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1. Einleitung

Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen spielen für die Zell-Adhäsion1-3 wie z. B. bei der

Leukocyten-Rekrutierung4, 5 und allgemein in der Zell-Zell-Kommunikation eine wichtige

Rolle. Die biologische Information, die in den verschiedenen räumlichen Anordnungen der

komplexen Oligosaccharid-Strukturen verschlüsselt ist, übersteigt bei weitem die Informa-

tionsvielfalt des linearen genetischen Codes basierend auf den Nucleotidbasen. Dement-

sprechend gewinnt das interdisziplinäre Feld der Glycobiologie und das Interesse am thera-

peutischen Potential von Kohlenhydratmimetika zunehmend an Bedeutung.6

Auch für die Adhäsion von Mikroben an ihre Wirtszellen spielen Kohlenhydrat-Protein-

Wechselwirkungen eine Rolle. Die Interaktion der auf der Zelloberfläche exprimierten

Kohlenhydratstrukturen mit mikrobiellen Lektinen ist eine Voraussetzung für die Infek-

tion. Somit ergibt sich die Möglichkeit, Infektionen durch Verhinderung des initialen Ad-

häsionsschritts einzudämmen. Um Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen therapeutisch

zu manipulieren, wäre ein detailliertes Wissen über die Spezifität der CRDs notwendig.

Gerade wegen der zunehmenden bakteriellen Multiresistenz gegenüber Antibiotika wird

die Entwicklung einer antiadhäsiven Medikamentenklasse attraktiv.

Als potente Saccharidvarianten wurden in letzter Zeit häufig multivalente Glycomimetika

entworfen, die oft erfolgreich als Inhibitoren in verschiedenen Adhäsionssystemen in vitro

eingesetzt werden konnten, wie z. B. zur Kontrolle der Leukocyten-Rekrutierung bei

krankhaften Entzündungsprozessen,7-10 als Antiadhäsiva11 in der Adhäsion von Influenza-

Viren12-16 oder Streptococcus suis mit IC50-Werten im nanomolaren Bereich17. Zum einen

handelt es sich dabei um Glycopolymere,18, 19 die durch Polymerisierung von glycosy-

lierten Monomeren oder durch Copolymerisation z. B. von modifizierten Sialosiden mit

Acrylamid12, 15 erhältlich sind. Andererseits finden Glycodendrimere20, 21 eine immer

breitere Anwendung als Kohlenhydratmimetika. Während Glycopolymere eine Molekular-

gewichtsverteilung aufweisen, sind Glycodendrimere monodispers. Nur wenn die Kohlen-

hydratepitope sterisch einheitlich und definiert präsentiert werden, läßt sich aus experimen-

tellen Meßdaten über Struktur-Wirkungsbeziehungen ein Bild der Bindungstasche

rekonstruieren.
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Diese Voraussetzung erfüllen z. B. auch sogenannte Glycocluster, die auf der Basis von

kleinen trifunktionellen nicht-Kohlenhydrat-Kernmolekülen synthetisiert werden. Diese

sind zudem relativ einfach zu synthetisieren verglichen mit Oligosacchariden und können

auch schneller durch Variation der Verknüpfungsart, der Spacer und der Aglycon-

Abschnitte für die in Frage kommenden Lektin-CRDs maßgeschneidert werden. In der

vorliegenden Arbeit wurden vornehmlich Cluster-Mannoside für die Inhibition der

Mannose-spezifischen Adhäsion von Escherichia coli-Bakterien synthetisiert. Die Testung

der inhibitorischen Potenzen dieser Verbindungen erfolgte in Zusammenarbeit mit dem

Forschungszentrum Borstel.

1.1. Bedeutung der  Kohlenhydrate in Glycokonjugaten

Funktionell äußerst bedeutsam sind Oligosaccharideinheiten in Glycoproteinen22, 2 und

Glycolipiden in ihrer Beteiligung bei den feinausgeklügelten Erkennungsvorgängen in und

zwischen Zellen.3 In Glycoproteinen ist der Oligosaccharidrest entweder N-glycosidisch

mit der Amidgruppe einer Asparagin-Seitenkette oder O-glycosidisch mit einem Serin-

oder Threonin-Rest verknüpft. Die in Zellmembranen vorkommenden Glycolipide setzen

sich aus Sphingosin und Oligosacchariden zusammen. Bei den komplexesten Glycolipiden,

den Gangliosiden, handelt es sich um Membranlipide mit Rezeptorfunktionen, welche

Sialinsäuren wie die N-Acetylneuraminsäure als charakteristischen saccharidischen

Baustein enthalten.

Die Saccharidanteile in Glycokonjugaten bilden auf der Zelloberfläche eine Schicht, die

Glycocalix genannt wird. Bei der Zell-Zell-Erkennung und der Zell-Matrix-Erkennung

spielt sie eine wichtige Rolle. Insbesondere die Adhäsion von Viren und Bakterien an

Zelloberflächen, die Zell-Zell-Kommunikation,3 die Zelldifferenzierung, Immunantwort,23

Zellwanderung, die Endocytose von Toxinen,24 Fertilisation, die Funktion der Oligo-

saccharide als Liganden für Enzyme25 und Lektine26 seien hier genannt. Gestörte Zell-

Zell-Erkennung aufgrund fehlerhafter Glycosylierung hat Krankheiten wie Zellentartung

und Tumormetastasierungen zur Folge. Demzufolge besteht ein großes Interesse an der

Entwicklung neuartiger Kohlenhydrat-basierender Modulatoren für Kohlenhydrat-Protein-

Wechselwirkungen. Diese lassen sich auch als Liganden für die Affinitätschromatographie

zur Lektin-Charakterisierung, zum zielgerichteten Transport von Medikamenten oder als

synthetische Impfstoffe einsetzen.27-29
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Die in vielen Oberflächenproteinen vorkommenden Oligosaccharidreste und die Mehrzahl

der sezernierten Proteine werden im rauhen endoplasmatischen Retikulum (RER) und im

Golgi-Apparat posttranslational aufgebaut. Die N-verknüpften Kohlenhydrate enthalten

alle eine einheitliche verzweigte Core-Struktur aus zwei N-Acetylglucosamin- und drei

Mannose-Resten. Zusätzlich zu dieser Core-Struktur werden zunächst noch sechs weitere

Mannose-Reste und drei terminale Glucose-Reste angefügt. Im cis-Kompartiment des

Golgi-Apparates werden die Oligosaccharide phosphoryliert oder der Mannose-reiche Typ

aufgebaut. Im mittleren Kompartiment werden bestimmte Monosaccharide durch Glycosi-

dasen wieder abgespalten und die Rumpf-Oligosaccharide von Glycosyltransferasen

wieder mit GlcNAc, Gal oder NeuAc glycosyliert, während im trans-Kompartiment die

Glycoproteine sortiert werden. Anschließend werden die Glycoproteine von Vesikeln zu

den Lysosomen oder in sekretorischen Vesikeln transportiert, mit denen sie in die extrazel-

luläre Matrix exocytiert werden.

Mannose-reicher Typ

Hybrid-Typ

biantennärer Komplex-Typ

triantennärer Komplex-Typ

tetraantennärer Komplex-Typ

α-Man-(1� 2)-α−Μan-(1

α-Man-(1
6)

6)

α-Man-(1
6)

6)α−Μan-(1

3)

6)

3)

β-Man-(1� 4)-β-GlcNAc-(1� 4)-β-GlcNAc-Asnα-Man-(1
3)

α-Man-(1� 2)-α-Man-(1� 2)-α-Man-(1
3)

β-Man-(1� 4)-β-GlcNAc-(1� 4)-β-GlcNAc-Asnα-Man-(1
3)

β-GlcNAc-(1� 2)-α-Man-(1

β-Man-(1� 4)-β-GlcNAc-(1	 4)-β-GlcNAc-Asn

β-GlcNAc-(1
 2)-α-Man-(1

β-GlcNAc-(1� 2)-α-Man-(1

�
�




�
�

�
�

�
�

6)

3)
β-Man-(1� 4)-β-GlcNAc-(1� 4)-β-GlcNAc-Asn         

α-Neu5Ac-(2� 6)-β-Gal-(1� 4)-β-GlcNAc-(1� 2)-α-Man-(1

α-Neu5Ac-(2� 6)-β-Gal-(1� 4)-β-GlcNAc-(1� 2)-α-Man-(1�
�

Abb. 1: Übersicht der Strukturen von N-verknüpften Glycoproteinen30, 31
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1.2. Prinzipien mikrobieller  Adhäsion - Lektine

Lektine kommen als Kohlenhydrat-bindende Proteine nicht-immunogenen Ursprungs im

Pflanzenreich und Tierreich vor. Tierische Lektine32, 33 werden in drei Hauptklassen, den

C-Typ (Ca2+-abhängig), P-Typ-Lektine und die Galectine (S-Typ, Thioltyp) eingeteilt. Sie

nehmen als Endocytose-einleitende Lektine, als Zelladhäsionsmoleküle (CAM), sezer-

nierte Proteine der extrazellulären Matrix und des Serums (z. B. MBPs im Serum der

Säuger) eine wichtige Stellung ein.

