 70.1° (c = 2.19, MeOH);

MALDI-TOF: m/z = 829.38 [M+Na]" (806.45 ber. fiir CzsH7O10);

Anal. Ber. fir C3sH70019" 2 H,O (842.97): C, 51.29; H 8.85. Gef.: C, 51.69; H, 8.80;
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'H-NMR (500 MHz, D4;-MeOH): d 5.20 (d, 2H, J;» = 3.1 Hz, 2 H-1), 3.98-3.84, 3.79-3.58
(m, 8H und 32H, 8 OCH,CH,CH,OH, 8 OCH,CH,CH,0H, 2 H-5, 2 H-6, 2 H-6", 2 H-3),
3.35-3.28 (M, 4H, 2 H-2, 2 H-4), 1.92-1.77 (m, 16H, 8 OCH,CH,CH,OH) ppm; *H-'H-
COSY: d 3.95 (H-5), 3.64 (H-3) ppm;

3C-NMR (100.67 MHz, D-MeOH): d 94.9 (2 C-1), 83.8 (2 C-3), 82.7 (2 C-2), 80.5 (2 C-4),
73.3 (2 C-5), 72.6, 72.0, 71.9, 70.7, 70.5 (8 OCH,CH,CH,OH, 2 C-6), 61.5, 61.3, 61.2, 61.2
(8 OCH2CH,CH,0H), 35.7, 35.5, 35.4, 34.8 (8 OCH,CH,CH,0OH) ppm; *H-*C-HMBC: d
72.0 oder 71.9 (C-6) ppm.

OBz
OBZ

Okta-0O-[3-(2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-a- BZ'SZO ﬁ:
D-mannopyranosyloxy)propyl]-a-D- B20% O\ 7\

trehalose (3.14) : BZOBZO%\OT peep>
Nach AAV 8b fiur die Glycosylierung nach MO o % 3 osz
der Imidatmethode werden 50 mg (0.062 520 ﬁzom
mmol) 3.13 und 5 g (6.7 mmol) 3.02 unter = opz 03\ 08z L groe:

BzO 0Bz
BzO

Argon bei 65°C Olbadtemperatur in 400 ml
trockenem Acetonitril geldst, mit 0.05 ml TMSOTTf versetzt und 1 h gerthrt. Nach der Zugabe
von 1.2 g (1.6 mmol) 3.02 wird bel rt Uber Nacht gerthrt. Zur Aufarbeitung wird mit NaHCO;
neutralisiert, filtriert, eingeengt, nacheinander an Sephadex LH-20 (Laufmittel:
Dichlormethan/Methanol 1:1), an Kieselgel (Laufmittel: Hexan/Essigester 45:55) und erneut
an Sephadex LH-20 (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol 1:1) gereinigt, um 3.14 als
amorphen weil3en Feststoff zu isolieren.

Ausbeute: 318 mg (0.059 mmol; 95 %)

[a]2 =-20.3° (c=0.64, CH,Cly);

MALDI-TOF: m/z = 5454.33 [M+Na] " (5431.71 ber. fir CapgH278001);

Anal. Ber. flr CapgH27300; (5435.54): C, 68.08; H 5.16. Gef.: C, 67.77; H, 5.06;

'H-NMR (500 MHz, Dg-DMSO, 403 K): d 8.02-7.92, 7.87-7.82, 7.72-7.65, 7.64-7.56, 7.52-
7.20 (jem, 32 H, 16 H, 16 H, 16 H und 80 H, arom. H), 6.03-5.95 (m, 8H, 8 H-4ma,), 5.88,
5.85, 5.85, 5.84 (je dd, je 2H, J23man = 3.0 HZ, J34man = 9.9 Hz, 8 H-34), 5.71, 5.68, 5.68,
5.65 (je dd, je 2H, J12man = 1.7 HZ, 8 H-2an), 5.24 (d, 2H, J12gc = 3.6 Hz, 2 H-1y), 5.23,
5.18, 5.16, 5.13 (je d, je 2H, 8 H-1ma), 4.67-4.47 (M, 24H, 8 H-5na, 8 H-6man, 8 H-6'man),
4.05-3.64 (m, 40H, 2 H-3y, 2 H-5¢ic, 2 H-64c, 2 H-6'gc, 8 (gIc)OCH>, 8 (man)OCHy), 3.40
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(dd»t, 2H, J = 9.1 Hz, 2 H-4y), 3.39 (dd, 2H, J;39c = 9.1 Hz, 2 H-2y), 2.11-1.95 (m, 16H, 8
CH,CH2CH>) ppm;

3C-NMR (125.77 MHz, CDCl3): d 167.5-166.5 (32 CO,Ph), 134.5-129.5 (160 arom. C),
99.3, 99.0, 89.9, 89.9 (8 C-1man), 95.1 (2 C-1y¢), 83.0 (2 C-3yc), 81.7 (2 C-24c), 79.1 (2 C-
44c), 72.3 (2 C-5yc), 72.0, 71.9, 71.9, 71.8 (8 C-2man), 71.7, 71.6, 71.5, 71.5 (8 C-3man), 70.2,
70.1, 70.1, 70.0 (8 C-5ma), 70.7, 70.5, 69.6, 69.3 (8 (gIc)OCH,, 2 C-64. ), 68.3 (3x), 68.1 (8
C-4nan), 67.5, 67.2, 66.6 (2x) (8 (Man)OCHy), 64.2, 64.2, 64.1 (2X) (8 C-6man), 32.0, 31.8,
31.7, 31.3 (8 OCH,CH,CH0) ppm. * Eine CH>-Gruppe ist von C-3an Uberlagert.

Okta-O-[3-(a-D-mannopyranosyloxy)- Hgﬁq Ho— L
propyl]-a-D-trehalose (3.15) : o —o j\

HO

Nach AAV 9 fir die Deacetylierung / \0 o oH OH

Debenzoylierun unter Zemplén- % % ﬁ
y o] p MO S

Bedingungen werden 110 mg (0.020 mmol)

3.14 in 50 ml Tetrahydrofuran gelost, mit 25 % &@ 7% Sj H Oﬁ

ml Methanol und 1 ml 1M Natrium-

methanolatlésung versetzt und 4 h gerdhrt. Nachdem das Tetrahydrofuran am
Rotationsverdampfer entfernt wurde, werden 75 ml Methanol zugegeben, und es wird Uber
Nacht gerthrt. Zur Aufarbeitung wird mit Amberlite IR 120 neutralisiert, filtriert, eingeengt
und mit Methanol an Sephadex LH-20 gereinigt, um 3.15 als farblosen amorphen Feststoff zu
isolieren.

Ausbeute: 38 g (0.018 mmol; 90 %)

[a]) =+72.9° (c = 0.17, MeOH);

MALDI-TOF: m/z = 2125.89 [M+Na] " (2102.87 ber. fiir CasH1500s0);

'H-NMR (400 MHz, D;-MeOH): d 5.22 (d, 2H, J1.2ic = 3.5 Hz, 2 H-14c), 4.82 (6x), 4.79 (2X)
(jed»s, 8H, 8 H-1man), 4.04-3.49 (m, 88H, 16 (man)OCHH, 16 (glc)OCHH, 2 H-3yc, 2 H-5y,
2 H-64c, 2-H-6'ic, 8 H-2man, 8 H-3man, 8 H-4man, 8 H-5man, 8 H-6man, 8 H-6'1ian), 3.37-3.29 (m,
4H + MeOH, 2 H-2y¢, 2 H-4y), 2.00-1.77 (m, 16H, 8 OCH,CH,CH,0) ppm;

C-NMR (100.62 MHz, D,-MeOH, DEPT): d 102.8, 102.7 (3x) (8 C-1ma), 95.1 (2 C-140),
84.0 (2 C-3y¢), 82.7 (2 C-24c), 80.5 (2 C-4yc), 75.9-75.8 (8 C-5man), 73.8 (8 C-3man), 73.4,
73.3 (8 C-2man), 72.7, 71.8, 71.7, 70.6, 70.5 (2 C-64c, 8 (glc)OCH,), 69.8 (3x), 69.7 (8 C-
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dener), 67.0, 66.7, 66.5, 66.4 (8 (C-1man)OCH,), 64.1 (8 C-6ma), 33.0, 32.7, 32.6, 32.1 (8
OCH,CH,CH,0) ppm.

OH

o

Nach AAV 2 zur Hydroborierung von Doppelbindungen "° o&

O
werden 535 mg (0.57 mmol) 2.08 in 20 ml trockenem THF HO—__/ o é
HO/\/\O o o

Undeca-O-(3-hydroxypropyl)-D-raffinose (3.16) : KL
t\

H

elost, mit 26 ml (13 mmol) 9-BBN versetzt und 1 h unter 0 g
g . ( ) . HOJ_/ J—/ooj?ﬁ/ym
RUckfluR erhitzt. Nach der Zerstérung des Hydrid- HO \

Uberschuf3es mit etwas Wasser erfolgt die Oxidation bel
0°C durch die Zugabe von 13 ml 3M wél¥iger NaOH und tropfenweiser Zugabe von 13 ml
einer 30 %-igen Wasserstoffperoxidlosung. Nachdem Uber Nacht gertihrt wurde, wird die
wéldrige Phase mit K,COj3 geséttigt, separiert und dreimal mit je 40 ml THF extrahiert. Die
gesammelten organischen Phasen werden eingeengt und zuerst mit Methanol an Sephadex
LH-20 und dann mit Dichlormethan/Methanol 3:1 an Kieselgel gereinigt, um 3.16 as
farblosen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 538 mg (0.47 mmol; 85 %)

[a]2 =+ 66.1° (c 0.36, MeOH);

MALDI-TOF: m/z = 1165.87 [M+Na]" (1142.63 ber. fiir Cs;HggO27);

Anal. Ber. fiir Cs;HggOy7 ~ 2 H20 (1179.35): C, 51.94; H 8.72. Gef.: C, 51.99; H, 8.64;
'H-NMR (500 MHz, Ds-MeOH): d 5.63 (d, 1H, Ji2gc = 3.6 Hz, H-14c), 5.18 (d»s, 1H, H-
14a), 4.15 (d, 1H, J = 7.6 Hz, H-34), 4.05-3.47 (M, 61H, H-3gc, H-4gc, H-5¢c, H-64c, H-6 g,
H-24re, H-1'tre, H-4tre, H-5tc, H-61re, H-6'tre, H-2ga, H-3ga, H-4ga, H-540, H-6ga, H-6ga, 11
OCH,CH,CH,0H, 11 OCH,CH,CH,0H), 3.26 (dd, 1H, J5 39 = 9.1 Hz, H-2y), 1.92-1.77 (m,
22H, 11 OCH,CH,CH,0OH) ppm; H-'H-COSY: d 3.57 (H-3y), 3.68 (H-24a); *H-"*H-HSQC:
d 3.51 (H-4gc), 3.99 (H-54c), 3.90 (H-64c), 3.77 (H-6'gc), 3.69 (H-1fr), 3.49 (H-T'rc), 4.02
(H-4#cc), 3.89 (H-5¢c), 3.71 (H-611), 3.71 (H-6'1rc), 3.70 (H-3ga), 3.86 (H-4ga), 3.97 (H-54a);
3C-NMR (100.67 MHz, Ds-MeOH): d 106.7 (C-2¢c ), 99.9 (C-1ga), 92.0 (C-14c), 86.5 (C-
3c), 84.4 (C-4c), 84.1 (C-340), 82.9 (C-24c), 81.9 (C-51c), 80.8 (C-3ga), 79.9 (C-4yc), 79.3
(C-244), 78.0 (C-44a), 74.4 (C-11c), 74.1 (C-6xcc), 73.8 (C-54c), 71.6 (C-5¢a), 72.7, 72.5, 71.8
(2x), 70.8, 70.6, 70.5 (2x), 70.1, 70.0, 69.9 (2x) (C-644, 11 OCH,CH,CH,OH), 67.8 (C-640),
61.6, 61.6, 61.6, 61.5, 61.4, 61.3, 61.2 (3x), 61.2, 61.0 (11 OCH,CH,CH,0OH), 35.7, 35.5,
35.3(3x), 35.2, 35.2 (2x), 34.9 (3x) (11 OCH,CH,CH,OH) ppm.
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BzO

BzO.
Undeca-O-[3-(2,3,4,6-tetra_o_ o OBz Bzo%OBZ

BzO.

BzO
benzoyl-a-b /go% KL ° e o oss
mannopyranosyloxy)propyl]-b- 8o oTjo o OBZ/OBZ

raffinose (3.17) : 200 o

Nach AAV 8b fur die Glycosylierung nach BZOBZO%AOW ¢ J —_
der Imidatmethode werden 39 mg (0.034 JJ %O ((ZO;
mmol) 3.16 und 5 g (6.7 mmol) 3.02 unter e " i kQOBZO o8z
Argon bei 60°C Olbadtemperatur in 400 820 OBZB%%[OBZE@;: 082 g,

ml trockenem Acetonitril gelost, mit 0.05

ml TMSOTT versetzt, 10 min bel 60°C und weitere 2 h bei rt gertihrt. Nach der Zugabe von 2
g (2.7 mmol) 3.02 wird Uber Nacht gertihrt. Zur Aufarbeitung wird mit NaHCO3 neutralisiert,
filtriert, eingeengt, nacheinander an Sephadex LH-20 (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol
1:1), an Kieselgel (Hexan/Essigester 4:6) und erneut an Sephadex LH-20 (Laufmittel:
Dichlormethan/Methanol 1:1) gereinigt, um 3.17 as amorphen weil3en Feststoff zu isolieren.
Ausbeute: 231 mg (0.031 mmol; 91 %)

[a]2 =-30.0° (c = 0.17, CH.Cl);

MALDI-TOF: m/z= 7525.7 [M+Na]" (7502.36 ber. fiir C425H384O126);

Anal. Ber. fir CyosH38/0126 (7507.52): C, 67.99; H 5.16. Gef.: C, 64.19; H, 5.00; N,1.36;
'H-NMR (500 MHz, CDCl5): d 8.12-7.70 (m, 88H, arom. H), 7.55-7.00 (m, 132H, arom. H),
6.25-6.05 (m, 11 H, 11 H-4a,), 5.98-5.86 (M, 11 H, 11 H-34n), 5.78-5.60 (m, 12 H, 11 H-
2rman, H-1gic), 5.23-4.92 (M, 12H, H-1g4a, 11 H-11nay), 4.80-4.56, 4.53-4.30 (je m, 11H und 22H,
11 H-5man, 11 H-6man, 11 H-6'man), 4.16-3.26 (M, 63H, H-3fc, H-3gic, H-4gic, H-5¢c, H-641c, H-
6 gy H-Ltre, H-1trc, H-45rc, H-5¢¢, H-6trc, H-6"trc, H-2ga, H-3ga, H-4ga, H-5ga, H-64a, H-6' ga,
11 (C-1man)OCHy, 11 (gd, glc, frc)OCHy, H-24c), 2.24-1.90 (22H, m, 11 OCH,CH,CH-0)
ppm;

3C-NMR (125.77 MHz, CDCl3): d 165.9-165.1 (44 CO,Ph), 133.2-128.2 (220 arom. C),
104.5 (C-2c), 97.9-97.5 (C-1ga, 11 C-1nan), 90.3 (C-1y), 83.8, 83.3, 82.2, 80.8, 79.6, 78.5,
77.2, 75.7, 75.5 (C-35c, C-4trc, C-3gc, C-2gic, C-5ire, C-3ga, C-4yic, C-2ga, C-4ga), 73.4-71.5
(C-Ltr¢, C-6trc, C-5yic), 70.5-70.1 (11 C-2man, 11 C-3an, C-5ga), 68.7 (11 C-5man), 70.0, 69.2,
69.1, 68.4-67.3 (11 (ga, dlc, frc)OCHy, C-64a), 66.7 (11 C-4man), 66.0-65.4 (C-64c, 11
(C-1man)OCHy), 62.6 (11 C-61nan), 30.6-29.7 (11 OCH,CH,CH,0) ppm.
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Undeca-O-[3-(a-D-mannopyrano- % Ho%)H
syloxy)-propyl]-D-raffinose (3.18) : pe

HOo O " H
Nach AAV 9 fir die Deacetylierung/ wo~ z Kk j O%H oH]"
O

o H
Debenzoylierung unter Zemplén- o 3\\0% o bOHO
Bedingungen werden 231 mg (0.031 mmol) %o ? é °
. . . —Q 0 OH o4
3.17 in 50 ml Tetrahydrofuran geldst, mit . JJ ? 51 % OﬁH
25 m Methanol und 1 ml 1M 4 i — oo Me
HO O o o OH
Natriummethanolatlosung versetzt und 4 h Ho~ N O % mk' O/ﬁ
H OH O- H
gertihrt. Nachdem das Tetrahydrofuran am o on ) °

Rotationsverdampfer entfernt wurde, werden 75 ml Methanol zugegeben, und es wird Uber
Nacht gerthrt. Zur Aufarbeitung wird mit Amberlite IR 120 neutralisiert, filtriert, eingeengt
und mit Methanol an Sephadex LH-20 gereinigt, um 3.18 als farblosen amorphen Feststoff zu
isolieren.

Ausbeute: 64 mg (0.022 mmol; 71 %)

[a]y = +71.5° (c = 0.13, MeOH);

MALDI-TOF: m/z = 2948.6 [M+Na]" (2925.2 ber. fir C117H2080s);

'H-NMR (400 MHz, D4;-MeOH): d 5.62 (d, 1H, J12c = 3.5 Hz H-14c), 5.17 (s, 1H, H-14a),
4.86-4.79 (m, 11H, 11 H-1ya), 4.15 (d, 1H, H-3x), 4.07-3.47, 3.40-3.22 (125H und
3H+MeOH, m, H-3yc, H-5q¢, H-64c, H-6'gic, H-1frc, H-1"trc, H-4trc, H-5¢c, H-6trc, H-6trc, H-
244, H-34a, H-4ga, H-5g4, H-64a, H-6"ga, 11 (C-11an)OCH_, 11 (gal, glc, frc)OCH>, 11 H-4iman,
11 H-3man, 11 H-2man, 11 H-5man, 11 H-6an, 11 H-6'man, H-2g1c, H-4gic), 2.02-1.83 (22H, m, 11
OCH,CH2CH0) ppm;

3C-NMR (100.67 MHz, D,-MeOH, DEPT): d 101.9 (11 C-11a), 99.3 (C-1ga), 91.3 (C-140),
85.6 (C-3irc), 83.5 (C-4ire, C-3gic), 82.1 (C-2yc), 81.0 (C-5xrc), 80.1 (C-3ga), 79.1 (C-4y), 78.8
(C-244), 77.4 (C-4ga), 74.9 (11 C-5man) 73.3 (C-dsre, C-61rc), 73.0 (C-5gic, 11 C-3man), 77.5 (11
C-2man), 71.7 (2x), 71.1 (2x), 69.7 (5x), 69.1 (3x) (C-64a, 11 (gdl, glc, frc)OCH,), 70.9 (C-
5¢a), 68.9 (11 C-4nan), 66.0 (6x), 65.8 (6X) (C-6gic, 11 (C-Liman)OCHy), 63.2 (11 C-61nan), 32.0-
31.2 (11 OCH,CH,CH,0) ppm.
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1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-bD- AcO °A°O
galactopyranosyl)-b-b-glucopyranose (3.20) : o one)
Zu einer siedenden Suspension von 8 g (980 mmol) Natriumacetat in 100 Mo Aok

OAc

ml Essigsdureanhydrid werden portionsweise 159 (43.8 mmol) Melibiose gegeben.
Anschlief3end wird kurz aufgekocht und nach einer kurzen Abkihlphase auf 500 ml Eis
gegossen. Nach dem Auftauen des Eises wird zweimal mit Dichlormethan extrahiert. Die
gesammelten organischen Phasen werden mit Wasser, kaltgeséttigter Natriumhydrogen-
carbonatlosung und wieder mit Wasser gewaschen. Anschlief3end wird dber MgSO,
getrocknet, eingeengt, mit Ethanol kodestilliert und aus 100 ml Ethanol umkristallisiert, um
3.20 as weil3en Feststoff zu isolieren.