Mikrobielle Krankheitserreger34-36 besitzen mehrere Strategien, um die Barrieren der

Wirtsorganismen zu überwinden. Eine besteht in der festen Anheftung auf tierischen

Schleimhäuten des Atmungs-, Verdauungs- und Harnweg-Traktes. Adherierte Organismen

müssen den Scherkräften des niesenden, hustenden und peristaltischen Durchflußes stand-

halten und die kolonisierten Bakterien müssen der Immunantwort des Wirtes entgehen, um

nicht mit den Sekreten eliminiert zu werden. Die feste Adhäsion an Wirtsoberflächen34 ist

eine Voraussetzung für die Infektionsprozesse durch Bakterieneinfall. E. coli führen

normalerweise ein symbiotisches Verhältnis mit ihrem Wirt und verursachen keinen

Schaden. Pathogene E. coli-Stämme verursachen aber Durchfallerkrankungen, Pyeleo-

nephritis, Meningitis, Septicemia und Harnwegsinfektionen.37-39

Für die Adhäsion an ihre Wirtszellen verwenden Bakterien u. a. eigene Lektine. Bakterielle

Lektine40 werden am besten über serologische Identifizierung der Oberflächenantigene

klassifiziert,35, 41 eine einheitliche Einteilung aber fehlt. Ein Vorschlag, humanpathogene

E. coli-Stämme37 wie ETEC (enterotoxische E. coli), EIEC (enteroinvasive E. coli), EPEC

(enteropathogene E. coli) und EHEC (enterohämorhagische E. coli) in O (LPS)-, K (Kap-

selpolysaccharide)-, H (Flagellen)-, F (Fimbrien)-Typen zu unterteilen, stammt von Orskov

und Mitarbeitern.42 P (pyelonephritogenisch assoziierte Pili)-Fimbrien sind spezifisch für

Galabiose, Typ-1-Fimbrien für α-Mannoside, S-Typ-Fimbrien für die (NeuAcα2→3Gal)-

Einheit und Typ-2-Fimbrien für β-Galactoside. Fimbrien von E. coli werden auch aufgrund

ihrer Hämagglutinationsfähigkeit mit Erythrocyten in Mannose-sensitive (MS) und

Mannose-resistente (MR) unterschieden.

Typ-1-Fimbrien erhöhen im Wechselspiel mit anderen Lektinen die Virulenz von E. coli.38

Sie sind filiamentöse Anhängsel, die in der Außenmembran der Gram-negativen Entero-

bakterien verankert sind. Die Heterodimere bestehen hauptsächlich aus den sich wieder-

holenden FimA-Proteinuntereinheiten (98%)43, 44 und aus FimF-, FimG- und FimH-
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Domänen. Das 32 kDa FimH-Protein stellt die Lektindomäne mit α-D-Mannosid-Spezifität

dar45, 39 und kommt an den Enden sowie entlang der ganzen Fimbrie verteilt vor.46, 47

Diese sind typischerweise bis zu 10 µm lang und messen ca. 7 nm im Durchmesser. FimF

und FimG sind für die Integration der FimH-Domänen in die Fimbrie notwendig. Das

FimC-Protein dient vermutlich zum Transfer der fimbriellen Proteine zur Außenmembran,

FimD unterstützt wahrscheinlich die Polymerisation. Im Gencluster von E. coli regulieren

die fimB und fimE-Sequenzen die Transkription der fimA-, fimF-, fimG- und fimH-Struktur-

gene und können wahlweise an- oder abgeschaltet werden. Das 17 kDa FimA-Protein

besteht aus 158 Aminosäuren und polymerisiert zu einer rechtsdrehenden Helix. Im Ge-

gensatz zum fimA- ist das fimH-Gen bei den Enterobakterien hochkonserviert35, 48-50, 41

(Abb. 2).

Abb. 2: Typ-1-fimbriierte E. coli (links) mit Modellzeichnung einer helicalen Fimbrie (rechts)

Aus früheren Untersuchungen von Ofek und Sharon51-55 ist bekannt, das die Bindungs-

tasche der carbohydrate recognition domaine (CRD) auf der Oberfläche der Fimbrie die

ungefähre Größe eines Trisaccharides haben könnte, da Trisaccharide wie α-D-Man-

(1→3)-β-D-Man-(1→4)-D-GlcNAc einundzwanzigmal besser binden als Methyl-α-D-
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mannosid (MeMan). p-Nitrophenyl-α-D-mannosid ist ein besonders potenter Inhibitor und

bindet dreißigmal besser als MeMan, so daß die Existenz einer hydrophoben Bindungs-

region in oder nahe der Bindungstasche vermutet wird. Unter Berücksichtigung dieser

Befunde wird in dieser Arbeit versucht, potente Liganden für die Typ-1-fimbriale CRDs

als Cluster-α-Mannoside zu entwerfen und dabei das Wissen über die Bindungstasche von

Typ-1-Fimbrien möglichst zu detaillieren.

1.3. Prinzipien mikrobieller  Adhäsion- der  Multivalenzaspekt

Wechselwirkungen zwischen Lektinen und den komplementären oligoantennären Zellober-

flächensacchariden sind oft multivalent.56, 57 Entweder kommen mehrere CRDs verteilt auf

einem Lektin vor, wie die FimH-Domänen auf Typ-1-Fimbrien, oder viele monovalente

Lektine, wie z. B. im Fall der Selektine, kommen auf größeren Arealen der Zelloberfläche

vor. Als dritte Alternative sind Lektinoligomere an einer multivalenten Wechselwirkung

mit oligoantennären Zuckerliganden beteiligt, wie z. B. bei den Asialoglycoproteinrezep-

toren der Leber. Die schwachen singulären Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen,

deren Bindungskonstanten typischerweise im millimolaren Bereich liegen, werden

amplifiziert und führen so z. B. zu einer festen Anbindung eines Mikroorganismus an die

Wirtszelloberfläche.

Für die Adhäsion von Lymphocyten aus dem Blutkreislauf an die Endothelzellen der

Gefäßwand exprimieren letztere nach Aktivierung, z. B. nach einer Verletzung das E-

Selektin, welches an die Sialyl-Lex-Oligosaccharidstrukturen der Lymphocyten bindet und

diese abbremst. Das Rollen und der Übergang zur festen Adhäsion bis zur Diapedese der

Lymphocyten an den Ort der Entzündung wird in der frühen Phase u. a. durch eine Ver-

vielfältigung der bindenden verschiedenen E-, P- und L-Selektine gesteuert.58-60

Für einige Stoffwechselprozesse, wie z. B. das Entfernen desialisierter Glycoproteine aus

dem Blutkreislauf, ist die Regulation über multivalente Bindungen fein abgestimmt. Erst

bei hinreichender Anzahl freiliegender terminaler Galactose-Reste wird das Glycoprotein

durch Bindung an den Asialoglycoproteinrezeptor entfernt. In diesem Ligand-Rezeptor-

System wurden erstmals 1978 von Y. C. Lee kleine Cluster-Galactoside als Glycomi-

metika eingesetzt.61-64 Bei linearer Amplifizierung der Kohlenhydratepitope in den synthe-

tischen Clustern wurde eine exponentielle Steigerung der Bindungskonstanten festgestellt.

Lee interpretierte dieses Phänomen auf der Basis des trimeren Asialoglycoproteinrezeptors
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und prägte dafür den Begriff „Cluster-Effekt“ ,64 der heutzutage eher auf synthetische

Glycokonjugate angewendet wird statt auf einen Cluster kohlenhydratbindender Lektin-

domänen. Dieser Multivalenzeffekt kann unterschiedliche Ursachen haben, wie weiter

unten näher erläutert wird.

Abb. 3: Multistep-Kinetik einer formal zweistufigen Adhäsion von Mikroben an Wirtszell-
oberflächen

Für den Fall mikrobieller Adhäsion schematisiert Abbildung 3 die einzelnen Schritte des

gesamten als zwei- oder mehrstufig angenommenen Prozesses, welcher zu einer irrever-

siblen Bindung von Mikroben auf einer Wirtsoberfläche führt.36 Zunächst bindet ein Bak-

terium lose und reversibel an die Rezeptoren der Wirtsoberfläche (intermolekulare Wech-

selwirkung). Multiple komplementäre Adhäsin-Rezeptor-Interaktionen führen dann zur
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irreversiblen Bindung (intramolekulare Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung, k2>>k -2), eine

Kolonisierung mit anschließender Invasion erfolgt. Für den Grenzfall k -1>>k2 wird der

gesamte Adhäsionsprozess durch die Aktivierungsenergie der Bildung des irreversibel

adhärierten Bakteriums bestimmt. Günstige sterische Ligandenanordnungen im Zu-

sammenspiel mit multivalenten Effekten lassen k –2 dagegen sehr klein werden.

1.4. Syntheseziele und Konzept

Es wurde in dieser Arbeit ein Synthesekonzept verfolgt, welches auf der Basis des Multi-

valenzaspektes beruht, bei dem Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen wichtig sind.

Andererseits basiert das Synthesekonzept auf dem Glycomimetika-Ansatz, welcher die

vereinfachte Synthese von Oligosaccharid-ähnlichen Verbindungen zum Ziel hat.

Der Syntheseplan, der der folgenden Arbeit zugrunde liegt, beinhaltet die Verwendung ein-

facher trifunktioneller nicht-Kohlenhydrat-Moleküle als Kernverbindungen für die Syn-

these trivalenter Cluster-Glycoside mit besonderem Hinblick auf die Inhibition der Typ-1-

Fimbrien vermittelten Adhäsion von E. coli. Dabei sollen derartige trivalente Cluster-

Mannoside so synthetisiert werden, daß sie sich strukturell leicht und vielseitig variieren

lassen. Außerdem sollen sie mit einer Ankergruppe ausgestattet werden, welche die

Markierung der Verbindungen mit z. B. Biotin einerseits erlaubt und andererseits deren

Verwendung als „Dendrons“  für die Synthese von Kohlenhydrat-Dendrimeren prinzipiell

ermöglicht (Abb. 4).

Die verwendeten Core-Moleküle lösen sich in organischen (chemische Synthese) wie auch

wässrigen Lösungsmitteln (Hämagglutinationassays) und lassen sich effizient zu Amino-

bzw. Carboxyfunktionen derivatisieren. Sie erlauben (als building blocks) in einer 1→3

Verknüpfung auch die Synthese höherer Glycocluster mit potentieller Ankergruppe.
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Abb. 4: Allgemeines Syntheseschema

2. Synthese der  Core-Moleküle

Damit Glycomimetika als Lektinliganden wirksam sein können, müssen sie den natür-

lichen Vorbildern ähnlich sein. Oft ist der Verzicht auf komplizierte Strukturen möglich,

wenn die für die Erkennung wichtigen Zucker als Cluster präsentiert werden. Hohe Bin-

dungsaffinität sollte sich ohne Kenntnis der Lektinstrukturen am besten durch ein flexibles

und zudem einfaches Synthesekonzept erzielen lassen. Unter Verwendung einfacher Core-

Moleküle lassen sich z. B. durch die Wahl verschiedener Spacer und Verknüpfungsarten

schnell geeignete Glycocluster synthetisieren und variieren. Durch die Variation der

Spacer läßt sich die Flexibilität der Zuckerreste sowie eventuell deren optimale Entfer-
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nungen für die Bindung in den CRDs einstellen. Bei der Herstellung von Glycoclustern

können auch Synthesekonzepte verfolgt werden, die ohne Glycosylierungsschritte aus-

kommen. So läßt sich z. B. Peptidchemie einsetzen, die nicht für jeden individuellen

Zucker neu optimiert werden muß wie bei der Glycosylierung.

Zunächst werden Core-Moleküle benötigt, welche die gewünschten Funktionalitäten für

den Verknüpfungsschritt mit den Zuckerliganden tragen. Am geeignetsten erscheinen Ver-

bindungen wie Tris-(2-hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) sowie seine Derivate.65 Ins-

besondere die leicht zugänglichen Derivate der Michael-analogen Addukte von Nitro-

methan an Acrylsäure-tbutylester nach Newkome66 sind aufgrund ihrer funktionellen Viel-

falt attraktiv. Nach Abspaltung der tButylgruppen in 1 mit Ameisensäure ließen sich die

entstehenden Carboxyfunktionen in 2 mit BH3
� � � � 66 zum Triol 3 in insgesamt 68%iger

Ausbeute reduzieren (Abb. 5). Die Nitrogruppe in 3 kann als maskierte Aminofunktion

aufgefaßt werden.

3
ii

1  R = tBu

2  R = H

O2N

OH

OH

OH

O2N

OR

OR

O

O

O
OR

i iiiO

O
MeNO2    +    3

Abb. 5: Synthese der Core-Moleküle, Reaktionen, Bedingungen und Ausbeuten: i) Triton B,
70-80°C, DME, 74%; ii) HCO2H, 25°C, 92%; iii) BH3·THF, THF, 0→25°C, quant.

Ausgehend von TRIS (4) konnte auch Aminotris-(4-cyano-2-oxo-butyl)-methan (5) nach

Newkome67 in 62%iger Ausbeute hergestellt werden. Die zusätzlichen Etherbrücken in

diesem Core-Molekül wären wegen der besseren Löslichkeit in wässrigen Systemen

gegenüber 2 wünschenswert.



11

Nach Schützung der Aminofunktion konnte das Trinitril 6 jedoch nicht zur Tricarbonsäure

(7) hydrolysiert werden, da dabei auch die Etherfunktionen gespalten wurden (Abb. 6).

Eine Tricarbonsäure konnte im 13C-NMR anhand des vollständigen Verschwindens der

CN-Funktion (117.6 ppm) und Auftauchen der COOH-Gruppe (176.7 ppm) identifiziert

werden, nur fehlten die charakteristischen Signale der TFA-Gruppe (156.75, q, F3CCO,
2JC, F = 37 Hz und 115.28, q, F3C, 1JC, F = 289.0 Hz, ppm). Die basische Hydrolyse des

ungeschützen Trinitrils 5 mit Bariumhydroxid gelingt in drei Wochen im Multigramm-

Maßstab und nach Ansäuern mit Schwefelsäure kann das Hydrogensulfatsalz von 7 als

Rohprodukt erhalten werden. Im Rohprodukt ist die Trisäure 7 zu 30% enthalten, die

Reinigung gelang aber nicht. Wegen der schlechten Ausbeute und der schwierigen Hand-

habung von Aminotricarbonsäuren als hygroskopische Substanzen wurde Nitrotris-(2-

carboxyethyl)-methan (2) als Core-Molekül der Vorzug gegeben.

iii
4 7   R = HSO4

OH

OH

OH

H2N O

O

O

RHN

CN

CN

CN O

O

O

RHN

COOH

COOH

COOH

CN

i

5  R = H

6  R = F3CCO

ii a)

ii b)

Abb. 6: Darstellung hydrophiler trivalenter Core-Moleküle, Reaktionen, Bedingungen und
Ausbeuten: i) 6% wässr. NaOH, 6 : 3 H2O-Dioxan, Acrylnitril, 0°C→RT, 62%; ii a) (F3CCO)2,
NEt3, CH2Cl2, 0°C→RT, quant.; ii b) 1. wässr. Ba(OH)2, 70-80°C, 3 Wochen, 2. H2SO4, ca.
30% im Rohprodukt enthalten; iii) konz. HCl, 90°C, 4 h
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3. Synthese der  Donoren

Für die Verknüpfungen mit den verschiedenen nicht-Kohlenhydrat-Core-Molekülen

wurden einerseits klassische Glycosyldonoren, andererseits Amino- und Isothiocyanato-

funktionalisierte Glycoside synthetisiert.