Ausbeute: 19.9 g (29.4 mmol; 67 %)

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): d 5.68 (d, 1H, Ji 29 = 8.1 Hz, H-14c), 5.45 (dd»d, 1H, J = 3.1
Hz, H-444), 5.35 (dd, 1H, J; 30 = 11.2 HZ, J34ga = 3.6 Hz, H-3g4), 5.25 (dd»t, 1H, J = 9.7 Hz,
H-3gc), 5.18-5.12 (M, 2H, H-1ga, H-4yc), 5.10 (dd, 1H, J12ga = 3.6 Hz, H-24y), 5.07 (dd»t,
1H, J= 9.7 Hz, H-2y), 4.20 (dd»t, 1H, J = 6.1 Hz, H-544), 4.12-4.02 (m, 2H, H-64a, H-6'g4),
3.80 (M, 1H, H-5¢c¢), 3.73 (dd, 1H, Jsegc = 4.6 Hz, Jseqc = 11.7 Hz, H-64c), 3.64 (dd, 1H,
Jsegc = 2.6 Hz, H-6'yc), 2.14, 2.13, 2.11, 2.06, 2.05, 2.04, 2.02, 1.99 (s, je 3H, 8 OAC) ppm;

Ac OAc
Allyl-2,3,4-tri-O-acetyl-6-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D- O&
AcO
alactopyranosyl)-b-b-glucopyranosid (3.21) : heo
g py yl)-b-b-glucopy (3.21) %
Zu einer Losung von 6 g (8.84 mmol) 3.20 in 50 ml Dichlormethan AORATTSNS

werden 3 ml (5 eq) Allylalkohol und 20 ml BFs-Etherat gegeben. Nachdem 1 h unter
Lichtausschlul® gertihrt wurde, wird mit kaltgeséttigter Natriumhydrogencarbonatlésung und
danach mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wird Uber MgSO, getrocknet, eingeengt
und an Kieselgel (Laufmittel: Petrolether/Essigester 55:45) gereinigt, um 3.21 als weil3en
Feststoff zu isolieren.

Ausbeute: 2.57 g (3.80 mmol; 43 %)

[a]zDo =+ 83.3° (c = 0.48, CH,Cl,);

Anal. Ber. fiir CoeHaoO1s (676.22): C, 51.48; H 5.96. Gef.: C, 51.38; H, 6.10;

'H-NMR (500 MHz, CDCls): d 5.85 (m, 1H, OCH,CHCH), 5.45 (dd»d, 1H, J = 2.6 Hz, H-
44a), 5.35 (dd, 1H, J34ga = 3.1 HZ, Jpsga = 11.2 Hz, H-34), 5.29 (M, 1H, OCH,CHCHH),
5.25-5.18 (M, 2H, H-3yc, OCH,CHCHH), 5.17 (d, 1H, Jy.2qa = 3.6 Hz, H-144), 5.12 (dd, 1H,
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H-24a), 5.06 (dd»t, 1H, J = 9.2 Hz, H-4y), 4.98 (dd, 1H, Ji29c = 7.6 HZ, Jo39c = 9.7 Hz, H-
241¢), 4.56 (d, 1H, H-14c), 4.31 (m, 1H, OCHHCHCH),), 4.26 (dd»t, 1H, J = 6.6 Hz, H-54,),
4.15-4.03 (m, 3H, H-64q, H-6'qa, OCHHCHCH,), 3.76 (dd, 1H, Js 6gic = 5.6 Hz, Jsggic = 11.2
Hz, H-64c), 3.67 (M, 1H, H-5y4), 3.57 (dd, 1H, Jsgqc = 2.6 Hz, H-6'4¢), 2.14, 2.12, 2.05 (2x),
2.04,2.01, 1.99 (jes, je 3H, 7 OAC) ppm;

3C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): d 170.9, 170.7, 170.7, 170.6, 170.3, 169.7 (2x) (7 OAC),
133.8 (OCH,CHCH,), 117.6 (OCH,CHCHy,), 99.8 (C-14c), 96.8 (C-1ga), 73.3 (C-340), 73.1
(C-54c), 71.7 (C-24¢), 70.2 (OCH,CHCH,), 69.4 (C-4c), 68.5, 68.4 (C-2ga, C-4ga), 67.8 (C-
3gal), 66.9 (C-54a), 66.8 (C-6yic), 62.0 (C-64a), 21.2, 21.1, 21.0 (3x), 21.0 (2x) (7 OAc) ppm.

OH

Allyl-6-(a-D-galactopyranosyl)-b-D-glucopyranosid (3.22) : Ho&&
Nach AAV 7 fir die Deacetylierung/ Debenzoylierung unter Zemplén- oH
Bedingungen werden 2.315 mg (3.42 mmol) 3.21 entschitzt, um 3.22 Hi&xbow\

als weil3en amorphen Feststoff zu isolieren.
Ausbeute: 1.301 g (3.40 mmoal; 99 %)

[a]2 =+ 61.8° (c = 0.89, MeOH);

'H-NMR (500 MHz, DsMeOH): d 6.01 (m, 1H, OCH,CHCH,), 5.39 (m, 1H,
OCH,CHCHH), 5.21 (m, 1H, OCH,CHCHH), 4.91 (d»s, 1H, H-1g), 4.39 (m, 1H,
OCHHCHCHy), 4.38 (d, 1H, J12gic = 7.9 Hz, H-14), 4.20 (m, 1H, OCHHCHCHy,), 4.02 (dd,
1H, Js,6qc = 4.4 Hz, Jsggic = 10.7 Hz, H-64), 3.97-3.91, 3.81-3.78 (je m, je 2H, H-244, H-34,
H-44a, H-5qa), 3.78-3.72 (m, 3H, H-6'gc, H-64a, H-6'qa), 3.51 (M, 1H, H-54), 3.45 (dd»t, 1H,
J = 9.1 Hz, H-44c), 3.40 (dd»t, 1H, J = 8.8 Hz, H-3y), 3.26 (dd»t, 1H, J = 8.5 Hz, H-2y)
ppm;

3C-NMR (100.67 MHz, D4-MeOH): d 136.0 (OCH,CHCH,), 118.0 (OCH,CHCH,), 104.1
(C-140), 1005 (C-1ga), 785 (C-3yc), 76.7 (C-5qc), 755 (C-24c), 72.1 (C-4gc), 71.8
(OCH,CHCHy), 72.7, 71.8, 71.5, 70.9 (C-24, C-3gy, C-44a, C-54a), 67.6 (C-64c), 63.1
(C-6ga) ppm.
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Allyl-2,3,4-tri-O-allyl-6-(2,3,4,6-tetra-O-allyl-a-D-galacto-
pyranosyl)-b-D-glucopyranosid (3.23) :

Nach AAV 1b fir die Peralylierung mit Hilfe von Natriumhydrid in /NO/NO 5

DMF werden 1.18 g (3.1 mmol) 3.22 in trockenem DMF vo&o&Ow\
suspendiert und mit 2.5 g (63 mmol) NaH (60%-ige Suspension in

Paraffindl) versetzt. Nach 1 h werden 3.1 ml (37 mmol) Allylbromid zugegeben. Eswird 16 h
geruhrt. Zur Aufarbeitung wird unter Eiskiihlung mit Eiswasser hydrolysiert, mit 100 ml
Toluol versetzt, zweimal mit Natriumchloridldsung und zweimal mit Wasser gewaschen, Uber
MgSO, getrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt wird an Kieselgel (Laufmittel:
Toluol/Essigester 7:1) gereinigt, um 3.23 als farblosen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 1.42 g (2.14 mmol; 69 %)

[a]ZDO =+ 48.0° (C = 342, CHZC|2);

Anal. Ber. fiir CaHs4011 (662.81): C, 65.24; H 8.21. Gef.: C, 65.30; H, 8.27;

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): d 6.01-5.84 (m 8H, 8 OCH,CHCH,), 5.33-5.20 (m, 8H, 8
OCH,CHCHH), 5.20-5.11 (m, 8H, 8 OCH,CHCHH), 5.05 (d, 1H, Ji2¢a = 3.6 Hz, H-14),
4.41-3.94 (m, 18H, H-1gc, H-544, 8 OCH,CHCHy,), 3.85-3.74 (m, 4H, H-6gc, H-6'gc, H-24a,
H-4ga), 3.71 (dd, 1H, Jy35 = 10.2 HZ, Jaaga = 2.5 Hz, H-3g4), 3.59 (dd, 1H, Js55a = 7.6 Hz,
Jo6ga = 9.2 Hz, H-644), 3.52 (dd, 1H, Jg sga = 6.1 Hz, H-6'44), 3.40 (m, 1H, H-5y), 3.38-3.30
(m, 2H, H-3g¢, H-44ic), 3.19 (dd»t, 1H, J = 8.7 Hz, H-24) ppm;

3C-NMR (100.67 MHz, CDCls): d 135.9, 135.7, 135.7, 135.6, 135.5, 135.3, 135.0, 134.6 (8
OCH,CHCH,), 117.4, 117.2, 117.2, 117.1, 117.1, 117.0, 116.8, 116.6 (8 OCH,CHCH,),
102.7 (C-1gic), 98.2 (C-1ga), 84.6 (C-3yc), 82.1 (C-2yc), 78.2 (C-3ga), 78.1 (C-4yc), 76.7 (C-
24a), 75.3 (C-4ga), 75.0 (C-5q0), 74.7, 74.4, 74.1, 74.0, 72.6, 72.2, 72.1, 70.2 (OCH,CHCH,),
69.3 (C-5¢a), 69.0 (C-64a), 66.9 (C-64ic) ppm.

3-Hydroxypropyl 2,3,4-tetra-O-(3-hydroxypropy!)-6- Ho "o 07 ToH

[2,3,4,6-tetra-O-(3-hydroxypropyl)-a- b-galacto- Ho o

pyranosyl]-b-D-glucopyranosid (3.24) : ™~ o oo ~_om
Ho— O._~_OH

Nach AAV 2 zur Hydroborierung von Doppelbindungen

werden 240 mg (0.362 mmol) 3.23 in 20 ml trockenem THF gelost, mit 12 ml (6 mmol) 9-

BBN versetzt, und 1 h bei 60°C erhitzt. Nach der Zerstbrung des Hydridiberschul3es mit

etwas Wasser erfolgt die Oxidation bei 0°C durch die Zugabe von 6 ml 3M waldriger NaOH
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und tropfenweiser Zugabe von 6 ml einer 30 %-igen Wasserstoffperoxidlosung. Nachdem
Uber Nacht gertihrt wurde, wird die waldrige Phase mit K,CO3 gesdttigt, separiert und dreimal
mit je 40 ml THF extrahiert. Die gesasmmelten organischen Phasen werden eingeengt und
zuerst mit Methanol an Sephadex LH-20 und dann mit Dichlormethan/Methanol 3:1 an
Kieselgel gereinigt, um 3.24 as farblosen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 162 mg (0.201 mmol; 56 %)

[a]2 =+ 53.1° (c 0.52, MeOH);

MALDI-TOF(nH): m/z = 828.59 [M+Na] " (806.45 ber. fiir CzsH700x0);

Anal. Ber. fur CzsH70019 H20 (824.96): C, 52.41; H 8.80. Gef.: C, 52.37; H, 8.66;

'H-NMR (500 MHz, D;-MeOH): d 5.14 (d»s, 1H, H-1g4), 4.31 (d, 1H, J12gc = 7.6 Hz, H-
14c), 4.01 (ddd»t, 1H, J = 6.6 Hz, H-54), 3.99-3.60 (m, 38H, 8 OCH,CH,CH,OH, 8
OCH2CHCH,0H, H-2y4, H-3ga, H-4ga, H-64a), 3.58 (dd, 1H, Jsgga = 6.6 Hz, Jsega = 9.2
Hz, H-6'ga), 3.42-3.26 (M, 3H+MeOH, H-3yc, H-4gc, H-5¢c), 3.05 (dd»t, 1H, J = 8.1 Hz, H-
240), 1.92-1.77 (m, 16H, 8 OCH,CH,CH,OH) ppm;

BC-NMR (100.67 MHz, DsMeOH): d 105.7 (C-1gc), 99.7 (C-1ga), 87.2 (C-340), 84.9
(C-240), 80.9, 80.5, 79.3, 78.1 (C-24a, C-3ga, C-4ga, C-4yc), 77.0 (C-5¢c), 72.7, 72.7, 72.1,
72.0, 72.0 (2x), 70.5, 70.1, 70.0, 68.8, 68.3 (8 OCH,CH,CH,OH, C-6 g, C-6 ga), 71.6
(C-54a), 61.6, 61.6, 61.5, 61.5, 61.4, 61.3, 61.2, 61.1 (8 OCH,CH,CH,0H), 35.7, 35.5, 35.3,
35.2, 35.2, 35.1, 35.0 (8 OCH,CH,CH,OH) ppm.

BzO

Okta-O-[3-(2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-a-D- Bzo%m
mannopyranosyloxy)propyl]-b-b- 820

melibiose (3.25) : Bzgzo %OBZ

Nach AAV 8b fir die Glycosylierung nach der #0000 OMO

Imidatmethode werden 34 mg (0.042 mmol) BZ"BZO@A °N__° 05z pez
3.24 und 5 g (6.7 mmol) 3.02 unter Argon bei ﬁf % J om0z
75°C Olbadtemperatur in 400 ml trockenem Bzg% / i

Acetonitril gelost, mit 0.05 ml TMSOTf st 2%, L

versetzt und 2 h gertihrt. Nach der Zugabe von 0 620 1 ons

BzO

1.2 g (1.6 mmol) 3.02 wird bei rt Gber Nacht gerdhrt. Zur Aufarbeitung wird mit NaHCO3
neutralisiert, filtriert, eingeengt und nacheinander an Sephadex LH-20 (Laufmittel:
Dichlormethan/Methanol 1:1), an Kieselgel (Laufmittel: Hexan/Essigester 45:55) und erneut
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an Sephadex LH-20 (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol 1:1) gereinigt, um 3.25 als
amorphen weil3en Feststoff zu isolieren.

Ausbeute: 145 mg (0.027 mmol; 64 %)

[a]2 =-36.0° (c= 0.3, CH.Cl);

MALDI-TOF: m/z=5454.1 [M+Na]" (5431.71 ber. fir CzpgH278001);

'H-NMR (500 MHz, D-DMSO, 353 K): d 7.98-7.87, 7.84-7.79, 7.66-7.55, 7.48-7.18 (je m,
32 H, 16 H, 32H und 80H, arom. H), 6.01-5.93 (m, 8 H, 8 H-4a), 5.83-5.75 (m, 8 H, 8 H-
3man), 5.66-5.60 (M, 8H, 8 H-21a), 5.18-5.10 (M, 9H, H-1ga, 8 H-1rna), 4.64-4.55, 4.53-4.43
(jem, 8H und 16H, 8 H-5an, 8 H-6man, 8 H-6'man), 4.37 (d, 1H, Jy2gc = 7.6 Hz, H-14), 4.00-
3.32 (m, 44H, H-3y¢, H-4gc, H-54c, H-6gc, H-6 gic, H-2ga, H-3ga, H-4ga, H-5qa, H-64a, H-
6’ ga, 8 (glc, gal)OCH, 8 (man)OCH_, H-2y¢), 2.05-1.85 (m, 16H, 8 OCH,CH,CH,0) ppm;
B3C-NMR (125.77 MHz, CDCl3): d 166.0-165.1 (32 CO,Ph), 133.3-128.2 (160 arom. C),
103.5 (C-1y), 97.8-97.5 (C-1ga, 8 C-1iman), 84.9 (C-3yc), 82.6 (C-24c), 78.5, 78.2, 77.1, 75.9
(C-2ga, C-3ga, C-4ga, C-4yc), 75.0 (C-5yc), 70.6-70.4 (8 C-2yan), 70.3-70.1 (8 C-3man), 69.1
(C-544), 68.9-68.6 (8 C-5man), 66.9-66.8 (8 C-4man), 70.0 (2X), 69.6, 69.5, 69.4, 68.2, 67.8
(2x), 66.2-65.7 (C-64ic, C-644, 8 (Man)OCH_, 4 (glc)OCH,, 4 (gal)OCHy>), 62.7 (8 C-6man),
30.6-29.7 (11 OCH,CH,CH,0) ppm.

Okta-O-[3-(a-D-mannopyranosyloxy) HO%\‘;“
propyl]-b-bD-melibiose (3.26) : Mo o o
Nach AAV 9 fir die Deacetylirung / """ f %
Debenzoylierung unter Zemplén-Bedingungen HO@HOO;\T R

werden 81 mg (15 mmol) 3.25 in 30 ml Ho LZO&O& =7
Tetrahydrofuran gelést, mit 10 ml 0.2M o O:?O Do
Natriummethanolatlosung versetzt und 1 h HO io

gerthrt. Nachdem das Tetrahydrofuran am o™ SE’HO “on WH
Rotationsverdampfer entfernt wurde, werden 50 g

ml Methanol und 10 ml 0.2M Natriummethanolatlésung zugegeben, und es wird Uber Nacht
geruhrt. Zur Aufarbeitung wird mit Amberlite IR 120 neutralisiert, filtriert, eingeengt und mit
Methanol an Sephadex LH-20 gereinigt, um 3.26 als farblosen amorphen Feststoff zu
isolieren.