3.1. Synthese der  Tr ichloracetimidate

Die Darstellung der acetylierten (Abb. 7) und benzylierten (Abb. 8) Trichloracetimidate

erfolgte nach literaturbekannten Methoden68-72 unter Verwendung von DBU als Base. Im

Falle des benzylierten Trichloracetimidates 15 wurde 2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-α-D-

mannose zur Optimierung der Ausbeute über das Allylmannosid 17 synthetisiert, welches

sich in über 20% höherer Ausbeute zur Tetra-O-benzyl-mannose 14 umsetzen läßt, als es

die Spaltung des Methylmannosids 13 erlaubt (Abb. 7). Die Allylgruppe in 17 konnte unter

Pd/C-Katalyse isomerisiert und entstehendes 2-Propenylmannosid hydrolytisch gespalten

werden.73

8
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O
OH

HO
HO

OH

OH

O
OAc

AcO
AcO
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O

NH

CCl3

11 9  R = Ac

10  R = H
ii

iiii

Abb. 7: Synthese acetylierter Donoren, Reaktionen, Bedingungen und Ausbeuten: i) Ac2O, abs.
Pyridin, RT, quant.; ii) H2NNH2, abs. DMF, RT, 79%; iii) Cl3CCN, DBU, abs. CH2Cl2, 98%
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Abb. 8: Synthese benzylierter Donoren, Reaktionen, Bedingungen und Ausbeuten: i) (a) NaH;
(b) BnBr, DMF, 93%; ii) 3 M H2SO4/HOAc, 3 h 85°C, 42%; iii) Cl3CCN, DBU, abs. CH2Cl2,
96%; iv) 0°C, 1 h, + D-Mannose; v) BnCl, 33%ig NaOH, TBAB, 3 h 55 °C, RT, 2 Stufen (iv +
v), 75%; vi) Pd/C, p-TsOH, 90% wässr. MeOH, 2 h 80°C, 65% unoptimiert

3.2. Synthese 6-funktionalisier ter  Mannoside

Zur Synthese der 6-funktionalisierten Methyl-Mannoside wurde die primäre Hydroxy-

gruppe von Methyl-α-D-mannosid (12) regioselektiv tosyliert. Die Tosylgruppe des

Methyl-6-tosyl-α-D-mannopyranosides (18) wurde nach Benzoylierung mit Natriumazid

nucleophil substituiert, um das 6-Desoxy-6-azido-mannosid 20 in quantitativer Ausbeute

zu erhalten. Seine katalytische Hydrierung führte ohne Benzoylgruppenwanderung zum 6-

Amin 21, das als „Mannosid-Donor“  in Peptidkupplungen eingesetzt werden kann. Weiter-

hin konnte das benzoylierte 6-Azid 20, welches bereits von Jacobsen beschrieben wurde,74

effizient mit CS2 und Triethylphosphit75 in das 6-Desoxy-6-isothiocyanato-mannosid 22

umgewandelt werden. Das analoge acetylgruppengeschützte 6-Desoxy-6-isothiocyanat 24

wurde nach einer Zemplén-Entschützung und anschließender Acetylierung aus dem Azid

20 erhalten. Alternativ konnte auch das ungeschützte Isothiocyanat 2776 aus dem 6-Azid

25 nach Hydrierung zum Amin 2677 und Umsetzung mit Thiophosgen76 gewonnen werden

(Abb. 9).
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Abb. 9: Synthese 6-funktionalisierter Methylmannoside, Reaktionen, Bedingungen und
Ausbeuten: i) TsCl, abs. Pyridin, 0°C→RT, 91%; ii) BzCl, DMAP, abs. Pyridin, 0°C→RT,
86%; iii) NaN3, abs. DMF, 80°C, 88%; iv) H2, Pd/C (10%), 1 : 1 Ethylacetat-EtOH, RT, 89%;
v) CS2, (EtO)3P, abs. Toluol, 80°C, 4 h, 92%; vi) (a) NaOMe, MeOH; (b) Ac2O, Pyridin., RT,
90%; vii) CS2, (EtO)3P, abs. Toluol, 80°C, 6 h, 87%; viii) NaN3, abs. DMF, 80°C, quant.;
ix) H2, Pd/C (10%ig), 1 : 1 Ethylacetat-EtOH, 84%; x) Cl2C(S), 4 : 1 EtOH-H2O, DIPEA, RT,
96%
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Die 6-Desoxy-6-isothiocyanato-mannoside 22, 24 und 27 können als Donoren in der

Synthese thioharnstoffverbrückter Cluster-Mannoside eingesetzt werden. Mittels der IR-

(ν(N3) bei 2104 cm-1, ν(NCS) bei 2114 cm-1) und der 13C-NMR-Spektroskopie (NCS-

Kohlenstoff bei δ 134.4 ppm) kann die Bildung der NCS-Derivate einfach verfolgt werden.

Um den Einfluß bzw. den Beitrag des Aglycons zur inhibitorischen Potenz einer Verbin-

dung zu bestimmen und auszunutzen, wurden die zu 26 und 27 analogen p-Nitrophenyl-α-

D-mannopyranosid-Derivate synthetisiert. Analog der Reaktionssequenz zum unge-

schützten Isothiocyanat 27 wurde p-Nitrophenyl-mannosid (28) selektiv an der 6-Position

zu 29 tosyliert, die nucleophile Substitution der Tosylgruppe mit Natriumazid ergab das

Azid 30. Durch Umsetzung mit Triethylphosphit und CS2 wurde das ungeschützte p-

Nitrophenyl-6-desoxy-6-isothiocyanato-α-D-mannosid (30) in hoher Ausbeute erhalten.

Für die chemoselektive Reduktion von 30 zu 32 wurde die Staudinger-Reaktion verwendet.

Die Staudinger-Reduktion78-80 von Aziden mit Triphenylphosphin verläuft über die

Bildung eines Phosphazides. Dieses extrudiert N2 unter Bildung eines relativ stabilen

Triphenylphosphinimines, welches zum Amin und Triphenylphosphinoxid hydrolysiert.

Bei der Synthese des p-Nitrophenyl-6-amino-6-desoxy-α-D-mannopyranosides (32) in

4 : 1 THF-H2O bei 45°C wurde anfänglich nur das Phosphinimin gebildet, welches sich

auch nach langen Reaktionszeiten und erhöhter Temperatur nicht zur 6-Aminoverbindung

hydrolysieren ließ. Erst bei der Flashchromatographie an Kieselgel konnte überraschen-

derweise 32 in über 90% Ausbeute isoliert werden. Wiederholte Synthesen, diesmal unter

Zusatz von Kieselgel zum Reaktionsansatz, ergaben das 6-Amin 32 in fast quantitativer

Ausbeute (Abb. 10).
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Abb. 10: Synthese von 6-modifizierten pNP-Mannosiden, Reaktionen, Bedingungen und
Ausbeuten: i) TsCl, abs. Pyridin, 0°C→RT, 57%; ii) NaN3, abs. DMF, 80°C, 91%; iii) CS2,
(EtO)3P, DME, 80°C, 6 h, 76%; iv) Ph3P, 4 : 1 THF-H2O, 45°C, 98%

3.3. p-Substituier te Benzylmannoside

Bindungsstudien mit α-Mannosiden, die ein aromatisches Aglycon enthalten, u. a. mit

unterschiedlich substituierten Phenylmannosiden, ergaben durchweg gute Bindungs-

konstanten.54 Für die postulierte hydrophobe Bindungsregion in oder nahe der CRD auf

Typ-1-fimbriierten E. coli wurden deshalb weitere p-substituierte Aryl-α-D-mannoside

synthetisiert, wobei der Aryl-p-Substituent variiert und sein Einfluß auf das Inhibitions-

verhalten der jeweiligen Verbindung ermittelt werden sollte.

Durch Mannosylierung von p-Nitrobenzylalkohol mit dem acetylierten Trichloracetimidat

11 zum Mannosid 33 und anschließender Deacetylierung wurde p-Nitrobenzyl-α-D-

mannopyranosid (34) in insgesamt 86%iger Ausbeute dargestellt. Analog ließ sich p-

Methoxy-carbonyl-benzylalkohol mit dem acetylierten Donor 11 zu 35 mannosylieren. In

beiden Fällen kann bei der Mannosylierung durch TMS-OTf-Katalyse und Rühren bei RT

über Nacht die Bildung von Orthoesterstrukturen vollständig vermieden werden. Eine

vorsichtige Zemplén-Entschützung ergab das Benzylmannosid 36 mit intaktem p-Me-
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thoxycarbonyl-Substituenten. Die vollständige Entschützung des Methylesters 36 mit

NaOMe in MeOH-Wasser lieferte die freie Säure 37 (Abb. 11).
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+
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Abb. 11: Darstellung von Benzylmannosiden, Reaktionen, Bedingungen und Ausbeuten:
i) TMS-OTf, N2, abs. Acetonitril, 90%; ii) NaOMe, MeOH, 95%; iii) TMS-OTf, abs. CH2Cl2,
4 Å, N2, 89%; iv) NaOMe, MeOH, 71%; v) NaOMe, 3 : 1 MeOH-H2O, 94%

Die chemische Natur des p-Substituenten wirkt sich auf die chemische Verschiebung der

m-Arylprotonen im 1H-NMR-Spektrum aus. Mit R = -NO2, -CO2CH3, -CO2H in den sub-

stituierten Benzylmannosiden 34, 36 und 37 fällt sie in der angegebenen Reihenfolge von

8.25 über 8.04 auf 7.83 ppm. Mit R = α-Mannosyloxymethyl in 72 (siehe unten) ist sie an

niedrigsten und beträgt 7.28 ppm.81 Die Darstellung der Inihibitoreigenschaften dieser

Verbindungen folgt weiter unten.

3.4. Aliphatische Spacer-Mannoside

Mit Hilfe von spacervariierten Mannosiden als Glycosyl-Donorbausteinen können eine

Vielzahl von Glycoclustern dargestellt werden. Als Verknüpfungsreaktion mit den oligo-

valenten Coremolekülen bietet sich die Peptidkupplung an, für die bereits viele gute
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Synthesemethoden etabliert sind.82 Mit aminoterminierten Spacermannosiden lassen sich

schnell kleine Glycocluster aufbauen, die sich eventuell in einer konvergenten Synthese zu

größeren Clustern bzw. dendritischen Verbindungen vergrößern ließen.

Ausgehend vom acetylierten Trichloracetimidat 11 ließ sich 2-Bromethanol zu 39

mannosylieren, die nucleophile Substitution mit NaN3 in DMF ergab das Azid 40. Die

Deacetylierung nach Zemplén zu 41 und die nachfolgende katalytische Hydrierung

lieferten das ungeschützte Amin 42 in insgesamt 92% Ausbeute. Dieser Weg ist mit

höheren Ausbeuten möglich als die Mannosylierung von 2-Chlorethanol83 oder die

Bromidsubstitution unter PTC-Bedingungen84, 85 (Abb. 12).
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39  R = Br

40  R = N3

ii

iii
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iv

Abb. 12: Darstellung von 2-Aminoethyl-α-D-mannopyranosid (42), Reaktionen, Bedingungen
und Ausbeuten: i) BF3⋅Et2O, abs. CH2Cl2, 2 h RT, 96%; ii) NaN3, abs. DMF, 60°C, 98%;
iii) NaOMe, MeOH, quant.; iv) H2, Pd/C (10%), 1 : 1 Ethylacetat-EtOH, 98%

Mit 2-(2-Chlorethoxy)-ethanol (43) und 2-[2-(2-Chlorethoxy)-ethoxy]-ethanol (48) stehen

zwei weitere Spaceralkohole für die gleiche Reaktionssequenz zur Verfügung. Deren

Mannosylierung unter Lewissäure-Katalyse zu den Spacerglycosiden 44 und 49, die

nucleophile Substitution mit Natriumazid zu 45 und 50 und die anschließende Ent-

schützung ergaben die aminoterminierten Spacer-Mannoside in insgesamt 82% (47) bzw.

84%iger (52) Ausbeute (Abb. 13, Abb. 14).



19

43

O
RO

O

R’O

R’O

R’O
OR’

O
ClHO+

AcO

AcO

AcO

O

O CCl3

NH

OAc

11

i

44  R = Cl, R’ = Ac

45  R = N3; R’ = Ac

46  R = N3, R’ = H

47  R = NH2, R’ = H

ii

iii

iv

Abb. 13: Darstellung von 2-(2-Aminoethoxy)-ethyl-α-D-mannopyranosid (47), Reaktionen,
Bedingungen und Ausbeuten: i) TMS-OTF, abs. CH2Cl2, 84%; ii) NaN3, abs. DMF, 50°C,
quant.; iii) NaOMe, MeOH, 99%; iv) H2, Pd/C (10%), 1 : 1 Ethylacetat-EtOH, 98%
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Abb. 14: Darstellung von 2-[2-(2-Aminoethoxy)-ethoxy]-ethyl-α-D-mannopyranosid (52),
Reaktionen, Bedingungen und Ausbeuten: i) TMS-OTF, abs. CH2Cl2, 89%; ii) NaN3, abs.
DMF, 50°C, 99%; iii) NaOMe, MeOH, 97%; iv) H2, Pd/C (10%), 1 : 1 Ethylacetat-EtOH,
98%

3.5. p-substituier te Phenyl-β-D-chitobiosid- und GalNAc-Der ivate

Ziel der Synthese p-substituierter Phenyl-β-D-chitobiosid- und GalNAc-Derivate ist deren

Anwendungsmöglichkeit als hochaffine Liganden für den Hauptaktivierungsrezeptor

natürlicher Killerzellen von Ratten, dem NKR-P1A-Protein. Ein schneller Zugang zu

geclusterten Chitobiosyl- und GalNAc-Derivaten ist über die Synthese von p-Isothio-
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cyanatophenyl-Sacchariden möglich, welche in hoher Ausbeute mit multifunktionellen

Aminen reagieren. Viele p-Nitrophenyl-modifizierte Zucker sind bereits kommerziell

erhältlich oder im Labor gut darstellbar.86 Die einfache katalytische Hydrierung der pNP-

zur p-Aminophenyl-Gruppe und deren Umwandlung in die p-NCS-Funktion eröffnet den

Weg zur Darstellung thioharnstoffverknüpfter Glycocluster und Glycodendrimere.87 Die

Verbrückungsreaktion ist weitgehend unabhängig von der chemischen Natur des Zuckers

und gelingt normalerweise in hohen Ausbeuten.

Durch Horton-Chlorierung88 von N-Acetamido-glucosamin (53) wurde das acetylierte

Chlorid 54 gebildet, welches in einer phasentransferkatalysierten Reaktion mit p-Nitro-

phenol zum Glycosid 5589 umgesetzt wurde. Die Entschützung mit Triethylamin ergab p-

Nitrophenyl-β-N-acetylglucosamin (56) in guter Ausbeute.90, 86 Da die analoge chemische

Synthese von p-Nitrophenyl-chitobiosid nur mit schlechten Ausbeuten möglich und mit

diversen Schwierigkeiten verbunden ist, wurde das gewünschte Produkt in einer Trans-

glycosylierungsreaktion mit β-N-Acetylhexosaminidase von Aspergillus oryzae enzyma-

tisch im präparativen Maßstab dargestellt.91 Der Vorteil der enzymatischen Darstellung92

liegt in der regioselektiven β(1→4)-Verknüpfung von p-Nitrophenyl-β-N-acetylglucos-

amin in einer kinetisch kontrollierten Transglycosylierung, in der 56 sowohl als Donor wie

auch als Akzeptor fungiert. Die Verwendung von 20% (v/v) Acetonitril erhöht die Lös-

lichkeit von 56, ohne die Enzymaktivität zu verschlechtern, und der Zusatz von (NH4)2SO4

(60 g/l) zum Reaktionsansatz stabilisiert die Hexosaminidase.93 Bei der Aufarbeitung

wurden p-Nitrophenyl-haltige Saccharide in einer Festphasenextraktion an Amberlite

XAD-4 mit Methanol eluiert und an Sephadex LH-20 (4 : 1 MeOH-H2O) gelpermeations-

chromatographisch voneinander getrennt. Unter optimierten Reaktionsbedingungen wurde

p-Nitrophenylchitobiosid (57) in 22%iger Ausbeute (bezogen auf umgesetztes 56) erhalten,

das β(1→6)-Regioisomer konnte vom Produkt 57 abgetrennt und nicht-umgesetztes Edukt

56 zurückgewonnen werden (Abb. 15). Dieses Verfahren ist auch in Multigramm-Maßstab

anwendbar.
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Abb. 15: Darstellung von pNP-Chitobiosid-Derivaten über die Transglycosylierung mit
β-N-Acetylhexosaminidase von A. oryzae, Reaktionen, Bedingungen und Ausbeuten: i) AcCl,
RT, 82%; ii) PTC: p-Nitrophenol, TBAS, 1 M NaOH/CH2Cl2, 72%; iii) 1 : 8 : 1 Et3N-MeOH-
H2O, RT, 91%; iv) (NH4)2SO4, McIlvaine Puffer (0.05 M, pH 5.5), Acetonitril, 37°C,
β-N-Acetylhexosaminidase von A. oryzae (20 U), 2 h, 22.2%; v) H2, Pd/C (10%), abs. MeOH,
98%; vi) Cl2C(S), 3 : 1 MeOH-H2O, DIPEA, RT, 62%

Die katalytische Hydrierung von 57 zur p-Amino-Verbindung 58 verläuft glatt in 30 Minu-

ten bei RT. Bei der Umwandlung der Amino- in die Isothiocyanato-Funktion wird aller-

dings neben dem erwünschten p-NCS-Derivat 59 zunächst auch das Dimer 60 erhalten. Es

scheint, als ob die normalerweise sehr schnell ablaufende Reaktion mit Thiophosgen in

basischer Lösung beim Chitobiosid-Derivat 58 so langsam abläuft, daß die entstehende



22 Synthese der Donoren

p-NCS-funktionalisierte Verbindung 59 noch mit dem Amin 58 unter intermolekularer

Thioharnstoffverbrückung zum Dimer 60 reagieren kann. Einen Ausweg bildet die Durch-

führung der Reaktion in stark verdünnter Lösung bei langsamer Aminzugabe.