Ausbeute: 32 mg (15 mmol; quant.)
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[a]y = +66.0° (c = 0.59, MeOH);

MALDI-TOF: m/z = 2126.1 [M+Na]* (2102.9 ber. fiir CgsH150050);

'H-NMR (300 MHz, D;-MeOH): d 5.14 (d»s, 1H, H-1g44), 4.85-4.78 (m, 8H, 8 H-1y), 4.31
(d, 1H, Jiogc = 7.3 Hz, H-14c), 4.06-3.51 (m, 86H, H-55, 8 (Man)OCHy, 8 (gal, glc)OCH,,
H-2ga, H-3ga, H-4ga, H-6ga, H-6'ga, 8 H-4ran, 8 H-3man, 8 H-2imen, 8 H-5pan, 8 H-61an, 8 H-
B'man), 3.46-3.25 (M, 3H+MeOH, H-3yc, H-4gc, H-540), 3.03 (dd»t, 1H, J = 8.7 Hz, H-2y0),
2.03-1.80 (m, 16H, 8 OCH,CH,CH,0) ppm;

BBC-NMR (100.67 MHz, Ds-MeOH): d 104.9 (C-14c), 102.1-101.9 (8 C-Lyar), 98.9 (C-14a),
86.3 (C-3y0), 84.2 (C-2y0), 80.0, 79.3, 78.8, 77.5 (C-24a, C-34a, C-4ga, C-4yic), 76.4 (C-54i0),
74.9 (8 C-5nan), 72.9 (8 C-3man), 72.5 (8 C-2mar), 71.0 (C-54a), 71.9, 71.7, 71.3, 71.2, 70.9,
69.6, 69.1, 67.8, 67.0, 64.6 (C-64c, C-6 ga, 8 (gIc)OCH,), 68.9 (8 C-4nan), 66.0-65.7 (8
(man)OCH,), 63.2 (8 C-61nan), 32.0, 31.8 (5x), 31.4, 31.2 (8 OCH,CH,CH,0) ppm.

HO O

u o . HO\
Tetra-[5-(a-D-mannopyranosyloxy)-2-oxa-pentyl]- ° KL 0 VOH
\OOH

HO HO

methan (3.29) : owo\\\%?o/\ﬂo
Nach AAV 9 fir die Deacetylierung / Debenzoylierung unter ) 03/& o\ o OH

Zemplén-Bedingungen werden 94 mg (0.035 mmol) 3.34 ™ (o )i %OH
innerhalb von 14 d debenzolyiert (Neutralisation: Amberlite ’
IR120). Das Rohprodukt wird mit Methanol an Sephadex LH-20 gereinigt (2. Fraktion), um
3.29 als farblosen amorphen Feststoff zu isolieren.

Ausbeute: 38 mg (0.037 mmol; quant.)

[a]2 = +60.2° (c = 1.4, MeOH);

MALDI-TOF: mz = 1139.36 [M+Na]* (1016.45 ber. fiir C41H760s);

H-NMR (400 MHz, D-MeOH): d 4.79 (d, 1H, Ji» = 1.2 Hz, 4 H-1), 3.87 (dd, 4H, Js6 = 2.2
Hz, Jsg = 12.2 Hz, 4 H-6), 3.85 (dd, 4H, J,5 = 3.6 Hz, 4 H-2), 3.84 (m, 4H, 4 (man)OCHH),
3.77 (dd, 4H, Js¢ = 5.1 Hz, 4 H-6'), 3.74 (dd, 4H, J34 = 9.2 Hz, 4 H-3), 3.67 (dd»t, 4H, J =
9.2 Hz, 4 H-4), 3.59-3.50 (m, 16H, 4 H-5, 4 (man)OCHH, C(CH,OCH;R).), 3.42 (m, 8H,
C(CH;0R)4), 1.88 (M, 8H, 4 OCH,CH,CH,0) ppm;

3C-NMR (100.67 MHz, D-MeOH): d 102.8 (4 C-1), 75.3 (4 C-5), 73.8 (4 C-3), 73.4 (4 C-2),
72.0 (C(CH0R)4), 70.4 (C(CH,0OCHR)4), 69.7 (4 C-4), 66.7 ((man)OCH,), 64.0 (4 C-6),
47.8 (R4C), 32.0 (4 OCH,CH,CH-0) ppm.
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Tetra(3-hydroxypropyl)pentaerythrit(3.30) : oH

Nach AAV 9 fiur die Deacetylierung / Debenzoylierung unter o
Zemplén-Bedingungen werden 430 mg (0.68 mmol) 3.33 iiber Nacht ”OW"\“‘K‘fOMO“
deacetyliert, um 3.30 als farblosen Sirup zu isolieren. 7\

OH

Ausbeute: 290 mg (0.69 mmol; quant.)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): d 3.74 (t, 8H, J = 5.6 Hz, 4 CH,0H), 3.58 (t, 8H, J = 5.6 Hz, 4
OCH,CH,CH,0H), 3.40 (s, 4H, 4 OH), 3.39 (s, 8H, C(CH,OR)s), 179 (m, 8H, 4
OCH,CH2CH0) ppm.

Tetra-(3-acetoxypropyl)-pentaerythrit (3.33) :

o
Aco\/\/O\\%ﬂ\O/\/\OAc

mg (0.8 mmol) perallyliertes Pentaerythrit 3.32 in 50 ml trockenem o

THF gelost, mit 14 ml (7 mmol) 9-BBN versetzt, und 1 h unter WWOAC
Ruckfluld erhitzt. Nach der Zerstérung des Hydridtberschul3es mit etwas Wasser erfolgt unter
Eiskihlung die Oxidation bei 0°C durch die Zugabe von 7 ml 3M wal¥iger NaOH und

tropfenweiser Zugabe von 7 ml einer 30 %-igen Wasserstoffperoxidldsung. Nachdem Uber

Nach AAV 2 zur Hydroborierung von Doppel bindungen werden 240

Nacht gertihrt wurde, wird die wéal¥rige Phase mit K,COj3; geséttigt, die organische Phase wird
separiert und die waldrige Phase wird zweimal mit je 40 ml THF extrahiert. Die gesammelten
organischen Phasen werden Uber MgSO, getrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt wird
sofort mit 6 ml (63 mmol) Essigsdureanhydrid in 6 ml Pyridin direkt acetyliert. Sobald die
Reaktion abgeschlossen ist (DC-Kontrolle mit Petrolether/Essigester 3:2, KMnOy-
Spruhreagenz), wird mit Toluol kodestilliert und an Kieselgel gereinigt (Laufmittel:
Petrolether/Essigester 3:2), um 3.33 als farblosen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 378 mg (0.7 mmol; 87 %)

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): d 4.13 (t, 8H, J = 6.6 Hz, 4 AcOCHy), 3.45 (t, 8H, J= 6.1 Hz, 4
AcOCH,CH,CH,0), 3.35 (s, 8H, C(CH,0OR)4), 2.05 (s, 12H, 4 OAc), 1.86 (m, 8H, 4
OCH,CH2CH0) ppm.
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Bz0 0 o BzO

Tetra-[5-(2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-a-D-manno- B20 KL 820 ) _os:

OBz
<

pyranosyloxy)-2-oxa-pentyl]-methan (3.34) : 820820 o o
Nach AAV 8a fur die Glycosylierung nach der 5 OWO\“KfOMOB )
Imidatmethode werden 14 mg (0.038 mmol) 3.30 und 0.91 BZ%O& W\ ﬁ;l
g (1.2 mmol) 3.02 unter Stickstoff in 8 ml trockenem o g
Dichlormethan gel6st, mit 0.5 ml 5 %-igen TMSOTf-L6sung in Dichlormethan versetzt und
Uber Nacht gertihrt. Nachdem mit NaHCO3; neutralisiert wurde, wird an Kieselgel (auftragen
in CH)Cl,, Laufmittel: PE/EE 2:1® 1:2) und an Sephadex LH-20 (Laufmittel:
Dichlormethan/Methanol 1:1) gereinigt, um 3.34 as amorphen, wel(3en Feststoff zu isolieren.

Ausbeute: 95 mg (0.035 mmol; 92 %)
[a]2 =-47.2 (c = 0.63, CH.Cl>)

MALDI-TOF: m/z = 2703.83 [M+Na] " (2680.87 ber. fiir C153H140044);

'H-NMR (500 MHz, CDCl5): d 8.09, 8.03, 7.93, 7.82 (je m, je 8H, 32 o-arom. H), 7.55 (m,
8H, 8 arom. H), 7.47-7.19, (m, 40H, 40 arom. H), 6.13 (dd»t, 4H, J = 9.7 Hz, 4 H-4), 5.92
(dd, 4H, J,5 = 3.6 Hz, Js4 = 10.2 Hz, 4 H-3), 5.70 (dd, 4H, J.» = 1.5 Hz, 4 H-2), 5.09 (d, 4H,
4 H-1), 4.69 (dd, 4H, Js = 1.5 Hz, Js¢ = 11.2 Hz, 4 H-6), 4.47 (dd, 4H, Js¢ = 4.1 Hz, 4 H-
6'), 4.44 (m, 4H, 4 H-5), 3.91 (m, 4H, 4 (man)OCHH), 3.69 (mc, 4H, (man)OCHH), 3.56 (8H,
Me, C(CH,OCH:R).), 3.48 (8H, bs, C(CH,0OR).), 1.98 (8H, m, 4 OCH,CH,CH,0) ppm:
3C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): d 166.5, 165.9, 165.8, 165.7 (16 CO,Ph), 133.8-128.7 (80x)
(80 arom. C), 98.2 (4 C-1), 71.0 (4 C-2), 70.6 (4 C-3), 70.4 (C(CH,OR).), 69.2 (4 C-5), 68.4
(C(CH,OCH3R)4), 67.4 (4 C-4), 66.3 (4 (man)OCH,), 63.3 (4 C-6), 46.0 (R4«C), 30.2 (4
OCH,CH2CH0) ppm.

1,1,1-Tri-[5-(2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-a-D-mannopyranosyl- o082
oxy)-2-oxa-pentyl]-ethan (3.38) : o
Nach AAV 8a fur die Glycosylierung nach der Imidatmethode werden s o8,
58 mg (0.20 mmol) 3.37 und 4.45 g (6.0 mmol) 3.02 unter Stickstoff in "éﬁo/\ﬂo R \oez

6 ml trockenem Dichlormethan gelést, mit 0.1 ml einer 5 %-igen \jo b
OBz

TMSOTf-Losung in Dichlormethan versetzt und tber Nacht gerdhrt. e,

Nachdem mit 5 g NaHCO; neutraisiert wurde, wird an Kieselgel B20" 820

(Laufmittel: Petrolether/Essigester 2:1 ® 1:1) und an Sephadex LH-20 gereinigt (Laufmittel:
Dichlormethan/Methanol 1:1), um 3.38 as amorphen, weil3en Feststoff zu isolieren.
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Ausbeute: 389 mg (0.19 mmol; 95 %)
[a]2 =-41.9 (c = 0.97, CH.Cly);

MALDI-TOF: m/z= 2051.70 [M+Na]* (2028.68 ber. fiirC116H106033);

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): d 8.10, 8.04, 7.94, 7.83 (jem, je 6H, o-arom. H), 7.60-7.22 (m,
36H, arom. H), 6.13 (dd»t, 3H, J = 10.2 Hz, 3 H-4), 5.92 (dd, 3H, J,3 = 3.6 Hz, J34 = 10.2
Hz, 3 H-3), 5.70 (dd, 3H, J;» = 1.5 Hz, 3 H-2), 5.09 (d, 3H, 3 H-1), 4.70 (dd, 3H, Js6 = 2.0
Hz, Jse = 12.2 Hz, 3 H-6), 4.48 (dd, 3H, Js¢ = 4.1 Hz, 3 H-6), 4.44 (m, 3H, 3 H-5), 3.92,
3.68 (M, je 3H, 6 (man)OCHH), 3.55 (t, 6H, J = 6.1 Hz, 3 OCH,CH,CH,OCHy), 3.33 (s, 6H,
(ROCH;)3CCHj3), 1.96 (m, 6H, 3 OCH,CH,CH-0), 0.97 (s, 3H, CH3) ppm;

3C-NMR (125.76 MHz, CDCls): d 166.5, 165.9 (12 CO,Ph), 133.8-128.7 (60 arom. C), 98.1
(3 C-1), 74.1 ((ROCH2)sCCHj3), 71.0 (3 C-2), 70.6 (3 C-3), 69.2 (3 C-5), 68.3 (3 (man)
OCH,CH,CH0), 67.4 (3 C-4), 66.2 (3 (man)OCH), 63.3 (3 C-6), 41.4 (CCH3), 30.1 (3
(man)OCH,CH,CH0), 17.9 (CH3) ppm.

1,1,1-Tri-[5-(a-D-mannopyranosyloxy)-2-oxa-pentyl]-ethan
(3.39) : 5"
Nach AAV 9 fir die Deacetylierung / Debenzoylierung unter Zemplén- oJJ on
Bedingungen werden 333 mg (0.164 mmol) 3.38 innerhalb von 2 d %AOMO&;\%H
debenzolyiert (Neutralisation: Dowex 50WX8). Das Rohprodukt wird o\jo d
mit Methanol an Sephadex LH-20 gereinigt, um 3.39 als farblosen j&m
amorphen Feststoff zu isolieren. HO” HO
Ausbeute: 128 mg (0.164 mmol; quant.)

[a]2 = +36.1 (c = 2.24, MeOH);

MALDI-TOF: m/z = 803.43 [M+Na] " (780.36 ber. furr CaxHgO21);

'"H-NMR (400 MHz, D,-MeOH): d 4.80 (d»s, 3H, 3 H-1), 3.89-3.65 (m, 18H, 3 H-3, 3H-2, 3
H-4, 3 H-6, 3 H-6', 3 (man)OCHH), 3.59-3.50 (m, 12H, 3 H-5, 3 OCH,CH,CH,OCH,, 3
(man)OCHH), 3.31 (bs, 6H, (ROCH,)3CCHg), 1.87 (6H, m., 3 OCH,CH,CH,0), 0.96 (3H, s,
CHs) ppm;

3C-NMR (125.76 MHz, D;-MeOH): d 102.7 (3 C-1), 75.7 ((ROCH,)sCCHs), 75.6 (3 C-5),
73.8 (3 C-3), 73.3 (3 C-2), 70.3 (3 (man)OCH,CH,CH0), 69.7 (3 C-4), 66.7 (3 (man)OCH,),
63.9 (3 C-6), 43.1 (CCH3), 32.0 (3 OCH,CH,CH0), 19.2 (CH3) ppm.
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OAc

6-Bromhexyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-b-D-glucopyranosid N o
(4 02) %%%OWBr

Es werden 8 g (20.5 mmol) 4.01 mit 3 ml (21.9 mmol) 1-Bromhexanol und 10 ml (81 mmol)
Bortrifluorid-Etherat 1 h unter Lichtausschlu? bei Raumtemperatur in 20 ml trockenem
Dichlormethan gerthrt. Anschlie3end wird der Ansatz vorsichtig mit kaltgeséttigter
Natriumhydrogencarbonatldsung neutralisiert, dreimal mit Wasser gewaschen, getrocknet,
eingeengt, an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: Petrolether/Essigester 3:2) und aus Diethylether
umkristallisiert, um 4.02 als weil¥en Feststoff zu isolieren.

Ausbeute: 3.8 9 (7.4 mmol; 36 %)

[a]3' =-20.2 (c = 1.24, CH,Cl,);

Schmelzpunkt: 103.1°C

Anal. Ber. fir CyH31BrO0 (511.36): C, 46.98; H, 6.11; Br, 15.63.

Gef.: C, 46.91; H, 6.11; Br, 15.48.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): d 5.39 (dd»t, 1H, Js4 und Jo3 = 9.2 Hz, H-3), 5.27 (dd»t, 1H,
Jas = 9.2 Hz, H-4), 5.17 (dd, 1H, J,,» = 8.1 Hz, H-2), 4.68 (d, 1H, H-1), 4.45 (dd, 1H, Js¢ =
12.2 Hz und Js 6 = 4.6 Hz, H-6), 4.32 (dd, 1H, Js ¢ = 2.0 Hz, H-6"), 4.06 (m, 1H, (C-1)OCHH),
3.87 (m, 1H, H-5), 3.67 (m, 1H, (C-1)OCHH), 3.58 (t, 2H, J = 6.6 Hz, CH,Br), 2.27, 2.23,
2.21, 219 (je s, je 3H, 4 OAc), 2.03 (m, 2H, CH,CH,CH,Br), 1.77 (m, 2H, OCH,CH,CH,),
1.62 (m, 2H, CH,CH,CH,Br), 1.62 (m, 2H, OCH,CH>CH>) ppm;

3C-NMR (100.62 MHz, CDCl3): d 171.1, 170.7, 169.8, 169.7 (4 OAc), 101.2 (C-1), 73.3
(C-3), 72.2 (C-5), 71.8 (C-2), 70.3 ((C-14)OCHy), 68.9 (C-4), 62.4 (C-6), 34.2 (CH2Br), 33.0
(CH2CH2BI), 29.6 ((C-14ic)OCH,CHy), 28.2 (CH2CH2CH,Br), 25.4 ((C-14c)OCH2CH,CH,),
21.2,21.1, 21.0 (2x) (4 OAcC) ppm.

OH

HO A o

6-Bromhexyl-b-D-glucopyranosid (4.03) : on

Nach AAV 7 fir die Deacetylierung / Debenzoylierung unter Zemplén-Bedingungen werden
1.323 g (2.6 mmol) 4.02 Gber Nacht deacetyliert, um 4.03 als farblosen Sirup zu isolieren.
Ausbeute: 0.905 g (2.6 mmoal; quant.)

[a]> =-15.4 (c = 0.95, MeOH);

MALDI-TOF: m/z = 364.86 [M+Na]* (342.07 ber. fir C1o2H23BrOg):
Anal. Ber. fir CoH»3BrOg (343.21): C, 41.99; H, 6.75; Br, 23.28.
Gef.: C, 41.79; H, 6.84; Br, 23.25.
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'H-NMR (400 MHz, D»-MeOH): d 4.29 (d, 1H, J;» = 7.9Hz, H-1), 3.95 (m, 1H, (C-
1)OCHH), 3.90 (dd, 1H, Js6 = 4.7 und Jse = 12.0 Hz, H-6), 3.70 (dd, 1H, Js¢ = 1.9Hz, H-6),
3.60 (M, 1H, (C-1)OCHH), 3.49 (t, 2H, J = 6.9 Hz, CH,Br), 3.39 (dd»t, 1H, J»5 und Jg4 =
8.5Hz, H-3), 3.32 (dd»t, 1H, J45 = 8.5Hz, H-4), 3.29 (m, 1H, H-5), 3.21 (dd»t, 1H, H-2), 1.90
(m, 2H, CH,CH,Br), 1.68 (m, 2H, (C-1)OCH,CHy), 1.63-1.41 (m, 4H, (C-1)OCH,CH,CH-,
CH,CH,CH,Br) ppm;

BC-NMR (100.62 MHz, D,-MeOH): d 100.6 (C-1), 79.3 (C-3), 79.1 (C-5), 76.3 (C-2), 72.9
(C-4), 719 ((C-140OCH,), 640 (C-6), 355 (CH.Br), 352 (CH,CH.Br), 31.8
((C-14c)OCH,CHy), 30.2 (CH2CH2CH.Br), 27.4 ((C-1¢) OCH.CH,CH>) ppm.