Die NMR-Interpretation, insbesondere die chemischen Verschiebungen der phenylischen

Protonen im 1H-NMR δ = 7.50, 7.04 (2 d, je 2 H, Ph, J = 8.1 Hz) für das p-NCS Derivat 59

und δ = 7.75, 7.29 (2 d, je 2 H, Ph, J = 8.1 Hz) für das Dimer 60 und das Verschwinden

des NCS-Signals bei δ = 133.6 ppm sowie das Auftauchen des (NHC(S)NH)-Signals im
13C-NMR, bestätigen die Strukturen 59 und 60. Mit Hilfe der MALDI-TOF-MS kann für

m/z = 558.3 (M++H, berechnet für C23H32O11N3S 558.2), 580.2 (M++Na, berechnet für

C23H31O11N3SNa 580.2) und 596.3 (M++K, berechnet für C23H31O11N3SK 596.1) die Ziel-

struktur 59 zugeordnet werden. Daneben bestätigt m/z = 1095.6 (M++Na, berechnet für

C45H64NaO22N6S 1095.4) die Dimer-Struktur 60, welches durch entsprechende Parallel-

messungen verifiziert werden konnte (+ESI: 1095.0 (M+Na)+; -ESI: 1107.3 (M+Cl)+;

+APCI: 1072.9 (M+H)+).

Die trimere Verbindung 63 konnte trotz erhöhter Temperatur und langer Reaktionszeit

nicht dargestellt werden (Abb. 16).
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Abb. 16: Syntheseversuch des trivalenten Chitobiosidclusters 63, Reaktionen, Bedingungen
und Ausbeuten: i) abs. DME, 12 h, 40°C, kein Produkt nach GPC (Sephadex P2 extra fine,
15 mM wässr. NH4HCO3) detektierbar

Als Ausweg bietet sich die Umwandlung des kommerziell erhältlichen Tris-(2-amino-

ethyl)-amins 61 in die trivalente Isothiocyanat-Verbindung 62 an. Alternativ könnte

Tritriplex 1 (64) mit der p-Aminoverbindung 58 peptidisch zu 65 verknüpft werden. Die

Vermeidung von Thioharnstoffbrücken läßt außerdem eine bessere Löslichkeit der Ziel-

verbindungen erwarten (Abb. 17).
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Abb. 17: Alternative Reaktionswege zu trivalenten Phenyl-Chitobiosid-Clustern

Analog zur Synthese von p-Isothiocyanato-2-acetamido-4-O-(2-acetamido-2-desoxy-β-D-

glucopyranosyl)-2-desoxy-β-D-glucopyranosid (59) konnte p-NCS-GalNAc (68) synthe-

tisiert werden (Abb. 18). Bei der Abtrennung von Reagenzien in der Synthese der p-NCS-

Verbindungen 59 und 68 erwies sich eine Festphasenextraktion mit Amberlite XAD-4

(Elution mit MeOH) als vorteilhaft.
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Abb. 18: Darstellung der Aryl-GalNAc-Donoren, Reaktionen, Bedingungen und Ausbeuten:
i) H2, Pd/C (10%), abs. DMAc, 97%; vi) Cl2C(S), 3 : 1 DME-MeOH, DIPEA, RT, 99%

Wegen der schwierigen Umsetzung der Verbindung 58 und der damit verbundenen unge-

lösten Probleme wird die analoge Reaktion mit der sehr wertvollen Verbindung 67 auf

einen Zeitpunkt verschoben, zu dem ein geeignetes Syntheseprotokoll vorliegt.

4. Bivalente Cluster-Mannoside

Das Cluster-Mannosid 72 galt als aussichtsreiche Struktur zur Inhibition der Hämagglu-

tination Typ-1-fimbriierter E. coli, weil sie als bivalente Struktur neben zwei terminalen

Mannoseresten zentral die hydrophobe Phenylgruppe trägt. 72 könnte daher ein gut

bindender Ligand sein und Rückschlüsse über die Gestalt der Bindungstasche erlauben,

insbesondere was die Lage einer hydrophoben Region anbelangt. Bei der Mannosylierung

mit dem acetylierten Trichloracetimidat 11 wurden anfangs nur 1,2-Orthoesterstrukturen

erhalten, wobei typischerweise H-1 tieffeld-, H-2 und H-5 dagegen hochfeldverschoben

sind verglichen mit den isomeren Glycosiden. Typisch ist auch das Singulett der Ortho-

estermethylgruppe bei δ = 1.7 im 1H-NMR. Daher wurde 1,4-Bis-(hydroxymethyl)-benzol

auch mit dem benzylierten Trichloracetimidat 15 mannosyliert, welches keine nachbar-

gruppenaktiven Substituenten an C-2 besitzt. Struktur 70 konnte in einem einmaligen

Versuch mit 20% Ausbeute bei –45°C dargestellt werden, allerdings ist 70 ohne Spaltung

der glycosidischen Bindungen nicht entschützbar (Abb. 19).
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Abb. 19: Darstellung eines bivalenten Benzylmannosids zur Klärung der anfänglich
schwierigen Glycosylierung von 1,4-Bis-(hydroxymethyl)-benzol, Reaktionen, Bedingungen
und Ausbeuten: i) TMS-OTf, abs. Acetonitril, -45°C→RT, 20%

Deutlich verlängerte Reaktionszeiten bei der Glycosylierung von 1,4-Bis-(hydroxymethyl)-

benzol mit dem Donor 11 machten dann das bivalente Cluster-Mannosid 71 in 53% Aus-

beute zugänglich, welches nach Zemplén zu 72 entschützt wurde (Abb. 20).81
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Abb. 20: Darstellung von 1,4-Bis-(α-D-mannopyranosyloxymethyl)-benzol (72), Reaktionen,
Bedingungen und Ausbeuten: i) TMS-OTf, abs. Acetonitril, N2, 0°C→RT, 53%; ii) NaOMe,
MeOH, 90%
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5. Tr ivalente Glycocluster

Aus früheren inhibitorischen Studien87 mit Typ-1-fimbriierten E. coli-Bakterien ist

bekannt, daß di- und trivalente Glycocluster die Hämagglutination besonders gut inhi-

bieren und eine weitere Steigerung der Valenz die inhibitorische Potenz wieder abfallen

läßt. Deshalb wurden trivalente Cluster-Mannoside, in denen der Zucker sowohl anomer

als auch über die 6-Position mit dem Core verknüpft ist, Syntheseziele, bei denen außer-

dem eine potentielle Ankergruppe eingeplant wurde. Die Verbrückung über die 6-Position

ist neu und erlaubt die Aglyconvariierung zur Optimierung der inhibitorischen Potenz der

Glycocluster.94 Dies ist von Vorteil, wenn man bedenkt, daß p-Nitrophenyl-α-D-manno-

pyranosid ca. 100-mal besser an das Typ-1-fimbriale Lektin bindet als Methyl-α-D-manno-

pyranosid.51-55 Bei der 6-Verknüpfung von Mannosiden mußte allerdings auf die 6-OH-

Gruppe verzichtet werden, so daß diese für die Wechselwirkung mit dem Lektin nicht

mehr zur Verfügung steht. Dies war ein kalkuliertes Risiko, denn während die 2-, 3- und 4-

Hydroxygruppen der Kohlenhydrate normalerweise für die Wechselwirkung mit den

Lektinen essentiell sind, scheint die 6-Hydroxyfunktion in der Erkennung oft eine weniger

wichtige Rolle zu spielen.95

5.1. Cluster-Mannoside durch Glycosylierung

Mit der Trichloracetimidat-Methode69 wurde zunächst versucht, das Triol 3 unter TMS-

OTf-Katalyse mit 3.9 Äquivalenten des acetylierten Donors 11 zu mannosylieren. Das ge-

bildete Produktgemisch 73 wies auch bei Reaktionsbedingungen, bei denen die analogen