\
6-Bromhexyl-2,3,4,6-tetra-O-allyl-b-D-glucopyranosid ?o
(4.04) ; L Lo,
Nach AAV 1lafir die Perallylierung unter Phasentransferkatalyse g /ﬂ

werden 1.27 g (3.7 mmol) 4.03 in 5 ml Wasser gel6st. Nach Zugabe von 60 ml 33 % wal¥riger
Natriumhydroxidlésung (40 g NaOH, 60 ml Wasser) und 2.03 g TBABr werden bei rt Gber 1
h 3 ml (35.5 mmol) Allylbromid zugetropft. Der Ansatz wird 2.5 h heftigst gerthrt. Zur
Aufarbeitung wird mit 100 ml Toluol versetzt und mit Wasser neutral gewaschen. Die
organische Phase wird Uber MgSO, getrocknet, eingeengt und an Kieselgel gereinigt
(Laufmittel: Toluol/Essigester 9:1), um 4.04 als farblosen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 780 mg (1.55 mmol; 42 %)

[a]> =- 4.6 (c = 1.74, CH.Cl,);

MALDI-TOF: m/z=524.89 [M+Na]*, 540.81 [M+K]" (502.19 ber. fiir Co4Hz9BrO);

Anal. Ber. flr CyH39BrOg (503.47): C, 57.25; H, 7.81; Br, 15.87.

Gef.: C, 57.46; H, 7.85; Br, 15.90;

'H-NMR (400 MHz, CDCls): d 6.06-5.90 (dddd»m, 4H, OCH,CHCH,), 5.35-5.26 (ddd»m,
4H, OCH,CHCHH), 5.24-5.17 (ddd»m, 1H, OCH,CHCHH), 4.42-4.26 (dddd»m, 4H, 4
OCHHCHCH,), 4.29 (d, 1H, J;» = 7.6 Hz, H-1), 4.24-4.03 (dddd»m, 4H, 4 OCHHCHCH,),
3.95 (m, 1H, (C-1)OCHH), 3.75 (dd, 1H, Js6 = 1.5 und Js¢ = 11.2 Hz, H-6), 3.65 (dd, 1H,
Jsg = 2.5 Hz, H-6"), 3.52 (m, 1H, (C-1)OCHH), 3.45 (t, 2H, J = 7.1 Hz, CHBr), 3.43-3.34
(m, 3H, H-5, H-3, H-4), 3.23 (dd»t, 1H, J = 8.6 Hz, H-2), 1.90 (m, 2H, CH,CH,Br), 1.66 (m,
2H, (C-1)OCH,CH,), 1.54-1.39 (m, 4H, OCH,CH,CH,, CH,CH,CH.Br) ppm:
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3C-NMR (100.62 MHz, CDCls): d 136.0, 135.8, 135.5, 135.4 (4 OCH,CHCH,), 117.6,
117.6, 117.4, 117.3 (4 OCH,CHCH,), 104.1 (C-1), 84.8 (C-3), 82.3 (C-2), 78.3 (C-4), 75.5
(C-5), 75.1, 74.5, 74.3, 73.1, 70.4, 69.7 (C-6, 5 (glc)OCH,), 34.4 (CH,Br), 33.4 (CH,CH,Br),
30.1 ((C-14c) OCH,CHy), 28.6 (CH2CH,CH,Br), 25.9 ((C-14c)OCH,CH,CH,) ppm.

6-Bromhexyl-2,3,4,6-tetra-O-(3-hydroxypropyl)-b-D- %
glucopyranosid (4.05) : \Oé&

Nach AAV 2 zur Hydroborierung von Doppel bindungen werden o~ © e
780 mg (1.55 mmol) 4.04 in 30 ml trockenem THF gel6st, mit Hof

28 ml (14 mmol) 9-BBN versetzt und 1.5 h bei rt gerthrt. Nach der Zerstérung des
HydridUberschuflRes mit etwas Eiswasser erfolgt die Oxidation bei 0°C durch die gleichzeitige
tropfenweise Zugabe von 14 ml 3M waldriger Natriumacetatldsung und 14 ml einer 30 %-igen
Wasserstoffperoxidldsung. Nachdem tber Nacht geriihrt wurde, wird die wéal¥rige Phase mit
KoCO; geséttigt, separiert und zweimal mit je 40 ml THF extrahiert. Die gesammelten
organischen Phasen werden eingeengt und an Kieselgel gereinigt (Laufmittel:
Essigester/Methanol 9:1), um 4.05 as farblosen Sirup zu isolieren, der nach 1 d in einen
amorphen weil3en Feststoff Uiberzugehen beginnt.

Ausbeute: 480 mg (0.83 mmol; 54 %)

[a]2 =-10.2 (c = 0.96, CH,Cl);

MALDI-TOF: m/z=597.28 [M+Na]", 613.23 [M+K]" (502.19 ber. fiir Co4H47BrOx0);

Anal. Ber. fur CyH47BrOyo (575.53): C, 50.09; H, 8.23; Br, 13.88.

Gef.: C, 49.95; H, 8.39; Br, 13.75.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): d 4.35 (d, 1H, Ji» = 7.6 Hz, H-1), 414 (m, 1H,
OCHHCH,CH,0H), 4.08-3.97 (m, 4H, (C-1)OCHH, 3 OCHHCH,CH,0H), 3.95-3.75 (m,
14H, H-6, H-6', 4 OCHHCH,CH,0H, 4 CH,0H), 3.60 (m, 1H, (C-1)OCHH), 3.53 (t, 2H, J =
7.1 Hz, CH,Br), 3.43-3.34 (m, 3H, H-3, H-4, H-5), 3.21 (dd»t, 1H, J = 8.1 Hz, H-2), 2.88 (s,
4H, OH), 2.03-1.88 (m, 10H, 4 OCH,CH,CH,OH, CH,CH.Br), 175 (m, 2H,
(C-1)OCH,CH,), 1.58 (m, 2H, CH,CH,CH,Br), 1.51 (m, 2H, (C-1)OCH,CH,CH>) ppm;
3C-NMR (125.76 MHz, CDCl3): d 103.7 (C-1), 84.6 (C-3), 82.3 (C-2), 78.9 (C-4), 74.9
(C-5), 71.8, 71.7, 71.0, 70.6 (4 (glc)OCHy), 70.2, 70.1 (C-6, (C-14c)OCH>), 61.5, 61.4, 61.0,
60.6 (4 CH,OH), 34.2 (CH.Br), 33.3, 332, 33.0, 329, 324 (4 OCH,CH,CH,OH,
CH,CH,Br), 29.8 (OCH,CHy), 28.2 (CH,CH,CH2Br), 25.6 ((C-14c)OCH,CH2CH,) ppm.
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6-Azidohexyl-2,3,4,6-tetra-O-(3-hydroxypropyl)-b-D- OH
glucopyranosid (4.06) : HO ?O

Es werden 141 mg (0.25 mmol) 4.05 in 40 ml DMF gel6st und \\\\Oﬁ/o\/\/\ﬂ,\,
mit 62 mg (0.95 mmol) Natriumazid und 48 mg (0.15 mmol) o JJO 3
TBABr versetzt. Es wird 1 h bei 60°C gerthrt, im

Olpumpenvakuum eingeengt und an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: Essigester/Methanol
9:1), um 4.06 as farblosen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 134 mg (0.25 mmol; quant.);
[a]2 =-15.2 (c=0.76, CH,Cly);

MALDI-TOF: m/z=560.07 [M+Na]*, 576.01 [M+K]" (537.33 ber. fiir C2sH47N3Ox0);
'H-NMR (400 MHz, CDCly): d 422 (d, 1H, Ji» = 81 Hz, H-1), 401 (m, 1H,
OCHHCH,CH,0H), 3.95-3.85 (m, 4H, (C-1)OCHH, 3 OCHHCH,CH,OH), 3.83-3.62 (m,
14H, H-6, H-6', 4 OCHHCH,CH,OH, 4 CH,0H), 3.47 (m, 1H, (C-1)OCHH), 3.30 -3.20 (m,
5H, CH2N3, H-3, H-4, H-5), 3.08 (dd»t, 1H, J5 = 8.1 Hz, H-2), 2.88 (s, 4H, OH), 1.91-1.75
(m, 8H, 4 OCH,CH,CH,0H), 1.67-1.55 (m, 4H, (C-1)OCH,CH,, CH,CH2N3), 1.45-1.35 (m,
4H, OCH,CH,CH,, CH,CH2CH,N3,) ppm;

3C-NMR (125.76 MHz, CDCl3): d 103.3 (C-1), 84.2 (C-3), 82.0 (C-2), 78.5 (C-4), 74.6
(C-5), 71.4, 71.3, 70.6, 70.2, 69.8, 69.7 (C-6, 5 (glc)OCH.), 61.1, 61.0, 60.6, 60.2 (CH,OH),
51.4 (CH,Na), 32.9, 32.8, 32.5, 32.0 (OCH,CH,CH,0H), 29.5, 28.8 ((C-14c)OCH,CH,CHy,
CH,CH;N3), 26.5, 25.6 ((C-14c) OCH,CH,CH,CH,CH,CH,N3) ppm.

6-Bromohexyl-2,3,4,6-tetra-O-[3-(2,3,4,6-tetra-O- BZOBZO@%O
benzoyl-a-D-mannopyranosyloxy)propyl]-b-D- 070 %O
glucopyranosid (4.07) : Bioir‘ \%&&OW
Nach AAV 8a fur die Glycosylierung nach der 20" o fo Br
Imidatmethode werden 55 mg (0.096 mmol) 4.05 und Bzg%om {

BzO
OBz o- OBz

2.8 g (3.8 mmol) 3.02 unter Argon in 3 ml trockenem Bz0 ) o

Dichlormethan gelost, mit 0.1 ml einer 5 %-igen TMSOTf-L6sung in Dichlormethan versetzt
und 6 h gerdhrt. Nachdem mit NaHCO; neutralisiert wurde, wird an Kieselgel (Laufmittel:
Petrolether/Essigester 3:2® 2:3 oder Cyclohexan/Essigester 3:1® 3:2) und anschlieffend an
Sephadex LH-20 (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol 1:1) gereinigt, um 4.07 als amorphen

wei Ren Feststoff zu isolieren.
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Ausbeute: 262 mg (0.091 mmol; 95 %)
[a]2 =-45.9 (c = 0.23, CH,Cly);

Anal. Ber. fiir C1g0H151.BrOss (2889.79): C, 66.50; H, 5.27; Br, 2.77.

Gef.: C, 66.48; H, 5.22; Br, 2.80;

MALDI-TOF: m/z=2909.19 [M+Na] " (2886.87 ber. fir C160H151BrOug);

'H-NMR (400 MHz, CDCls): d 8.10-8.06, 8.04-7.97, 7.94-7.86, 7.83-7.78 (jem, je 8H, 32 o-
arom. H), 7.57-7.50 (m, 8H, arom. H), 7.48-7.16 (m, 40H + CDCl3, arom. H), 6.18-6.09 (4H,
m, H-4man), 5.98-5.89 (M, 4H, H-3may), 5.73, 5.72, 5.70, 5.69 (je dd, 4H, J12man = 1.6 Hz,
Jzaman = 3.1 Hz, H-2an), 5.15, 5.13, 5.11, 5.06 (je d, 4H, H-Lyan), 4.73-4.64 (M, 4H, H-6nan),
4.52-4.41 (m, 8H, H-5man, H-6'man), 4.25 (d, 1H, Ji2gc = 7.6 Hz, H-1y), 4.05-3.65 (m, 19H,
H-64c, H-6'ye, 4 OCH,CH,CH,0, 4 OCH,CH,CH,0, (C-14.)OCHH), 3.49 (m, 1H, (C-
14c)OCHH), 3.37-3.31 (m, 3H, H-3yc, H-4gc, H-54c), 3.28 (t, 2H, J = 6.9 Hz, CH,Br), 3.12
(dd»t, 1H, J = 8.2 Hz, H-2y), 2.12-1.96 (m, 8H, 4 OCH,CH,CH,0), 1.80-1.73 (m, 2H,
CH,CH,Br), 1.64-1.56 (m, 2H, (C-1¢c)OCH,CHy), 1.42-1.30 (m, 4H, (C-14c)OCH,CH,CH,,
CH,CH,CH,BTr) ppm;

3C-NMR (125.76 MHz, CDCls): d 166.1, 165.5-165.2 (16 COOR), 133.3-133.0, 129.9-128.2
(80 arom C), 103.4 (C-14¢), 97.7 (3x), 97.6 (4 C-1rnan), 84.9 (C-3y0), 82.4 (C-240), 78.1, 74.8
(C-4gc, C-54c), 70.5 (2X), 70.5 (2X) (4 C-2man), 70.3, 70.2, 70.2 (2X) (4 C-3man), 70.2, 69.8,
69.7, 69.5, 69.1, 68.0, 66.1, 66.0, 65.4 (2x) (4 OCH,CH,CH,0, (C-14c)OCH,, C-64.), 68.8
(3X), 68.7 (4 C-5ma), 66.9, 66.9 (2X), 66.9 (4 C-4man), 62.8 (4 C-6man), 33.9 (CH2Br), 32.7
(CH,CHBr), 30.6, 30.4 (2x), 29.7 (4 OCH,CH,CH,0), 29.5 ((C-14c)OCH,CH,), 27.9
(CH,CH,CH,B), 25.2 ( (C-14c)OCH,CH,CH,) ppm.

6-Bromohexyl-2,3,4,6-tetra-O-[3-(a-D-manno-

pyranosyloxy)-propyl]-b-pD-glucopyranosid (4.08) %

Nach AAV 9 firr die Deacetylierung/ Debenzoylierung "™ o Jj
unter Zemplén-Bedingungen werden 418 mg (0.145 Hg% ?
mmol) 4.07 in 20 ml Tetrahydrofuran gel6st, mit 10 ml " o aﬁﬁw
0.02M Natriummethanolatlosung (hergestellt aus 23 mg

Natrium und 50 ml Methanol) versetzt und 0.5 h gerthrt, anschlief3end wird eingeengt, mit 50
ml Methanol aufgelost und mit 10 ml 0.02M Natriummethanolatldsung Uber Nacht gerthrt.
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Zur Aufarbeitung wird mit Amberlite IR 120 neutralisiert, filtriert, eingeengt und mit
Methanol an Sephadex LH-20 gereinigt, um 4.08 als farblosen amorphen Feststoff zu
isolieren.

Ausbeute: 167 mg (0.136 mmol; 94 %)

[a] =+47.1 (c= 1.9, MeOH);

MALDI-TOF: m/z = 1245.24 [M+Na] " (1222.45 ber. fiir C4sHg7BrOs0);

'H-NMR (400 MHz, D,-MeOH): d 4.81, 4.80, 4.80, 4.79 (je d, 4H, J; nan = 1.6 Hz, 4 H-
Lman), 4.30 (d, 1H, Jiogc = 7.6 Hz, H-1yc), 3.96-3.82 (m, 17H, 4 H-2man, 4 H-6man, 5
(glc)OCHH, 4 (man)OCHH), 3.79-3.54 (m, 27H, 4 H-3man, 4 H-4man, 4 H-5man, 4 H-6'man, H-
6gic, H-6'gc, 5 (9IC)OCHH, 4 (man)OCHH), 3.50 (t, 2H, J = 6.8 Hz, CH,Br), 3.34 (m,
1H+MeOH, H-54c), 3.31-3.26 (M, 2H, H-3yc, H-4qc), 3.03 (dd»t, 1H, J = 8.3 Hz, H-2y),
1.98-1.85 (m, 10H, 4 OCH,CH,CH,0, CH,CH,Br), 1.67 (m, 2H, (C-14)OCH,CH,), 1.58-
1.43 (m, 4H, (C-14c)OCH,CH,CH,, CH,CH>CH,Br) ppm;

B3C-NMR (125.76 MHz, D;-MeOH): d 105.9 (C-14c), 102.8 (4 C-1yan), 87.2 (C-34c), 84.5
(C-2c), 80.5 (C-4yc), 77.0 (C-5yc), 75.8 (3x), 75.7 (4 C-5man), 73.8 (4 C-3man), 73.4 (4
C-2man), 72.8, 71.8 (4x), 70.5 (4 (gIc)OCH>, (C-14c)OCH,, C-6yc), 69.8 (2x), 69.7 (2x) (4 C-
4man), 66.9, 66.8, 66.5 (2x) (4 (man)OCHy), 64.1 (4 C-6man), 35.7 (CH2Br), 35.1 (CH,CH,Br),
32.9, 32.8, 32.7, 32.1 (4 OCH,CH,CH0), 31.8 ((C-14)OCH2CH>), 30.1 (CH,CH,CH,Br),
27.6 ((C-14c)OCH,CH2CH2) ppm.

6-Azidohexyl-2,3,4,6-tetra-O-[3-(a-D-manno- HO S o
pyranosyloxy)-propyl]-b-b-glucopyranosid (4.09) 0—7—0 %

Es werden 172 mg (0.141 mmol) 4.08 in 20 ml DMF "~ f
gelést und mit 56 mg (0.86 mmol) Natriumazid 1 h bei Hng o

50° gertihrt. AnschlieRend wird eingeengt und an Ho ) \-oH
Sephadex LH-20 gereinigt, um 4.09 as farblosen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 163 mg (0.137 mmol; 97 %)

[a]2 =+40.1 (c= 1.7, MeOH);

MALDI-TOF: m/z= 1208.33 [M+Na]* (1185.54 ber. fiir C45Hg7N3Os);

'H-NMR (400 MHz, D,-MeOH): d 4.82-4.78 (M, 4H, 4 H-1ynan), 4.30 (d, 1H, J1 2c = 7.6 Hz,
H-1g0), 3.97-3.82 (M, 17H, 4 H-2a, 4 H-6an, 5 (gIc)OCHH, 4 (man)OCHH), 3.79-3.54
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(27H, m, 4 H-3ya, 4 H-4yan, 4 H-5pa, 4 H-6'pa, H-64e, H-6ge, 5 (gIc)OCHH, 4
(man)OCHH), 3.36-3.32 (3H + MeOH, m, H-5¢¢, CH,N3), 3.30-3.26 (2H, m, H-3yc, H-4q0),
3.03 (1H, dd»t, J = 8.3 Hz, H-2yc), 1.98-1.85 (8H, m, 4 OCH,CH,CH,0), 1.71-1.61 (4H, m,
(C-1gc)OCH2CHy, CH2CH2N3), 1.53-1.42 (4H, m, (C-1gc)OCH,CH,CH,, CH2CHLCH,N3)
ppm;

3C-NMR (125.76 MHz, D;-MeOH): d 105.9 (C-14c), 102.8 (3x), 102.7 (4 C-Lyan), 87.2 (C-
34ic), 84.9 (C-24c), 80.5 (C-4gc), 77.0 (C-540), 75.8 (3x), 75.7 (4 C-5man), 73.8 (4 C-3man), 73.4
(4 C-2an), 72.8, 71.9, 71.8 (3x), 70.5 (4 (gIc)OCHy, (C-14)OCH,, C-64c), 69.8 (2x), 69.8,
69.7 (4 C-4man), 66.9, 66.8, 66.5 (2x) (4 (Man)OCH,), 64.1 (4 C-6an), 53.6 (CH2N3), 32.9,
32.8, 32.7, 32.1, 319, 31.1 (4 OCH,CH,CH,0, (C-14c)OCH,CH,, CH,CH:2N3), 28.7, 28.0
(CH2CH,CH;Ns3, (C-14c) OCH,CH,CHy) ppm.

6-Aminohexyl-2,3,4,6-tetra-O-[3-(a-D-manno- "o %
pyranosyloxy)-propyl]-b-b-glucopyranosid o2 O\ o )

(4.10) : I
Es werden 159 mg (0.134 mmol) 4.09 in 20 ml % ]

Methanol gelost, mit 30 mg Pd-C 2 h unter 1 bar Ho— N[ O TN o
Wasserstoffatmosphére reduziert. Zur Aufarbeitung HO

wird Uber Sehadex LH-20 filtriert, um 4.10 als farblosen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 149 mg (0.128 mmol; 96 %)

[a]2 = +55.1 (c = 1.04, MeOH);

MALDI-TOF; m/z = 1182.32 [M+Na]* (1159.55 ber. fiir CasHgoNOso);

'H-NMR (400 MHz, D4-MeOH): d 4.82-4.78 (m, 4H, 4 H-Lyan), 4.30 (d, 1H, Ji 2. = 7.6 Hz,
H-1gc), 3.97-3.82 (M, 17H, 4 H-2man, 4 H-61nan, 5 (91C)OCHH, 4 (man)OCHH), 3.79-3.53 (m,
27H, 4 H-31an, 4 H-4man, 4 H-5pan, 4 H-6'an, H-64c, H-6'gic, 5 (gIC)OCHH, 4 (man)OCHH),
3.40-3.33 (m, 1H + MeOH, H-5y), 3.30-3.25 (m, 2H, H-3yc, H-4yc), 3.03 (dd»t, 1H, J=7.8
Hz, H-240), 2.74 (t, 2H, J = 7.1 Hz, CH,NH,), 1.98-1.85 (m, 8H, 4 OCH,CH,CH,0), 1.71-
1.63 (m, 2H, (C-140)OCH,CH,), 1.62-1.52 (m, 2H, CH,CH;NH,), 1.51-1.39 (m, 4H,
(C-14c)OCH2CH,CH,CH,CH2CH2NHy) ppm;

BC-NMR (125.76 MHz, D,-MeOH): d 105.8 (C-1gc), 102.8 (4 C-1man), 87.2 (C-34c), 84.9
(C-2410), 80.5 (C-4gic), 77.0 (C-54c), 75.8 (4 C-5pan), 73.8 (4 C-3man), 734 (4 C-2man), 72.8,
71.9, 71.9, 71.8 (2x), 70.5 (4 (glc)OCH2, (C-14c)OCH,, C-64c), 69.8, 69.8, 69.8, 69.7 (4
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C-dinar), 66.9, 66.8, 66.6 (2x) (4 (Man)OCH,), 64.1 (4 C-6man), 43.3 (CHoNH,), 33.9
(CH2CH2NHy), 32.9, 32.7, 32.7, 32.1, 31.9 (4 OCH,CH,CH,0, (C-14)OCH,CH,), 28.8, 28.2
(CH2CH2CH2NH2, (C-19|C)OCH2CH2CH2) ppm.

Bis-N,N'-{2,3,4,6-tetra-O-[3-(a-D-mannopyranosyl- g\
oxy) propyl]-b-D-glucopyranosyl-hexyl}-harnstoff

(4.12) HO%OH \

Es werden 32 mg (0.028 mmol) 4.09 und 11 mg (0.042
mmol) Triphenylphosphin in 6 ml THF geldst. Nach Zusatz

von 2 ml Wasser wird 14 d gerthrt. Zur Aufarbeitung wird Ho% \ /
o /
HoHO

eingeengt und mit Methanol an Sephadex LH-20 gereinigt,

um 13 mg (0.12 mmol, 43 %) 4.12 as farblosen Sirup zu W}O O
isolieren. % o onl,
Ausbeute: 16 mg (0.0068 mmol; 49 %) ot on

[a]2 = +53.8 (c=0.20, MeOH);

MALDI-TOF: m/z = 2368.3 [M+Na] " (2345.07 ber. fiir Cg7H176N2Og1);

'H-NMR (500 MHz, D,-MeOH): d 4.81, 4.80, 4.79, 4.78 (je d, je 2H, Jioman = 1.6 Hz, 8
H-Lman), 4.31 (d, 2H, J1ogc = 7.6 Hz, 2 H-14c), 3.98-3.82 (M, 34H, 8 H-2a, 8 H-61an, 10
(glc)OCHH, 8 (man)OCHH), 3.79-3.53 (m, 54H, 8 H-3man, 8 H-4man, 8 H-5man, 8 H-6'man, 2
H-64c, 2 H-6'gc, 10 (glc)OCHH, 8 (man)OCHH), 3.40-3.33 (m, 2H+MeOH, 2 H-5), 3.30-
3.25 (M, 4H, 2 H-3yc, 2 H-4yc), 3.14 (t, 4H, J = 7.0 Hz, 2 CH,NH), 3.02 (dd»t, 1H, J = 8.2
Hz, 2 H-2c), 1.98-1.84 (m, 16H, 8 OCH,CH,CH,0), 1.70-1.63 (m, 4H, 2 (C-14c)OCH,CH,),
1.57-1.38 (m, 12H, 2 (C-14)OCH,CH,CH,CH,CH,CH,NH) ppm;

3C-NMR (125.76 MHz, D,-MeOH, DEPT): d 105.9 (2 C-1gc), 102.8 (8 C-1ma), 87.2 (2
C-340), 84.9 (2 C-240), 80.5 (2 C-4y), 77.0 (2 C-54¢), 75.8 (8 C-5man), 73.8 (8 C-3ran), 73.4
(8 C-2nan), 72.8, 72.0, 71.9, 71.8 (2x), 70.5 (10 (glc)OCHy, 2 C-64c), 69.8 (3x), 69.7 (8 C-
Aran), 66.9, 66.8, 66.6 (2X) (8 (Man)OCHy), 63.1 (8 C-6nan), 42.2 (2 CH2NH), 32.9, 32.5 (2x),
32.5, 32.1, 32.0 (8 OCH,CH,CH,0, 2 (C-14c)OCH2CH,CH, CH,CH,CHoNH), 28.9, 28.2 (2
(C-14¢) CH2CH2CH;, CH,CH,CH,NH) ppm.
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(6-D-Biotinamido-hexyl)-2,3,4,6-tetra- HO_O
O-[3-(a-D-mannopyranosyloxy) "o §’
propyl]-b-b-glucopyranosid (4.16) : ot ‘LL o ) HS’;'FHFE#O
Methode A: Es werden 26 mg (0.022 ™ (i Oﬁo\/\/\/\,\‘mé HOH

mmol) 4.10 und 10 mg (0.023 mmol) g
Sulfosuccinimidylbiotin in 8 ml waRriger o/ \/ on 5@
NaHCOs-Losung (0.02M) gelost. Die Mo
Losung wird 5 h bei rt gertihrt, auf eine Biogel-P2-Saule gegossen und mit Wasser eluiert, um
4.16 als welil3es Lyophilisat zu isolieren.

Ausbeute: 31 mg (0.022 mmol; quant.)

Methode B: Es werden 33 mg (0.028 mmol) 4.10 und 12 mg (0.034 mmol) Succinimidyl-
biotin in 10 ml MeOH mit 12 mg (0.14 mmol) NaHCO3 12 h bel rt gertihrt. Zur Aufarbeitung
wird auf eine Sephadex LH-20 Sdule gegossen und mit Methanol eluiert, eingeengt, in
Wasser aufgenommen und gefriergetrocknet, um 4.16 als weif3es Lyophilisat zu isolieren.
Ausbeute: 39 mg (0.028 mmol; quant.)

[a]2' = +33.3(c=0.24, H.0);

MALDI-TOF: m/z = 1408.69 [M+Na]" (1385.62 ber. furr CsgH103N303,5);

'H NMR (500 MHz, D,0): d 4.78 (s, 4H, 4 H-1man), 4.53 (dd, 1H, SCH,CH), 4.36-4.32 (m,
2H, H-1g., SCHRCH), 3.89-3.64 (m, 28H, H-64c, 4 H-2man 4 H-3man, 4 H-6an, 4 H-6'ren, 4
(man)OCHH, 7 (glc)OCHH), 3.61-3.47 (m, 16H, H-6'gc, 4 H-5man, 4 H-4man, 4 (Man)OCHH, 3
(glc)OCHH), 3.41 (m, 1H, H-5¢¢), 3.32 (dd»t, 1H, J = 9.2 Hz, H-3y), 3.28-3.22 (m, 2H, H-
44¢, CH2SCHR), 3.10 (m, 2H, CH,NHCO), 3.03 (dd»t, 1H, J = 9.0 Hz, H-2y(), 2.92 (dd, 1H,
J=5.1Hz und 13.2 Hz, SCHHCH), 2.71 (d, 1H, J = 13.2 Hz, SCHHCH), 2.18 (t, 2H, J=7.2
Hz, NHCOCH), 1.94-1.81 (m, 8H, 4 OCH,CH,CH0), 1.70-1.49 (m, 6H, (C-1¢)OCH,CH,
NHCOCH,CH,CH,CH,), 145 (m, 2H, CH,CH,NHCO), 1.37-1.25 (m, 6H,
NHCOCH,CH,CH,CH,, (C-14)OCHCH,CH,CH>) ppm;

'H NMR (500 MHz, D4-MeOH): d 4.81, 4.81, 4.80, 4.79 (je d, 4H, J = 1.3 Hz, 4 H-1na), 4.54
(dd, 1H, J = 7.7 und 4.6 Hz, SCH,CH), 4.35 (dd, 1H, J = 7.9 und 4.4 Hz, SCHRCH), 4.30 (d,
1H, J = 7.9 Hz, H-1y), 3.99-3.83, 3.78-3.52 (M, 44H, H-64, 4 H-2yan, 4 H-3man, 4 H-6man, 4
H-6'man, 4 (Man)OCH_, 5 (glc)OCHa, H-6'gc, 4 H-5man, 4 H-4man), 3.37-3.32 (m, 6H+MeOH,
H-5qc), 3.31-3.18 (m, 5H, H-3y, H-44c, CH>SCHR, CH,NHCO), 3.03 (dd»t, 1H, J = 7.9 Hz,
H-24c), 2.97 (dd, 1H, J = 12.8 und 5.0 Hz, SCH,CH), 2.75 (d, 1H, J = 12.8 Hz, SCH,CH),
2.25(t, 2H, J = 7.3 Hz, NHCOCH,), 1.98-1.85 (m, 8H, 4 OCH,CH,CH0), 1.82-1.60 (6H, m,
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(C-14)OCH,CH,, NHCOCH,CH,CH,CH;), 1.55 (2H, m, CH,CH,NHCO), 1.51-1.38 (6H,
m, NHCOCH,CH,CH,CHa, (C-14¢) OCH,CH,CH,CH) ppm;

13C NMR (125.76 MHz, D,0): d 179.1 (CH,CONHCH), 167.9 (NHCONH), 105.0 (C-140),
102.4 (4 C-1pan), 86.4 (C-340), 84.2 (C-24), 80.5 (C-4g), 76.3 (C-54ic), 75.3 (4 C-5mer), 73.7,
733, 73.0, 72.8, 71.4, 70.8 (4 (9Ic)OCH,, (C-14)OCHa, C-640), 73.2 (4 C-3man), 72.7 (4 C-
2iman), 69.3 (4 C-dmar), 67.0 (2X), 69.9 (2X) (4 (Man)OCHy), 64.7 (SCHRCH), 63.5 (4 C-6rmar),
62.8 (SCH,CH), 58.0 (SCHRCH), 42.3 (SCH,CH), 41.8 (CH,NHCO), 38.1 (NHCOCH,),
32.1, 320, 317, 313, 31.3, 310, 305, 30.3 (4 OCH,CH,CH,O, CH,CH,NHCO,
NHCOCH,CH,CH,CH,) 28.4, 27.9, 27.6 ((C-14c) OCH,CH,CH,CH,) ppm.

6-(Fluoresceinyl-thioureido)-hexyl-

2,3,4,6-tetra-O-[3-(a-D-manno- "o %

pyranosyloxy) propyl]-b-p-gluco- Hot O\ o ) .
pyranosid (4.17) : " OJjo ~ OWEKNH
Es werden 37 mg (0.032 mmol) 4.10 in d Of

einer Losung von 100 mg Na,COz und 100 o o Eﬁm

mg NaHCO;3 in 2 ml Wasser gelost, mit 2 o

ml DMF und 145 mg 10 % Fuoresceinisothiocyanat (FITC) auf Celite versetzt und 1 d
geriihrt. Anschlief3end wird zentrifugiert und mit Wasser an Sephadex G-15 im Dunkeln
gereinigt, um 4.17 als salzhaltiges, instabiles und lichtempfindliches gelbes Lyophilisat zu
isolieren.

Ausbeute: 79 mg

MALDI-TOF: m/z = 1549.20 [M+H]", 1571.35 [M+Na]*, 1587.27 [M+K]" (1548.58 ber. fir
CooH100N20355);

'H-NMR (400 MHz, D,0): d 7.72-7.48 (m, 3H, arom. H), 7.29 (m, 2H, arom. H), 6.69 (m,
4H, arom. H), 4.94-4.70 (m, 4H+D,0, 4 H-1an), 4.07 (d, 1H, Ji2gc = 7.6 Hz, H-1g), 3.99-
3.35 (m, 50H, 4 H-2man, 4 H-6man, 5 (gIc)OCH,, 4 (man)OCH>, 4 H-3man, 4 H-4man, 4 H-5man, 4
H-6'man, H-6gc, H-6'ge, H-5gic, H-3gc, H-4gic, H-2gc, CHoNHCS), 1.95-1.78 (m, 8H, 4
OCH,CH,CH,0), 1.74-1.60 (m, 4H, (C-14c)OCH,CH,CH,CH,CH,CH,NH), 1.54-1.38 (m,
4H, (C-14)OCH,CH,CH,CH,CH,CH,NH) ppm.
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N-[5(6)-Carboxyfluoresceinyl]-6-
aminohexyl-2,3,4,6-tetra-O-[3-(a-D-
mannopyranosyloxy) propyl]-b-b-
glucopyranosid (4.18) :

Es werden 41 mg (0.035 mmal) 4.10, 18 mg
(0.038 mmol) 5(6)-Carboxy-fluorescein-N-
succinimidylester und 20 mg (0.24 mmol)

Natriumhydrogencarbonat 12 h in 8 ml Methanol im Dunkeln gertihrt. Zur Aufarbeitung wird
mit Methanol an Sephadex LH-20 gereinigt und eingeengt, um 4.18 als 2. Fraktion als
lichtempfindlichen, instabilen, gelb-roten Feststoff zu isolieren.

Ausbeute: 15 mg (0.010 mmol; 28 %)

MALDI-TOF-MS (Postiv-Modus): m/z = 1540.3 [M+Na]* (1517.6 ber. fiir CogHgoNO3s);
MALDI-TOF-MS (Negativ-Modus): m/z=1516.3 [M]" (1517.6 ber. fir CeoHggNOsg);
'H-NMR (400 MHz, D;0): d 8.58-7.68 (m, 3H, 3 arom. H), 7.64-7.25 (m, 2H, 2 arom. H),
6.76 (m, 4H, 4 arom. H), 5.00-4.76 (m, 4H+D,0, 4 H-1an), 4.21 (d, 1H, J129c = 8.1 Hz, H-
1), 4.09-3.24 (M, 49H, 4 H-2an, 4 H-6iman, 5 (gIc)OCH2, 4 (Man)OCH3, 4 H-3man, 4 H-4ian,
4 H-5man, 4 H-6'man, H-6gic, H-6'gic, H-5gic, H-3gic, H-4gic, CH2NH), 3.03 (dd»t, 1H, J = 8.6 Hz,
H-24), 2.08-1.34 (m, 16H, 4 OCH,CH,CH-0, (C-14c)OCH>CH,CH,CH>CH,CH,NH) ppm;
C-NMR (100.61 MHz, D,O, DEPT): d 134.0, 131.6, 130.9, 125.9 (Crioresceinyl), 106.5
(Ca, Aluoresceinyls Cs, Fluoresceinyt), 105.1 (C-1¢c), 102.4 (4 C-1inan), 86.6 (C-3yic), 84.2 (C-24c), 80.4
(C-4yc), 76.3 (C-5yic), 75.4 (4 C-5man),73.3 (4 C-3nan), 72.8 (4 C-2iman), 73.6, 72.9, 72.7, 71.5,
70.8 (2x) (5 (glc)OCH,, C-6c), 69.5-69.4 (4 C-4nan), 67.1 (4 (Man)OCHy), 63.6 (4 C-6man),
42.7 (CH2NH), 32.5-30.7 (4 OCH,CH>CH_0, (C-1¢c)OCH,CH,CH,CH,CH,CH,NH), 28.1,
27.4 ((C-14c) OCH,CH2CH,CH,CH,CH;NH) ppm.

6-[4-({[5-(dimethylamino)-1-naphthyl]
sulfonyl}amino)phenyl thioharnstoff]- %

hexyl-2,3,4,6-tetra-O-[3-(a-D-manno- Hoir S %

o]

Oo 2 O~~~y N
pyranosyloxy) propyl]-b-p-gluco- o~ fo "I ”@
pyranosid (4.20) : Hg% 0 o=$=0

. HO OH ) oH Oo
Es werden 23.7 mg (0.020 mmol) 4.10 mit 12 oH  OF oH
HO N

Me” “Me

mg (0.031 mmol) der Dansylkupplungs-
komponente  4-(5-Dimethylamino-naphthalin-1-sulfonylamino)-phenylisothiocyanat  (4-
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Dansylamino-phenylisothiocyanat) fur 36 h in 6 ml DMF gerdhrt und anschliefiend mit
Methanol an Sephadex LH-20 gereinigt, um 4.20 als gelbroten Sirup (3. Fraktion Riweon) =
0.45, Detektion UV 366 nm) zu isolieren.