Orthoester der Mannoside 33, 35 und 71 vollständig umgelagert werden konnten (Zugabe

von mehreren ml einer 0.04 M statt 0.02 M TMS-OTf-Lösung, Reaktionszeiten bis zu

1 Woche), typische Orthoester-Signale im 1H- und 13C- NMR auf. Das H-1 (δ 5.49) er-

scheint gegenüber der glycosidischen Struktur (δ 4.80) tieffeldverschoben, H-2 (δ 4.56)

und H-5 (δ 3.69) sind hochfeldverschoben. Zusätzlich resoniert ein Singulett der Ortho-

estermethylgruppe bei δ = 1.73 im 1H-NMR bzw. 24.73 ppm im 13C-NMR. Aus dem Inte-

grationsverhältnis der anomeren Orthoester- und Glycosidprotonen ergab sich ein Anteil

von 12% Glycosid (Abb. 21).
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Abb. 21: Die Verwendung von acetyliertem Donor 11 ergibt hauptsächlich Orthoester-
strukturen in 74, Reaktionen, Bedingungen und Ausbeuten: i) TMS-OTf, abs. Acetonitril, N2,
0°C→RT, 72%; ii) 0.04 M TMS-OTf (4 ml), abs. CH2Cl2, 1 Woche RT

Auch unter Variation des Lösungsmittels und Verwendung von gepulvertem Molsieb (4Å)

wurde Verbindung 74 mit dem Donor 11 nicht rein erhalten. Als Ausweg bot sich die Ver-

wendung des benzylierten Donors 15 mit einem nicht-nachbargruppenaktiven Substitu-

enten an C-2 an, der mit Akzeptoralkoholen in einer Tieftemperaturglycosylierung umge-

setzt wird. Dabei erwies sich die Wahl des Lösungsmittels und der Temperatur als die

entscheidenden Parameter. Auch die „Vorbereitung“  der Edukte durch wiederholtes Ko-

destillieren mit abs. Toluol und stetes Arbeiten unter Schutzgasatmosphäre trugen letzt-

endlich zum Gelingen der Oligomannosylierung bei. Frisch destilliertes, trockenes THF

wurde als Lösungsmittel verwendet und die TMS-OTf-Zugabe bei der Umsetzung von

3.9 Donor-Äquivalenten 15 mit dem Triol 3 sorgsam dosiert. Bei überhöhter Zugabe droht

Polymerisierung. Die Ausbeuten an 75 steigen mit fallender Temperatur in folgender

Reihenfolge: bei –30°C ergaben sich 25%, bei –45°C 39%, bei –50°C 73% und bei –65°C

74% Ausbeute des benzylierten trivalenten Mannosides 75. Unter diesen optimierten

Reaktionsbedingungen konnte auch eine Multigramm-Synthese durchgeführt werden.
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Einzig bei der Aufarbeitung stört eventuell vorhandenes Hydrolyseprodukt von 15 wegen

ähnlichen Laufverhaltens in der Säulenchromatographie. Als reduzierender Zucker sollte

sich aber die Tetra-O-benzyl-α-D-mannopyranose aus dem Reaktionsgemisch entfernen

lassen. Die De-O-benzylierung von 75 gelingt in Gegenwart von Pd/C (10%) durch

Hydrierung bei 60°C und 60 bar (60 105 Pa) Wasserstoffatmosphäre in 77%iger Ausbeute

zum ungeschützten trivalenten Cluster-Mannosid 76 (Abb. 22).
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Abb. 22: Darstellung des Cluster-Mannosids 76 in einer Tieftemperatur-Mannosylierung,
Reaktionen, Bedingungen und Ausbeuten: i) TMS-OTf, abs. THF, 4Å, N2, -65°C→RT, 74%;
ii) H2, Pd/C, 3 : 1 EtOH-THF, 60°C, 60 bar, 77%

Die trivalente Struktur der Cluster-Mannoside 75 und 76 wird durch das korrekte Integra-

tionsverhältnis der Core-Methylenprotonen und der Zuckerprotonen im  1H-NMR-Spek-

trum bestätigt, sowie durch die MALDI-TOF-MS. Die diastereotopen Core-Methylen-

protonen in α-Stellung zu C-1 spalten in zwei Multipletts auf (Abb. 23).
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Abb. 23:  1H-NMR des benzylierten Cluster-Mannosides 75

Das entschützte trivalente Cluster-Mannosid 76 weist nur einen Zuckersignalsatz auf, Ab-

bildung 24 zeigt das 13C-NMR-Spektrum.
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Abb. 24: 13C-NMR des entschützten Cluster-Mannosides 76

5.2. Peptidisch-verbrückte Glycocluster

Die Knüpfung von Peptidbindungen zählt zu den sehr gut etablierten Synthesemethoden.82

Sie ist prinzipiell unabhängig von der jeweilig vorliegenden Konfiguration und wurde zum

Aufbau von trivalenten Glycoclustern genutzt. Die Aktivierung der Carbonsäure-Kompo-

nenten zu einem reaktiven Intermediat geschieht durch Überführung in gemischte An-

hydride oder aktivierte Ester, die mit der Aminkomponente unter Ausbildung einer Peptid-

bindung reagieren. Auch heute noch wird Dicyclohexylcarbodiimid (DCC), im Jahre 1955

von Sheehan und Hess97, 98 eingeführt, als Kupplungsreagenz genutzt. Im ersten Schritt der

Addition bildet die Carboxyfunktion mit DCC ein O-Acylisoharnstoff, der mit der Amin-

komponente direkt unter Austritt von N,N'-Dicyclohexylharnstoff reagiert, oder unter

Bildung eines symmetrischen Anhydrides, welches die Aminkomponente acyliert.99-104

Als häufig auftretendes Nebenprodukt ist die durch O→N-Acylwanderung entstandene un-

reaktive Spezies zu nennen, deren Bildung lösungsmittelabhängig ist und durch Vermeiden
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von zu basischen Bedingungen und hohen Temperaturen unterdrückt werden kann. Als

Additiv bei der Peptidkupplung wird 1-Hydroxy-1H-benzotriazol (1-HOBT)105 verwendet,

ein nucleophiles Agens, welches hochaktivierte Ester (Aktivester) bildet und sehr schnell

mit der Aminokomponente reagiert.106-108

Unter Standard-Peptidkupplungsbedingungen105, 82 wurde die Nitrotrisäure 2 mit DCC und

1-HOBT und dem 6-Amin 21 in 73%iger Ausbeute zum trivalenten 6-verbrückten Cluster-

Mannosid 77 umgesetzt und quantitativ nach Zemplén zu 78 entschützt (Abb. 25). Das

benzoylgeschützte Amin 21 weist keine so hohe O→N-Acylwanderungstendenz auf wie

die entsprechende acetylierte Verbindung.
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Abb. 25: Aufbau eines peptidisch verknüpften Cluster-Mannosids, Reaktionen, Bedingungen
und Ausbeuten: i) DCC, 1-HOBT, DMF, 0°C→RT, RT, 73%; ii) NaOMe, MeOH, 98%

Da DCC Veresterungen fördert, konnte auf Schutzgruppen nicht verzichtet werden. Bei der

Verwendung von 1-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydroquinolin (EEDQ)109, 110 als

Kupplungsreagenz kann die Synthese mit dem ungeschützten Amin 26 durchgeführt

werden (Abb. 26). Die Carboxylgruppe von 2 verdrängt die Ethoxygruppe aus dem EEDQ

und bildet ein Intermediat, welches unter Freisetzung von Quinolin zu einem gemischten

Anhydrid reagiert. Dieses wird sehr langsam gebildet und reagiert mit dem vorhandenen

Amin schnell zum Peptid. CO2 und Ethanol werden außerdem als Nebenprodukte frei.
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i) EEDQ, abs. DMAc, 5 d, 40°C, 91%

Die drei im trivalenten Mannose-Cluster 79 vorliegenden p-Nitrophenylgruppen lassen auf

eine hohe inhibitorische Potenz hoffen, beträgt doch der RIT von p-Nitrophenylmannosid

(28) bereits 42 µmolar (siehe unten).81

5.3. Thioharnstoff-verbrückte Glycocluster

Aufgrund des elektrophilen Charakters der Isothiocyanatofunktion reagieren die 6-funk-

tionalisierten Bausteine 22, 24 und 27 mit dem trivalenten Coremolekül Tris-(2-amino-

ethyl)-amin (61) bereits ohne weitere basische Katalyse zu den entsprechenden thioharn-

stoff-verbrückten Cluster-Mannosiden. Um eine vollständige Funktionalisierung der Core-

Moleküle zu erhalten und O→N-Acylgruppenwanderung auszuschließen, wird das Triamin

61 bei 40°C zu der Lösung des Isothiocyanates getropft. Mit 3.3 Äquivalenten des benzoy-

lierten 6-Isothiocyanates 22 wird der trivalente Cluster 80 in über 90%iger Ausbeute

gebildet. Allerdings erwies sich die anschließende De-O-benzoylierung als schwierig und

der ungeschützte Cluster 82 konnte nicht in höherer als 27%iger Ausbeute isoliert werden.