Ausbeute: 15 mg (0.0097 mmol; 49 %)

'H-NMR (500 MHz, D»-MeOH): d 8.55, 8.25 (je m, je 1H, SO,CCHCHCH), 8.45 (m, 1H,
NMe,CCHCHCH), 7.65 (dd, 1H, J = 7.7 Hz, J = 8.8 Hz, NMe,CCHCHCH), 7.55 (dd, 1H, J
=7.3Hz, J=8.5Hz, SO,CCHCHCH), 7.30 (d, 1H, J = 7.5 Hz, NMe,CCHCHCH), 7.14, 7.03
(jem, je 2H, 2 NHCCHCH), 4.81, 4.80, 4.80, 4.78 (je d, 4H, J1 oman = 1.5 Hz, 4 H-1an), 4.30
(d, 1H, Jiogc = 7.8 Hz, H-1g(), 3.98-3.82 (M, 17H, 4 H-2, 4 H-6man, 5 (gIc)OCHH, 4
(man)OCHH), 3.79-3.52 (m, 29H, 4 H-31an, 4 H-4man, 4 H-5man, 4 H-6'an, H-6gic, H-6'gic, 5
(9Ic)OCHH, 4 (man)OCHH, CH,NHCS), 3.36-3.32 (m, 1H+MeOH, H-5yc), 3.31-3.25 (m,
2H, H-3yc, H-4gc), 3.02 (m, 1H, H-24c), 2.90 (m, 6H, N(CH3).), 1.97-1.85 (m, 8H, 4
OCH,CH,CH_0), 1.69-1.32 (m, 8H, (C-14c)OCH,CH,CH,CH,CH,CH,NH) ppm;

BC-NMR (125.76 MHz, DsMeOH, DEPT): d 132.8, 132.6 (SO,CCHCHCH), 130.5
(NMe,CCHCHCH), 127.8 (2 NHCCH), 125.4 (SO,CCHCHCH), 123.1 (2 NHCCH), 121.5
(NMeCCHCHCH), 117.7 (NMe;CCHCHCH), 105.9 (C-1g), 102.8 (4 C-1man), 87.2 (C-3y10),
84.9 (C-24c), 80.4 (C-4yc), 77.0 (C-54c), 75.8 (4 C-5man), 73.8 (4 C-3nan), 73.4 (4 C-2an),
72.8,72.0-71.8, 70.4 (5 (gIc)OCH_, C-64c), 69.8 (3x), 69.7 (4 C-4man), 66.8, 66.7, 66.5 (2x) (4
(man)OCHy,), 64.1 (4 C-6man), 47.0 (2 NCH3, CH2N), 32.9, 32.7 (2x), 32.1, 31.9, 31.2 (4
OCH,CH,CH0, (C-14c)OCH,CH,CH,CH,CH,), 28.8, 28.1 ((C-14c)OCH,CH2CH,CHy)
ppm.

N-(2-(4,5-Benzo-1'-ethyl-
3,3,3'3'-tetramethyl-1-(4-
sulfobutyl)-indodicarbo- HO
cyaninyl)-ethanoyl)-6- 1 HO
hexyl-2,3,4,6-tetra-O-[3-(a- o% o
D-mannopyranosyloxy)- o\ o m*‘
propyl]-b-D-glucopyrano-

sid (4.22) :

Es werden 9.0 mg (0.0078 mmol) 4.10 mit 6.0 mg (0.0083 mmol) des Indodicarbocyanin-

Aktivesters 4.21 fur 12 h mit 12 mg NaHCOs; in 6 ml DMF gerthrt und anschlief3end mit
Methanol an Sephadex LH-20 gereinigt, um 4.22 a s amorphen, blauen Feststoff zu isolieren.
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Ausbeute: 5.1 mg (0.0029 mmol; 37 %)

MALDI-TOF: m'z=1791.1 [M+Na]" (1767.8 ber. fiir CgsH120N3024S);

'H-NMR (500 MHz, D4-MeOH): d 8.38 (t, 1H, J = 13.2 Hz, C=CHCH=CHCH=CHC), 8.28
(d, 1H, J = 8.5 Hz, arom. H), 8.26 (t, 1H, J = 13.0 Hz, C=CHCH=CHCH=CHC), 8.06 (d, 1H,
J=8.8 Hz arom. H), 8.04 (d, 1H, J = 8.3 Hz, arom. H), 7.71-7.65 (m, 2H, arom. H), 7.53 (t,
1H, J=7.1 Hz, arom. H), 7.47 (s, 1H, arom. H), 7.38 (dd, 1H, J = 1.4 Hz, J = 8.3 Hz, arom.
H), 7.27 (d, 1H, J = 8.1 Hz, arom. H), 6.72 (t, 1H, 12.2 Hz, C=CHCH=CHCH=CHC),
6.46 (d, 1H, J = 139 Hz, C=CHCH=CHCH=CHC), 6.32 (d, 1H, J = 13.6 Hz,
C=CHCH=CHCH=CHC), 4.82-4.77 (m, 4H, 4 H-1an), 4.33 (M, 2H, NCH,CH,CH,CH,S05),
4.28 (d, 1H, J1 29 = 7.6 Hz, H-14c), 4.17 (m, 2H, NCH,CH3), 3.98-3.81 (M, 17H, 4 H-2an, 4
H-6man, 5 (9Ic)OCHH, 4 (man)OCHH), 3.80-3.50 (m, 29H, 4 H-3man, 4 H-4man, 4 H-5man, 4 H-
6'man, H-6gic, H-6'gic, 5 (gIc)OCHH, 4 (man)OCHH, CH,CONH), 3.36-3.32 (m, 1H+MeOH,
H-5qic), 3.31-3.21 (M, 4H, H-3y¢, H-4gc, CHzNHCO), 3.02 (m, 1H, H-24), 2.96 (t, 2H, J=7.0
Hz, CH,SOs), 2.14-2.00 (m, 10H, NCH,CH,CH,CH,SOs, N(CHzs),), 1.97-1.85(m, 8H, 4
OCH,CH,CH0), 1.78 (s, 6H, N(CHs),), 1.68-1.37 (m, 11H, (C-1g)OCH,CH,CH,CH,CH,,
NCH>CHj3) ppm;

3C-NMR (125.76 MHz, D,-MeOH, DEPT): d 156.1, 156.0 (C=CHCH=CHCH=CHC), 133.0,
132.3, 131.7, 129.9, 127.3, 125.4, 124.6 (arom. C), 128.1 (C=CHCH=CHCH=CHC), 113.5,
112.7 (2 C-Tingolring), 105.9 (C-1g¢), 105.7, 104.9 (C=CHCH=CHCH=CHC), 102.8 (4 C-1nan),
87.2 (C-3yc), 84.9 (C-2), 80.5 (C-4yc), 77.1 (C-5¢c), 75.8 (4 C-5man), 73.8 (4 C-3man), 73.4
(4 C-2yan), 72.8, 72.0-71.8 (4x), 70.5 (5 (9Ic)OCH,, C-6yc), 69.8 (3x), 69.7 (4 C-4man), 66.9,
66.8, 66.6 (2x) (4 (man)OCH,), 641 (4 C-6ma), 529 (CH,SOs), 46.2
(NCH,CH,CH,CH,S03), 44.8 (NHCOCH,), 41.8 (CH,NHCO), 41.1 (NCH,CH3), 32.9, 32.8,
32.7,32.1, 32.0, 31.6 ( (C-14c)OCH2CH,CH,CH,CH,CH2>NH, 4 OCH,CH,CH0), 29.2, 28.8
(2 N(CHa)p), 28.9, 28.1 ((C-14c)OCH,CH,CH,CHy), 28.7 (NCH2CH>), 24.7 (CH,CH,S03),
13.8 (NCH,CHz) ppm; *C-NMR (BB): d 173.6-175.3 (NHCO, 2 C-2indoring) ppm; "H-*C-
HMBC: d 51.5 und 53.5 (2 C-3indolring) PPM.
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HO
Ho_O.

N-Dodecanoyl-6-aminohexyl-

HO o

HO
2,3,4,6-tetra-O-[3-(a-D-manno- %

ranosylox ropyl]-b-b-gluco- "o
py y y) p py ] g HO K\\ /%O\/\/\/\NJ’W\
pyranosid (4.23) :

Nach AAV 10 zur Amidverknipfung Hg% ?
mit HATU werden 27 mg (0.023 ™ ‘or m

mmol) 4.10, 6.1 mg (0.03 mmol) "

Dodecansaure und 0.02 ml (0.12 mmol) DIPEA unter Argon in 5 ml trockenem DMF gel 6st
und bei 0°C mit 11.6 mg (0.03 mmol) HATU versetzt. Es wird 2 h bei 0°C und weitere 6 h
bei rt geriihrt. Zur Aufarbeitung wird der Ansatz mit Methanol an Sephadex LH-20 gereinigt,
um 4.23 als farblosen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 29 mg (0.022 mmol; 96 %)

[a]2 = +42.9 (c0.17, MeOH);

MALDI-TOF: m/z = 1364.7 [M+Na]* (1341.71 ber. fiir CeoH11:NO31);

'H-NMR (500 MHz, D,-MeOH): d 4.81, 4.80, 4.80, 4.78 (je d, 4H, J; onan = 1.5 Hz, 4 H-
Lman), 4.30 (d, 1H, Jioge = 7.7 Hz, H-1go), 3.98-3.82 (M, 17H, 4 H-2pa, 4 H-6en, 5
(gIc)OCHH, 4 (man)OCHH), 3.79-3.52 (m, 27H, 4 H-3man, 4 H-4man, 4 H-5man, 4 H-6'man, H-
Bgic, H-6'gic, 5 (gIC)OCHH, 4 (man)OCHH), 3.36-3.32 (m, 1H+MeOH, H-5yc), 3.31-3.25 (m,
2H, H-3y¢, H-44c), 3.20 (t, 2H, J = 7.0 Hz, CH,;NHCO), 3.02 (dd»t, 1H, Jya4c = 8.8 Hz, H-
24ic), 2.21 (t, 2H, J = 7.5 Hz, NHCOCHy), 1.97-1.86 (m, 8H, 4 OCH,CH,CH,0), 1.71-1.30
(m, 26H, (C-1gc)-OCH2CH,CH,CH,CHCHoNH, 18 Haipna, kete) 0.94 (t, 3H, J = 6.8 Hz,
CHs) ppm;

3C-NMR (125.76 MHz, D4-MeOH): d 177.5 (NHCO), 105.9 (C-14c), 102.8 (4 C-1yan), 87.2
(C-340), 84.9 (C-240), 80.4 (C-4y), 77.0 (C-54c), 75.8 (4 C-5man), 73.8 (4 C-3ran), 73.4 (4 C-
2man), 72.8, 72.0-71.8, 70.4 (5 (glc)OCH,, C-64c), 69.8 (3x), 69.7 (4 C-4ma), 66.8, 66.7, 66.5
(2X) (4 (man)OCH,), 64.1 (4 C-6nan), 41.6, 38.3, 34.2 (CH,CH,CONHCH,), 32.9, 32.7 (2X),
32.1-31.5 (9x) (4 OCH,CH,CH,0, (C-1gc) OCHoCHyCH2CH2CHLCHoNH, 6 Caipha, Kette),
29.0, 28.3, 28.1 ((C-14c) OCHoCHyCH2CHy, Caipher. kette)s 25.0 (Caiphat, Kette), 15.7 (CH3) ppm.
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N-(3a,7a,12a,Trihydroxy-5b- o

cholan-24-oyl)-6-aminohexyl-

o)

2,3,4,6-tetra-O-[3-(a-D-manno-

pyranosyloxy) propyl]-b-b-gluco- ir‘\ é@
OWN /  OH
BN |

pyranosid (4.24) : /.
Nach AAV 10 zur Amidverknipfun 02 o 0‘

g o :OO OH HO ) OH
mit HATU werden 34 mg (0.029 Son o]\

mmol) 4.10, 13.2 mg (0.032 mmoal)

Cholsaure und 0.02 ml (0.12 mmol) DIPEA unter Argon in 3 ml trockenem DMF gel6st und
bei 0°C mit 13 mg (0.034 mmol) HATU versetzt. Eswird 2 h bel 0°C und weitere 6 h bel rt
geruhrt. Zur Aufarbeitung wird der Ansatz mit Methanol an Sephadex LH-20 gereinigt, um
4.24 alsfarblosen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 39 mg (0.025 mmol; 86 %)

[a] = +43.3 (c 0.27, MeOH);

MALDI-TOF: mVz = 1572.8 [M+Na]* (1549.8 ber. fiir C7oH127NOzs):

'H-NMR (500 MHz, D,-MeOH): d 4.81, 4.81, 4.80, 4.78 (je d, 4H, Jioman = 1.3 Hz, 4
H-1man), 4.30 (d, 1H, Jiogc = 7.7 Hz, H-1gc), 3.97-3.82 (m, 19H, 4 H-2man, 4 H-6man, 5
(9lc)OCHH, 4 (man)OCHH, H-7¢holan, H-12¢h01an), 3.79-3.53 (M, 27H, 4 H-3man, 4 H-4man, 4
H-5mans 4 H-6'many H-6ge, H-6gic, 5 (gICYOCHH, 4 (man)OCHH), 3.42-3.28 (m, 2H + MeOH,
H-5gic, H-3cholan), 3.30-3.25 (M, 2H, H-3yc, H-44c), 3.20 (t, 2H, J = 7.0 Hz Hz, CH,NHCO),
3.03 (dd»t, 1H, J = 8.2 Hz, H-2yc), 2.34-2.06 (m, 4H, NHCOCH,, NHCOCH,, H-4cnoian,
H-9holan), 2.02-1.74 (m, 15H, 4 OCH,CH,CH,0, H-6¢noian, H-14choian, H-16choian, H-Lcholan,
H-15¢ho1an, H-17cholan, H-22cholan), 1.71-1.28 (m, 19H, (C-14c)OCHCHCHLCH,CH,CHoNH,
H-2cholan, H-4'cholan, H-6'cholan, H-8cholans H-11eholan, H-11'cholan, H-2'cholans H-Scnolan, H-16'cholan,
H-20cholan, H-22'cholan), 1.12 (M, 1H, H-15'choian), 1.06-0.95 (M, 4H, H-1'choian, 3 H-21choian),
0.95 (s, 3H, 3 H-19xn0ian), 0.71 (S, 3H, 3 H-18¢n0ian) PPM;

13C-NMR (125.76 MHz, D4-MeOH): d 178.0 (NHCO), 105.9 (C-1g¢), 102.8 (4 C-1nar), 87.2
(C-340), 849 (C-240), 80.4 (C-4gq), 77.0 (C-540), 758 (4 C-5man), 75.3 (C-12ehoian), 74.1
(C-3uroar), 73.8 (4 C3man), 734 (4 C-2ma), 72.8, 72.0-71.8 (4x), 705 (4 (glc)OCH,,
(C-14)OCH2, C-640), 70.2 (C-Tehotar), 698 (3X), 69.7 (4 C-dmay), 66.9, 66.8, 66.6 (2x) (4
(Man)OCH,), 64.1 (4 C-6ren), 49.2 (C-17eoian), 48.7 (C-13choiam), 44.4 (C-Bepoian), 44.2
(C-14cholan), 42.2 (C-8choian), 41.6 (CH2NHCO, C-4enoian), 38.1 (C-20choian) 37.7 (C-denolan), 37.1
(C-6¢holan, C-10choian) 35.4 (C-23cholan), 34.7 (C-22cho1an), 32.4 (C-2cholan), 30.8 (C-11chgian), 32.9,
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32.7,32.7, 32.1, 31.9, 31.7 ( (C-1¢) OCH,CH,CH,CH>CH,CH,NH, 4 OCH,CH,CH,0), 30.0
(C-16c01a), 29.0 (C-9chotar), 29.0, 28.2 ( (C-14¢)OCH,CH,CHCHy), 25.5 (C-15¢h0iar), 244
(C'lgcholan), 189 (C'210h0|an), 143 (C'18ch0|an) ppm

N-[3-(7-Isopropyl-1-methyl-azulen-4-yl)
propanoyl]-6-aminohexyl-2,3,4,6-tetra-O- v %
[3-(a-D-mannopyranosyloxy) propyl]-b-b- ;‘ \ & OO
glucopyranosid (4.26) :

Nach AAV 10 zur Amidverkntpfung mit HATU Hg% 0

werden 29 mg (0.025 mmol) 4.10, 7.5 mg (0.029 Mo e m

mmol) Azulenderivat 4.25 und 0.015 ml (0.09 "

mmol) DIPEA unter Argon in 5 ml trockenem DMF gel6st und bei 0°C mit 11.8 mg (0.03
mmol) HATU versetzt. Eswird 2 h bei 0°C und weitere 6 h bei rt gerthrt. Zur Aufarbeitung
wird der Ansatz mit Methanol an Sephadex LH-20 gereinigt, um 4.26 as blauen Sirup zu
isolieren.

Ausbeute: 32 mg (0.023 mmoal; 79 %)

MALDI-TOF: m/z= 1420.7 [M+Na]* (1397.68 ber. fir CesH107NOsy);

'H-NMR (500 MHz, D-MeOH): d 8.22 (d, 1H, J = 1.5 Hz, (Me,C)CCHCR,), 7.66 (d, 1H, J
= 3.5 Hz, C(CMe)CHCH), 7.50 (dd, 1H, J = 1.8 und 10.8 Hz, (Me,C)CCHCH), 7.37 (d, 1H, J
= 3.7 Hz, C(CMe)CHCH), 7.10 (d, 1H, J = 10.8 Hz, (Me,C)CCHCH), 4.81, 4.80, 4.80, 4.78
(jed, 4H, J1oman = 1.7 HZ, 4 H-1pan), 4.27 (d, 1H, J12gc = 7.9 Hz, H-14), 3.97-3.82 (m, 17H,
4 H-2man, 4 H-6man, 5 (gIC)OCHH, 4 (man)OCHH), 3.79-3.45 (m, 29H, 4 H-3man, 4 H-4man, 4
H-5man, 4 H-6'nan, H-6gic, H-6'gic, 5 (gIc)OCHH, 4 (man)OCHH, CH,CH,CONH), 3.32-3.21
(m, 3H, H-54¢, H-3yc, H-4gc), 3.14 (M, 3H, CH,NHCO, CHMe,), 3.00 (dd»t, 1H, J34c = 8.9
Hz, H-2y4c), 2.72-2.65 (m, 5H, CH,CONH, CCHs), 1.97-1.82 (m, 8H, 4 OCH,CH,CH0),
1.70-1.23 (m, 14H, (C-14)OCH,CH2>CH,CH,CH,CH,NH, 2 CH(CHs),) ppm;

BC-NMR (125.76 MHz, D,-MeOH): d 176.3 (NHCO), 149.2 (CCH,CH,CON), 142.4
(Me;CHC), 139.5, 139.0 (R,CCRp), 139.0 (C(CMe)CH), 137.3 ((Me,C)CCHCH), 135.1
((Me,C)CCHCRy), 127.6 (CMe), 126.6 ((Me,C)CCHCH), 114.6 (CHCHCMe), 105.9 (C-
140), 102.8 (4 C-Lnan), 87.1 (C-3yic), 84.9 (C-2yc), 80.4 (C-4yc), 77.0 (C-54c), 75.8 (4 C-5man),
73.8 (4 C-3man), 73.4 (4 C-2an), 72.8, 72.0-71.8 (4x), 70.4 (5 (gIc)OCHa, C-64c), 69.8 (3x),
69.7 (4 C-4man), 66.8, 66.7, 66.5 (2x) (4 (man)OCHy), 64.1 (4 C-6man), 41.6 (CONHCHy), 40.6
(CH(CH3),), 39.9 (CH,CONH), 36.4 (CH,CH,CONH), 32.9, 32.7, 32.7, 32.1, 319 (4
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OCH,CHCH.0, (C-146)OCH,CH,CH,CH,CH,CHoNH), 314 (CH,CHoNH), 28.8, 28.1
((C-146) OCH2CH2CH,CH,CH,CHoNH), 26.4 (CH(CHa),), 14.2 (CCH3) ppm.

3-[(2,3,4,6-Tetra-O-[3-(a-D-manno- oo
pyranosyloxy)-propyl]-b-p-gluco- o §
pyranosyl-hexylamin]-3-[1,2-di- HOHOO O\Oé& oj;/(o N
dodecanoyl-sn-glycero-3- P A i T st
phospho-ethanolamin]-3-cyclo- o% of Ojﬁo
buten-1,2-dion (4.28) : oo Dryer °

Es werden 12.5 mg (0.0105 mmol) 4.10
mit 0.0017 ml (0.016 mmol) Quadrat-
saurediethylester 12 h in 8 ml Methanol
geruihrt. Anschlief3end werden eine Losung von 9 mg (0.0155 mmol) 1,2-Di-dodecanoyl-sn-
glycero-3-phospho-ethanolamin 4.27 in 8 ml Dichlormethan/Methanol 4:1 und 0.3 ml DIPEA
zugegeben. Nachdem 1 d gerdhrt wurde, wird an Sephadex LH-20 (Laufmittel:
Dichlormethan/Methanol 1:1) gereinigt, um 4.28 als farblosen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 7.7 mg (0.0042 mmol; 40 %)

[a]2 =+ 33.5(c 0.06, MeOH);

MALDI-TOF (Negativ-Modus): m/z = 1815.8 [M] (1815.9 ber. fiir Ca;H144N2040P);

'H-NMR (500 MHz, D4-MeOH): d 5.25 (m, 1H, POCH,CH(OCOR)CH,(OCOR)), 4.81, 4.80,
4.79, 4.78 (je d, je 1H, J1 2man = 1.6 Hz, 4 H-14y), 4.47 (dd, 1H, J = 3.5 Hz und 12.0 Hz,
CHH(OCORY)), 4.30 (d, H, J12gc = 7.3 Hz, H-14c), 4.21 (dd, 1H, J = 12.0 Hz und 6.6 Hz,
CHH(OCOR)), 4.06-3.55 (m, 52H, 4 H-2man, 4 H-6man, 10 (gIc)OCHH, 8 (man)OCHH, 4 H-
3mans 4 H-4man, 4 H-5man, 4 H-6'1an, H-6gic, H-6'gic, NCH2CH,OP(O2)CH,, CHoNH), 3.30-3.33
(M, 3H, H-54¢, H-3gc, H-4gc), 3.03 (dd»t, 1H, J = 8.2 Hz, H-24¢), 2.26 (M, 4H, 2 CH,COy),
198-1.84 (m, 16H, 8 OCH,CH,CH;0), 1.70-145 (m, 12H, (2 CH)CH,CO,, C-
14c)OCH,CH,CHLCHLCHLCHoNH), 1.38-1.28 (m»s, 32H, Haiphat. ketten), 0.95 (t, 6H, J = 6.9
Hz, CH3) ppm;

BC-NMR (125.76 MHz, D4»-MeOH): d 185.1, 184.8, 170.7, 170.4 (4 Couadratsaure), 176.1, 175.8
(2 NHCOkgatsaren), 105.9 (C-14c), 102.8 (4 C-1ran), 87.2 (C-340), 85.0 (C-24c), 80.5 (C-4y0),
77.1 (C-54c), 75.8 (4 C-5man), 73.8 (4 C-3pan), 734 (4 C-2ma), 731 (d, Jpc = 8.3 Hz,
POCH,CH(OCOR)CH,(OCOR)), 72.8, 72.0-71.8 (4x), 70.5 (5 (glc)OCH>, C-6), 69.8 (3x),
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69.7 (4 C-dmar), 66.9, 66.8, 66.6 (2x) (4 (Man)OCH,), 67.5, 66.0 (CH,OP(O,)OCH,), 64.8
(POCH,CH(OCOR)CH»(OCOR)), 64.1 (4 C-6mar), 48.2, 465 (2 NHCH,), 36.3, 36.1 (2
CH,CH,CO,), 34.3 (CH,CH,CO;), 32.9, 32.8, 32.7, 32.1, 32.0-31.4 (14x) (4 OCH,CH,CH,0,
(C-141c) OCH2CHCHCH2CHa, 12 Caiphat, Ketie), 284, 28.1 ((C-14¢)OCH,CH,CH,CH), 27.2
(2X), 25.0 (2X) (4 Caiiprat ketie), 15.7 (2 CHg) ppm.
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10-(a-pD-Mannopyranosyl)-8- oh
0X0-4-thia-7-aza-decyl-2,3,4,6-

tetra-O-[10-(a-D-manno- o7 N
pyranosyl)-8-oxo-4-thia-7-aza- Hs

. HOHO_O " W\
decyl]-a-p-glucopyranosid N ! o

(511); T e L f
3) Q LonoH
Es werden 54 mg (0.057 mmol) 3- / O Sy °

(2-Aminoethylthio)-propyl-2,3,4,6- H

tetra-O-3-(2-aminoethylthio)- . ° HNSO
propyl-a-D-glucopyranosid  (1.04) o .

in 4 ml trockenen DMF gelést und o .:E .
mit 0.1 ml (0.58 mmol) DIPEA 1d on

geruihrt. Wahrenddessen werden 110 mg (0.44 mmol) 5.03 in 6 ml MeOH gel6st und nach
Zugabe von 4 ml Wasser bei 0°C mit 102 mg (2.4 mmol) LiOH-H,0 versetzt. Sobald die
Verseifung von 5.03 abgeschlossen ist, wird nach Zugabe von 20 ml Wasser bel 0°C mit 2M
Salzsdure neutralisert und gefriergetrocknet. Die gefriergetrocknete Saure wird in 4 ml DMF
gel0st zum Reaktionsansatz gegeben. Nach der Zugabe von 167 mg (0.44 mmol) HATU und
0.15 ml (0.88 mmol) DIPEA wird 36 h gerthrt. Zur Aufarbeitung wird mit Methanol an
Sephadex LH20 gereinigt, um 5.11 als farblosen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 82 mg (0.039 mmol; 68 %)

[a® = +22.0 (c = 1.42, MeOH);

MALDI-TOF : mvz = 1879.4 [M+Na] " (1855.8 ber. fir CzgH137N5036Ss);

'H-NMR (500 MHz, D,0): d 4.95 (d, 1H, J;» = 3.5 Hz, H-1y.), 3.93-3.48 (m, 49H, 5
(9lc)OCHg, H-3gic, H-54c, H-64c, H-6'gic, 5 H-Lman, 5 H-2man, 5 H-3man, 5 H-4man, 5 H-5man, 5
H-6man, 5 H-6'man), 3.43-3.35 (M, 10H+MeOH, SCH,CH:N), 3.31-3.25 (m, 2H, H-2, H-4),
2.75-2.64 (m, 20H, 5 (glc)OCH,CH,CH,SCH,), 2.45-2.29 (m, 10H, 5 (man)CH,CH,), 2.13-
2.01 (m, 5H, 5 (man)CHH), 2.00-1.80 (m, 15H, 5 (man)CHH, 5 (glc)OCH,CH>) ppm;
B3C-NMR (125.77 MHz, D,0): d 99.1 (C-14), 84.0 (C-34c), 83.0 (C-2yc), 80.4 (C-4y0), 78.7
(5 C-Lnan), 77.4 (5 C-5man), 74.0, 74.0 (5 C-2an, 5 C-3man), 72.9 (C-5¢ic), 73.5, 72.0 (2x), 71.9,
71.3, 68.5 (C-6gic, (gIc)OCHy), 70.7 (5 C-4man), 64.2 (5 C-6man), 41.5 (5 SCH2CH2N), 34.5 (5
(man)CH,CH), 33.3-33.2 (5 SCH,CH2N), 32.9, 32.5, 32.4, 32.0, 31.6 (5 (glc)OCH,CHy,),
30.7, 30.6-30.5 (5 (glc) OCH,CH,CH,S), 27.3 (5 (man)CH,) ppm.
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Tris-[N,N-di-(2-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-manno- °H/qu OHOH
pyranosyl)-ethyl]-2-aminoethyl]-amin (5.19) : Hgoﬁﬁ o/ Ton™"
Es werden 0.021 ml (0.14 mmol) Tris(2-aminoethyl) OH/% INI

amin und 360 mg (0.92 mmol) 502 3 h in 20 ml wNH
Dichlormethan gertihrt. Nach Zusatz von 196 mg (0.93 OH INHNO gou"
mmol) Natriumtriacetoxyborhydrid wird 5 d gerthrt. Am S °

zweiten und dritten Tag werden jeweils im Abstand von Ho (o Hg%

3 h weitere 176 mg (0.45 mmol) 5.02 und 96 mg (0.45 v o

mmol) Natriumtriacetoxyborhydrid zugegeben. Zur Aufarbeitung wird eingeengt, tiber Nacht
in 50 ml Methanol mit 10 ml Natriummethanolatldsung (hergestellt mit 80 mg Natrium auf 10
ml Methanol) gertihrt, eingeengt, in 5 ml Wasser aufgenommen dber Nacht gertihrt und an
Sephadex G15 gereinigt, um 5.19 als farbloses Lyophilisat zu isolieren.

Ausbeute: 101 mg (0.073 mmol; 52 %)

[a]> = +55.3 (c=0.42, H,0);

Anal. Ber. fir CsgH10oN4O36 7H,0 (1509.52): C, 42.97; H, 7.75; N, 3.71.

Gef.: C, 42.94; H, 7.52; N, 3.42;

MALDI-TOF: m/z = 1383.25 [M+H] " (1382.63 ber. fiir CssH102N4Os);

'H-NMR (400 MHz, D,0): d 4.73 (d, 6H, J;» = 1.0 Hz, 6 H-1), 3.82-3.73 (m, 18H, 6 H-2, 6
H-6, 6 NCH,CHHO), 3.66-3.44 (m, 30H, 6 H-3, 6 H-4, 6 H-5, 6 H-6', 6 NCH,CHHO), 2.96-
2.88 (bs, 12H, 6 NCH,CH,0), 2.88-2.76 (bs, 12H, 3 NCH,CH,N, 3 NCH,CH,N) ppm;
'H-13C-CcOSY: 3.81 (H-2), 3.77 (H-6), 3.64 (H-3), 3.59 (H-6), 3.50 (H-4), 3.47 (H-5) ppm;
3C-NMR (100.62 MHz, D,0): d 100.3 (6 C-1), 73.4 (6 C-5), 71.0 (6 C-3), 70.4 (6 C-2), 67.1
(6 C-4), 64.6 (6 ManOCH,CHN), 61.3 (6 C-6), 53.0 (6 manOCH,CH:N), 51.3, 50.6 (3
(NCH2CH3)3N) ppm.

AcO

'H-NMR (400 MHz, D,0): d 5.35 (dd, 1H, J,3 = 3.0 Hz, J34 = 9.7 Hz, H-  *°

3), 5.31-5.25 (m, 2H, H-2, H-4), 4.88 (d, 1H, J;», = 1.5 Hz, H-1), 4.27 (dd,

1H, Js6 = 5.6 Hz, Js ¢ = 12.2 Hz, H-6), 4.13 (dd, 1H, Js ¢ = 2.6 Hz, H-6"), 4.07 (ddd, 1H, H-5),
3.83-3.73 (m, 3H, OCHHCH,0H), 3.67 (m, 1H, OCHHCH,0H), 2.18, 2.11, 2.05, 2.00 (je s,
je 3H, 4 OAc) ppm;

NMR Daten furr das Nebenprodukt 5.15: g&
-0

OoH
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3C-NMR (100.62 MHz, D,0): d 170.7, 170.1, 170.0, 169.8 (4 OAc), 98.0 (C-1), 70.8
(OCH,CH,0H), 69.9, 69.4, 69.1, 66.5 (C-2, C-3, C-4, C-5) 62.9, 62.0 (C-6, OCH,CH,OH)
21.2,21.1 (3x) (4 OAC) ppm.

2-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-manno- ACOJ\\(@QC
pyranosylthioureido)ethyl-2,3,4,6-tetra-O- HN%NH
[-2-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D- A“g@; I ) 80
mannopyranosylthioureido)ethyl]-a-D- e HNTg Eﬁ&\ s
glucopyranosid (5.21) : HNLS HoowgkNH one
Es werden 18 mg (0.046 mmol) 2.03 in 7 ml Acég " T O gone
Dichlormethan gelést und tber 1 h langsam zu aco™ a0

einer siedenden Losung von 330 mg (0.85 o

mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosylisothiocyanat in 70 ml Dichlormethan
getropft. Es wird 4 h unter RUckflul3 gerthrt, eingeengt und an Kieselgel gereinigt
(Laufmittel: Essigester; Detektion: UV), um 5.21 als als amorphen gelblichen Feststoff zu
isolieren.

Ausbeute: 54 mg (0.023 mmol; 50 %)

MALDI-TOF : mz = 2341.4 [M+H]", 2363.4 [M+Na]* (2340.7 ber. fiir Co;H135N1005:S5);
[a]? =+ 45.7° (c = 1.7, Aceton);

'H-NMR (500 MHz, Dg-Aceton): d 8.30-8.00 (bs, 5H, 5 NH), 7.60-7.25 (bs, 5H, 5 NH), 6.10-
5.90 (bs, 5H, 5 H-1ma), 5.44-5.32, 5.32-5.20 (je m, 10H und 5H, 5 H-2man, 5 H-3man, 5 H-
4man), 5.02 (bs, 1H, H-1gc), 4.40-3.50 (M, 39H, H-3yc, H-54c, H-64c, H-6 gic, 5 H-5man, 5 H-
6man, 5 H-6"man, 5 OCH,CH2N), 3.40-3.27 (m, 2H, H-24c, H-4yc), 2.17-1.98 (60 H, m, 20
OAc) ppm;

3C-NMR (125.77 MHz, De-Aceton): d 184.7 (C=S), 171.0, 170.4, 170.3, 170.0 (20 OAC),
97.3 (C-14¢), 82.4 (C-3y), 80.9-80.7 (5 C-1man, C-24c), 78.4 (C-4yc), 71.5-69.1, 67.2-66.8 (5
C-2man, 5 C-3man, 5 C-4man, 5 C-5man, C-5¢ic, C-6gic, 5 OCHCH2N), 63.0 (5 C-61nan), 46.0, 45.8,
45.7, 45.5, 45.2 (5 OCH,CH2N), 20.8, 20.8, 20.7, 20.6 (20 OAC) ppm.
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Okta-0O-[3-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a- o Ac0”7
. . AC; OAc OAc
D-mannopyranosylthioureido)- Lone ﬁ«
o] HN

propyl]-a-D-trehalose (5.23) : " #NH ﬁm
OAc SR OAc
Es werden 35 mg (0.044 mmol) 2.19 in ACO%C ¢ ? Noac
P .

10 ml Dichlormethan geldst und Gber 1 h

NH
. N . (0] [e] ////
langsam zu einer siedenden Ldsung von Ihds 1 LN

260 mg (0.668 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O- J) \f O Y
acetyl-a-D-mannopyranosylisothiocyanat ACOACO g $ Aifo e
in 80 ml Dichlormethan getropft. Es wird A°°A°° heo one AC%

4 h unter Ruckflul gerihrt, eingeengt RO e

und an Kieselgel (Laufmittel: Essigester; Detektion: UV), sowie mit Methanol an Sephadex
LH-20 gereinigt, um 5.23 als als amorphen farblosen Feststoff zu isolieren.

Ausbeute: 72 mg (0.018 mmol; 41 %)

[a]” =+ 60.0° (c = 0.26, Aceton);

MALDI-TOF (CCA, Positiver-Linearer-Modus, nicht isotopenaufgel 0st):

mittlere m/z = 3939.3 [M+Na] " (3914.1 ber. furr C156H230N16083Ss);

'H-NMR (300 MHz, Dg-Aceton): d 8.45-8.05 (bs, 8H, 8 NH), 7.70-7.30 (bs, 8H, 8 NH), 6.20-
5.90 (bs, 8H, 8 H-1pan), 5.48-5.31, 5.30-5.13 (je m, 16H und 10H, 8 H-2man, 8 H-3man, 8 H-
4man, 2 H-1gc), 4.38-4.22, 4.18-3.48 (je m, 8H und 56H, 2 H-3yc, 2 H-5¢¢, 2 H-64¢, 2 H-6' g,
8 H-5man, 8 H-6man, 8 H-6" man, 8 OCH2,CH,CHN), 3.38-3.23 (m, 4H, 2 H-2yc, 2 H-4y), 2.09-
2.02 (96 H, m, 32 OAC), 1.96-1.87 (m, 16H, OCH,CH,CH,N) ppm;

BC-NMR (75.47 MHz, Dg-Aceton): d 183.7 (8 C=S), 170.1, 159.6, 169.3 (32 OAc), 92.6 (2
C-1g0), 81.4 (2 C-34c), 80.1 (2 C-24c) 79.9 (8 C-1ran), 78.0 (2 C-4yc), 71.4, 70.0, 69.6, 68.7,
68.4 (2 C-6yc, 8 OCH,CH2CH2N), 70.8 (2 C-5¢), 69.8, 69.3, 68.7-68.4, 66.4 (8 C-2man, 8 C-
3may 8 C-dman, 8 C-5man), 62.2 (8 C-6ma), 42.1 (8 OCH,CH,CH.N), 29.7-28.2 (8
OCH,CH,CH:N, Aceton), 20.0 (32 OAc) ppm;

3C-NMR (75.47 MHz, Dg-Aceton, gated decoupled): Je.q 1.1 = 165 Hz.
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Okta-O-[3-(a-D-mannopyranosyl- Ho "5

thioureido)-propyl]-a-D-trehalose oH —OH

(5.22) : ) . -
Nach AAV 9 fir die Deacetylierung/ Hoﬁ e NQL % ) NJZ >
HO. o)

Debenzoylierung unter Zemplén- yz 0 o/
Bedingungen werden 30 mg (0.077 mmol) I —ds % o«A
5.21 Uber Nacht in 20 ml Methanol mit 1 J)

ml 0.1 M methanolischer NaOMe L 6sung

(o]
bei 4°C geriihrt, wobei der entschiitzte Ho 3 $ %
OH

Glycocluster 5.22 ausfélt. Der Cluster

wird abfiltriert und mit wenig Methanol nachgewaschen, um 5.22 als amorphen weil3en
Feststoff zu isolieren.

Ausbeute: 17.2 mg (0.0067 mmol; 87 %)

[a], =+105.4° (c=0.20, H0);

MALDI-TOF (DHB): mittlere mVz = 2591.7 [M+Na] " (2568.9 ber. fiir Co:H165N160515%);
'H-NMR (300 MHz, D;0): d 5.29 (d, 1H, J; 2 = 2.8 Hz, 2 H-14), 4.03-3.97, 3.92-3.31 (je m,
8H, 92H, 8 H-1man, 8 H-2man, 8 H-3man, 8 H-4man, 8 H-5man, 8 H-6man, 8 H-6" man, 2 H-2y, 2 H-
3ger 2 H-4ge, 2 H-54c, 2 H-64c, 2 H-6ge, 8 OCH,CH,CH2N), 1.98-1.78 (m, 16H,
OCH,CH2CH2N) ppm;

B3C-NMR (75.47 MHz, D,0): d 184.9 (8 C=S), 95.2 (2 C-14c), 86.0 (8 C-1may), 84.3 (2 C-
3yc), 829 (2 C-24c) 814 (2 C-4yc), 77.2 (8 C-5man), 75.1, 73.0, 72.5-75.6 (2 C-6yc, 8
OCH2CH2CH2N), 74.1 (8 C-3man), 74.0 (2 C-5yc), 73.2 (8 C-2man), 70.5 (8 C-4nan), 64.5 (8 C-
Bman), 46.4-45.9 (8 OCH,CH,CH3N), 32.9-32.1 (8 OCH,CH,CH2N) ppm.

(4-Phthalimido-4-oxa-butyl) -2,3,4,6-tetra-O-(4- %o
phthalimido-4-oxa-butyl)-a-D-glucopyranosid o ° §
(5.27b) : :?

Es werden 185 mg (0.393 mmol) 3.01b, 1.19 g (4.54 O\ % %
mmol) Triphenylphoshin und 675 mg (4.14 mmol) N- éi& f °
Hydroxy-Phthalimid in 40 ml trockenen THF gel6st und g

mit 0.74 ml (4.76 mmol) DEAD versetzt. Die Ldsung

wird Uber Nacht gerihrt. Anschlief3end wird eingeengt, sowie an Kieselgel (Laufmittel:
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Essigester/Cyclohexan 3:1) und mit Aceton an Sephadex LH-20 gereinigt, um 5.27b as
farblosen Sirup zu isolieren.
Ausbeute: 346 mg (0.289 mmol; 74 %)

[a]2’ =-2.0° (c=0.70, Aceton);

MALDI-TOF: mz = 1218.4 [M+Na]* (1195.4 ber. fiir Cs;Hs7NsO51);

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): d 7.82-7.67 (m, 20H, arom. H), 4.40-4.25 (m, 11H, H-1, 5
PhthNOCH,), 4.24-3.65 (m, 12H, H-6, H-6', 5 (gIc)OCH,), 3.38-3.22 (m, 3H, H-5, H-3, H-4),
3.10 (dd»t, 1H, J = 8.0 Hz, H-2), 2.12-1.98 (m, 10H, OCH,CH,CH,0) ppm.

BC-NMR (75.47 MHz, CDCls): d 163.6 (CO), 134.3, 128.9, 123.4 (arom. C), 103.4 (C-1),
84.6 (C-3), 82.2 (C-2), 78.0 (C-4), 75.9 (2x), 75.8, 75.7, 75.6 (5 PhthNOCH,), 74.7 (C-5),
69.9, 69.5, 68.8 (2x), 67.7, 66.0 (C-6, 5 (gIc)OCH,), 29.4, 29.3, 29.2, 28.8 (2x) (5
(9lc)OCH,CH,CH0) ppm.

(3-Oxo-butyl)-a-D-mannopyranosid (5.30) : HO

Es werden 5.45 g (7.36 mmol) 3.02 in 6 ml trockenen Dichlormethan gel 6st wa
und mit 0.70 ml (6.93 mmol) 3-Methyl-3-buten-1-ol und 0.15 ml einer 5 %-igen TMSOTf-
Losung in Dichlormethan versetzt und 10 h gerthrt. Nachdem mit NaHCO; neutralisiert
wurde, wird an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: Cyclohexan/Essigester 4:1). Anschlief3end
wird das benzoylierte Mannosid in trockenen Methanol geldst und tiber Nacht mit 5 ml 0.02M
Natriummethanolatldsung gerdhrt. Zur Aufarbeitung wird mit Amberlite IR 120 neutralisiert,
filtriert, eingeengt und an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: Essigester/Methanol 9:1).

Das entschitzte Mannosid wird mit 1 g (11.9 mmol) Natriumhydrogencarbonat in 80 ml
Dichlormethan/Methanol 3:1 bel -78°C ozonisiert. Zur Aufarbeitung wird mit 2.0 g (7.6
mmol) Triphenylphosphin Uber Nacht gerthrt und an Kieselgel gereinigt (Laufmittel:
Dichlormethan/Methanol 7:1® 5:1), um 5.30 als farblosen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 855 mg (3.42 mmol; 47 %)

[a]” = +57.3° (c=0.73, MeOH);

MALDI-TOF: m/z=273.1 [M+Na]* (250.1 ber. furr C1gH1507);

'H-NMR (300 MHz, D&-MeOH): d 4.80 (d, 1H, Ji» = 1.6 Hz, H-1), 3.98-4.05 (dt, 1H, J =
10.2 und 6.0 Hz, OCHHCHy), 3.88 (dd, 1H, Js¢ = 11.8 Hz, Js55 = 2.3 Hz, H-6), 3.52-3.82 (m,
6H, H-2, H-3; H-4, H-5, H-6', OCHHCHy), 2.80 (t, 2H, J = 6Hz, OCH,CH,), 2.22 (s, 3H,
CHa) ppm;
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3C-NMR (75.47 MHz, D4-MeOH): d 211.0 (CO), 102.9 (C-1), 75.8, 73.7, 73.2 69.6 (C-2, C-
3, C-4, C-5), 64.9, 64.0 (C-6, OCH,CH,), 45.2 (OCH>CH,), 31.5 (CHs) ppm.

(Hept-4-oxa-6-enyl)-2,3,4,6-tetra-O-(hept-4-oxa-6-
enyl)-a-D-glucopyranosid (5.31) :

Es werden 471 mg (1.0 mmol) 3.01 in 50 ml trockenem NMP
suspendiert und mit 300 mg (7.5 mmol) NaH (60%-ige

o

O
O
o P
/\/ / O\/\/O\/\

(o}

O/\/\o/\/
(o]

Suspension in Paraffindl) versetzt. Nach der Zugabe von 0.6 ml
(7.2 mmol) Allylbromid wird tber Nacht gerthrt. Anschlief3end /ﬂ

werden erneut 0.2 ml (2.4 mmol) Allylbromid und 150 mg (3.8 mmol) NaH (60%-ige
Suspension in Paraffindl) zugegen, und es wird 4d be rt gerthrt. Zur Aufarbeitung wird
eingeengt. Das Rohprodukt wird an Kieselgel (Laufmittel: Cyclohexan/Essigester 2:1)
gereinigt, um 5.31 asfarblosen Sirup zu isolieren.

Ausbeute: 398 mg (0.59 mmol; 59 %)

[a]7 = +57.2° (c = 1.04, CH.Cl,);

MALDI-TOF: mz = 693.4 [M+Na]" (670.4 ber. fiir CasHgO11);

H-NMR (300 MHz, CDCl3): d 590 (m, 5H, 5 OCH,CHCH,), 525 (m, 5H, 5
OCH,CHCHH), 5.15 (m, 5H, 5 OCH,CHCHH), 4.88 (d, 1H, J;, = 3.4 Hz, H-1), 4.01-3.45
(m, 34H, H-3, H-5, H-6, H-6', 5 OCH,CH,CH,0, 5 OCH,CHCH,), 3.29 (dd»t, 1H, J = 9.5
Hz, H-4), 3.26 (dd, 1H, J,5 = 9.6 Hz, H-2), 1.78-1.98 (m, 10H, 5 OCH,CH,CH,0) ppm;
BC-NMR (7547 MHz, CDCly): d 135.0-1349 (5 OCH,CHCH,), 116.6-1165 (5
OCH,CHCH,), 96.7 (C-1), 815 (C-3), 80.6 (C-2), 77.7 (C-4), 71.8-71.7 (5 OCH,CHCH,),
70.1 (C-5), 70.2, 69.5, 69.3, 68.4, 67.9, 67.5, 67.2, 67.2, 67.0, 66.9, 64.7 (5 OCH,CHCH,O0,
C-6), 30.9, 30.7, 30.4, 30.0, 29.7 (5 OCH,CH,CH,0) ppm.

7-(Hydroxy-4-oxa-heptyl)-2,3,4,6-tetra-O-(7- oH
hydroxy-4-oxa-heptyl)-a-D-glucopyranosid (5.32) :
Nach AAV 2 zur Hydroborierung von Doppelbindungen \

werden 427 mg (0.64 mmol) 5.31 in 25 ml trockenem THF \O %
gelost, mit 14 ml (7.0 mmol) 9-BBN versetzt, und 1.5 h Howoﬂo Jj O O _~_OH
unter RUckflul erhitzt. Nach der Zerstbrung des Jj
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HydriduberschulRes mit etwas Eiswasser erfolgt die Oxidation bei 0°C durch die Zugabe von
7 m 3M wa¥iger NaOH und tropfenweiser Zugabe von 7 ml ener 30 %-igen
Wasserstoffperoxidldsung. Nachdem tber Nacht geriihrt wurde, wird die wéal¥rige Phase mit
KoCO; geséttigt, separiert und zweimal mit je 40 ml THF gewaschen. Die gesammelten
organischen Phasen werden eingeengt, tber MgSO, getrocknet und an Kieselgel gereinigt
(Laufmittel: Dichlormethan/Methanol 7:1® 6:1), um 5.32 als farblosen Sirup zu isolieren.
Ausbeute: 267 mg (0.35 mmol; 55 %)

[a]2 = +50.2° (c = 0.41, CH,Cl);

MALDI-TOF: m/z=783.6 [M+Na]* (760.5 ber. fir CssH72016);

'H-NMR (300 MHz, D4-MeOH): d 4.92 (s, 1H+H,0, H-1), 3.95-3.48 (m, 44H, H-3, H-5, H-
6, H-6', 5 OCH,CH,CH,OCH,CH,CH,0H), 3.31-3.22 (m, 2H, H-2, H-4), 1.98-1.76 (m, 20H,
OCH,CH2CH0) ppm;

3C-NMR (75.47 MHz, D;,-MeOH): d 99.0 (C-1), 84.1 (C-3), 83.0 (C-2), 80.4 (C-4), 72.9 (C-
5), 72.6, 72.0, 71.8, 70.6, 70.3, 70.1-70.0, 69.9, 69.8, 66.9 (C-6, 5 (glc)OCH,CH,CH,OCH,),
61.2 (5 OCH,CH,CH,OH), 34.9 (5 OCH,CH,CH,0OH), 33.1, 32.9, 32.7, 32.3, 320 (b
(glc)OCH,CH2CH20) ppm.

8-Phthalimido-4,8-dioxa-oktyl-2,3,4,6-
tetra-O-(8-phthalimido-4,8-dioxa-oktyl)-a- @\f
D-glucopyranosid (5.33) : o

Es werden 266 mg (0.350 mmol) 5.32, 1.07 g w\o

(4.08 mmol) Triphenylphoshin und 598 mg e

%

%
(3.67 mmol) N-Hydroxy-Phthalimid in 40 ml \ %
trockenen THF gelést und mit 0.63 ml (4.05 ° W JJ S @
mmol) DEAD versetzt. Die Lésung wird Uber &°
Nacht geriihrt. AnschlieRend wird eingeengt, O,
sowie an Kieselgel (Laufmittel: H
Essigester/Cyclohexan 4:1) und mit Aceton an Sephadex LH-20 gereinigt, um 5.33 als
farblosen Sirup zu isolieren.
Ausbeute: 452 mg (0.304 mmol; 87 %)
[a] = +21.9° (c = 1.28, Aceton);
MALDI-TOF: m/z=1508.6 [M+Na]" (1485.6 ber. fiir CzsHg;N5O2);
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'H-NMR (500 MHz, De-Aceton): d 7.88-7.75 (m, 20H, arom. H), 4.88 (d, 1H, J;» = 3.5 Hz,
H-1), 4.33-4.25 (m, 10H, 5 PhthNOCH,), 3.44-3.88 (m, 34H, H-3, H-5, H-6, H-6', 5
(glc)OCH,CH,CH,OCH,), 3.21-313 (m, 2H, H-2, H-3), 2.02-1.94 (m, 10H,
PhthNOCH,CH,CH,0), 1.88-1.75 (m, 10H, (glc)OCH,CH,CH>0) ppm.

3C-NMR (125.78 MHz, Dg-Aceton): d 164.1 (CO), 135.4, 130.0, 123.9 (30 arom. C), 97.3
(C-1), 825 (C-3), 81.6 (C-2), 78.9 (C-4), 76.2-76.1 (5 PhthNOCHy), 71.3 (C-5), 70.7, 70.4,
70.2, 68.8, 68.8, 68.5, 68.4, 68.4, 68.2, 68.0 (C-6, 4 (glc)OCH,CH,CH,0O, 5 (PhthNO)
OCH,CH,CH_0), 67.5-67.4 (5 PhthNOCHy), 65.2 ((C-14c)OCH,), 31.7, 31.5, 31.4, 31.0, 30.6
(5 (glc)OCH,CH,CH0), 30.6-29.4 (5 PhthNOCH,CH,CH,0, Aceton) ppm.

3-[3-({[3-a-D-mannopyrano- o
syloxy-1-methylprop- HO&@
yliden]Jamino}oxy)prop- Ozﬁ
oxy]propyl-2,3,4,6-tetra-O- v,
{3-[3-({[3-a-D-manno- Ho%o %

Ho N !
pyranosyloxy-1-methyl- NWOL\O % i
propyliden]amino}oxy) \oé% HO%OOHH
propoxy]propyl}-a-D-gluco- o S
pyranosid (5.35) : . OA%\N“OW - of e
Es werden 148 mg (0100 "™ . Ve
mmol) 5.33 in 40 ml trockenem " j "
THF gelést und mit 0.1 mi (2.1 %
mmol) Hydrazinhydrat versetzt. R

OH

Die Loésung wird 1h geruhrt, filtriert, eingeengt und im Olpumpenvakuum getrocknet.
Anschlief3end wird in 8 ml Methanol geldst und nach Zusatz von 150 mg (0.60 mmol) 5.30 1h
geriihrt. Nach der Reinigung mit Methanol an Sephadex LH-20 wird 5.35 als farbloser Sirup
isoliert.

Ausbeute: 112 mg (0.56 mmol; 56 %)

MALDI-TOF: m/z = 2019.3 [M+Na]" (1996.0 ber. fiir CgsH15/N5046);

'H-NMR (300 MHz, Ds-MeOH): d 5.00-4.85 (s, 1H+D,0, H-14), 4.82-4.79 (s, 5H, H-1ma),
4.20-4.06 (m, 10H, CH,CH,ON=C), 4.00-3.48 (m, 74H, H-3yc, H-5gc, H-6gc, H-6'gc, 5
(glc)OCH,CH,CH,OCH3, 5 (man)OCHa, 5 H-1man, 5 H-2man, 5 H-3man, 5 H-4man, 5 H-5man, 5
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H-6man, 5 H-6'man), 3.32-322 (m, 2H, H-24, H-4yc), 2.80-242 (m, 10H, 5
N=C(CH3)CH,CH,0O(man)), 2.05-1.80 (m, 35H, 10 OCH,CH,CH,0, 5 CH3) ppm;

3C-NMR (75.47 MHz, D;-MeOH): d 158.8-158.2 (5 C=N), 102.6-102.5 (5 C-1rna), 99.0 (C-
1g0), 84.1 (C-3yc), 83.0 (C-2yc), 80.4 (C-4yic), 75.9 (5 C-5man), 73.8-73.7 (5 C-3man), 73.3 (5
C-2man), 72.8 (C-5¢c), 72.5 (5 CH,CH,ON=C), 69.9-69.7 (5 OCH,CH,CH,0OCH>), 71.9, 71.8,
70.6, 70.3, 70.0 (C-64, 4 (9Ic)OCHy), 69.6-69.5 (5 C-4man), 67.0 ((C-14c)OCHy), 66.6 und
65.9 (5 (man)OCH,*), 64.0 (5 C-6may), 37.8 und 31.7 (5 E/Z 5N=C(CH3)CH,* 5
OCH,CH,CH,ON=C), 33.1, 32.9, 32.7, 32.2, 31.9 (5 (glc)OCH,CH,CH,0), 22.0 und 15.8 (5
E/Z N=C(CH3)CHz*) ppm.

* die Verbindung liegt as Isomerengemisch vor. Die N=C(CHz)CH, Kohlenstoffe der E- und
Z-1somere liegen bel 37.8 und 31.7 ppm, die Methylgruppen der E- und Z-1somere bei 22.0
und 15.8 ppm.
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N N
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N,N-Diisopropyl-ethylamin DBU
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i N
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Heteronuclear Multiple Bond Coherence, inverse H-C-NMR-
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Heteronuclear Multiple Quantum Coherence,

inverse *H-*C-NMR-K orrel ationsspektroskopie

High Performance Liquid Chromatography
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Informationsresourcen im World Wide Web

Trotz der Kurzlebigkeit vieler Links im Internet sollen hier einige Verweise in das
World Wide Web (WWW) gegeben werden:

die vorliegende Arbeit im pdf-Format findet man unter
http://www.chemie.uni-hamburg.de/bibliothek/diss2001.html

den Arbeitskreis Lindhorst findet man unter
http://scholle.oc.uni-kiel .de/lind/lindhome.htm

die beste Suchmaschine findet man unter

http://www.google.com

zur Literatur-Recherchen wurden u. a. genutzt

http://www.chemweb.com

http://www.bmn.com

http://pubs.acs.org/journal s/aoc/aoc_search.html

http://www.rsc.org/is/journa s/current/gjs.htm
http://www.wiley-vch.de/contentg/basic_key list.html

wobel enige Suchroutinen nur aus dem Computernetzwerk der Universitat

Hamburg, nicht aber aus dem Kieler Universitétsnetz zuganglich sind.

Moglichkeiten zur Chemikalien-Substruktur-Suche findet man unter
http://www.sigma-aldrich.com  und

http://www.acros.be

interessante Chemie-Portale zum WWW sind u.a
http://www.liv.ac.uk/Chemistry/Linkg/links.html  und
http://www.chemie.de/
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