Die analoge Reaktion mit dem ungeschützten 6-Isothiocyanat 27 zum ungeschützten

trivalenten Cluster 82 gelang nur in 23%iger Ausbeute. Zum einen sind Löslichkeits-
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probleme hierfür verantwortlich, zum anderen die Hydrolyse zu Thiourethan-Derivaten bei

langen Reaktionszeiten. Entgegen der kürzlich publizierten Thioharnstoffverbrückungs-

strategie111 ist die Verwendung wässrig-alkoholischer Lösungsmittel bei langsamen Reak-

tionen wenig sinnvoll. Überwiegend findet die Bildung von N-Methyl-6-desoxy-α-D-

mannopyranosyl-thiourethan als Konkurrenzreaktion bei der Thioharnstoff-Verbrückung

an der 6-Position statt. Der NMR-Interpretation zufolge liegen die abgebildeten Tautomere

in ungefähr gleicher Konzentration vor.
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Als Ausweg bietet sich die Verwendung von Diethylenglycoldimethylether (DME) als

aprotisch polarem Lösungsmittel an. Nun ließ sich der acetylierte Thioharnstoff-Cluster 81

bei der Reaktion des Cores 61 mit 3.3 Äquivalenten des acetylierten Glycosid-Donors 24

in über 90%iger Ausbeute synthetisieren. Auch die Deblockierung nach Zemplén zum

ungeschützten Cluster 82 gelang in guter Ausbeute (Abb. 27).
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Abb. 27: Aufbau trivalenter Mannosid-Cluster durch Thioharnstoffverbrückung, Reaktionen,
Bedingungen und Ausbeuten: i) CH2Cl2, 50°C,2 h, 92% (für 22); CH2Cl2, 50°C, 30 min, 91%
(für 24); 4 : 1 EtOH-H2O, 50°C, 12 h, 23% (für 27); ii) 1 M NaOMe, 5 : 1 MeOH-DMF, 3 d
50°C, 27%; iii) 1 M NaOMe, MeOH, RT, 82%
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Mit dem ungeschützten 6-NCS-funktionalisierten p-Nitrophenyl-Mannosid 31 verlief die

Thioharnstoff-Verbrückung problemlos in 89%iger Ausbeute in CH2Cl2 bzw. 86%ig mit

dem erwähnten DME als aprotisch polarem Lösungsmittel (Abb. 28).
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Abb. 28: Aufbau trivalenter pNP-Mannosid-Cluster durch Thioharnstoffverbrückung, Reak-
tionen, Bedingungen und Ausbeuten: i) CH2Cl2, 50°C, 4 h, 89%

Die trivalente Struktur der Mannose-Cluster 80, 81, 82 und 83 wird durch das korrekte

Integrationsverhältnis der Aryl- zu den Core-Methylen- zu den Zuckerprotonen im 1H-

NMR bestätigt sowie durch die MALDI-TOF-MS.

6. Markierung von tr iantennären Glycoclustern

Die Markierung von Zuckerliganden mit z. B. Biotin erhöht deren Anwendungsmög-

lichkeiten beträchtlich, wenn man bedenkt, daß die Streptavidin-Biotin-Wechsel-

wirkung112-114 zu den stärksten in der Biochemie gehört. Hauptanwendungsgebiet war

bisher die Molekularbiologie. Kommerziell erhältliche Biotin-Phosphoamidite erlauben die

5'-Markierung von Primern und die Amplifizierung komplementärer DNA-Abschnitte,

nachdem diese mit Hilfe von Streptavidin beschichteten Magnetkügelchen aus einem

Probengemisch isoliert wurden. Bei Zugabe des zweiten Primers ist so z. B. eine Sanger-

Didesoxysequenzierung an fester Phase möglich. Mit Hilfe von biotinmarkierten Glyco-

clustern z. B. als Liganden für eine Streptavidin-Affinitätssäule könnte es möglich sein, die
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entsprechenden Kohlenhydrat-spezifischen Lektine aus einem Gemisch zu isolieren und in

der Folge zu analysieren. Da Streptavidin vier Bindungsstellen für Biotin besitzt,115 kann

bei biotinylierten Spacer-Glycoclustern mit einer erheblichen biologischen Aktivität ge-

rechnet werden. Aktuelles Beispiel ist die Identifizierung Mannose-spezifischer CRDs

humaner CD66 Proteine. Typ-1-Fimbrien binden an CD66a (nach neuester Nomenklatur

CEACAM 1) und diese Wechselwirkung ist mit den trivalenten Mannose-Clustern gut

inhibierbar.116 Es kommt als Zelloberflächenmolekül auf neutrophilen Zellen vor. Ein

genaueres Verständnis der Wechselwirkung von T-Zellen mit den antigenpräsentierenden

Zellen, die über Adhäsionsmoleküle eingeleitet wird, hilft die Mechanismen der T-Zell-

Aktivierung besser zu verstehen.

Die Synthese Biotin-markierter Glycocluster startete zunächst mit dem trivalenten Cluster

78. Mit T1-Raney-Nickel117 wurde eine Reduzierung der Nitrogruppe zu 84 versucht. Die

analoge Reduktion des Core-Triols 3 gelang bei 15 bar H2-Atmosphäre bei RT. Unter

diesen Reaktionsbedingungen waren bei erfolgter Transformation der Nitrogruppe in 78

allerdings auch die Mannosereste verschwunden. In dem Reaktionsansatz konnten keine

Zucker detektiert werden. Alle alternativen Reduktionsmethoden (LiAlH4, BH3·THF)

schlugen ebenfalls fehl (Abb. 29).
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oder d) BH3·THF, THF, 0°C →RT



37

Daher wurde ausgehend vom Nitro-tris-tbutylester 1 die Nitrogruppe mit T1-Raney-Nickel

quantitativ reduziert und der entstandene Amino-tri-tbutylester 85 mit NHS-Biotin in fast

quantitativer  Ausbeute konjugiert. Die Abspaltung der tButylgruppen in 86 ergab die Tri-

säure 87, die mit 3.2 Äquivalenten des ungeschützten 6-Amins 26 und EDC/1-HOBT118 zu

88 in 91%iger Ausbeute peptidverknüpft wurde. Die Peptidkupplung unter Verwendung

von TBTU verlief mit nur 15%iger Ausbeute nicht zufriedenstellend. In insgesamt 4 Stu-

fen konnte der biotinylierte Cluster 88 in 86%iger Ausbeute dargestellt werden (Abb. 30).
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Die trivalente Struktur von 88 wird durch das korrekte Integrationsverhältnis der Biotinyl-

zu den Core-Methylen- zu den Zuckerprotonen im  1H-NMR bestätigt sowie durch die

MALDI-TOF-MS.

Analog sollten Fluoreszenz-markierte Glycocluster zugänglich sein, z. B. in der Fluores-

zenz-Korrelationsspektroskopie Anwendung finden könnten. Mit dem Fluoresceinisothio-

cyanat 89 und dem Amino-tris-tButylester 85 wurde 90 oder ein Isomeres erhalten. Die

Reaktion wurde in DME unter Argon-Atmosphäre unter pH-Kontrolle durchgeführt. Die

flashchromatographische Reinigung ergab ein Produkt, dessen NMR neben Signalen der

Struktur 90 auch noch weitere nicht zuzuordnende enthielt. Die MALDI-TOF-MS deutet

mit m/z = 805.33 (M++H. Ber. für C43H53N2O11S: 805.34), 827.28 (M++Na. Ber. für

C43H52N2O11SNa: 827.32) und 843.28 (M++K. Ber. für C43H52N2O11SK: 843.29) auf die

Verbindung 90 oder ein entsprechendes Isomeres hin. Die weiteren Versuche zur tButyl-

gruppenabspaltung in 90 und der Kupplung mit dem Amin 26 zum Cluster-Glycosid 91

scheiterten, möglicherweise aufgrund der uneinheitlichen Eduktzusammensetzung (Abb.

31). Die ähnlichen Laufverhalten der Produkte in der Säulenchromatographie und die

Carboxyfunktion erschweren die Isolierung von 90 erheblich.
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Abb. 31: Aufbau fluoreszensmarkierter Mannose-Cluster, Reaktionen, Bedingungen: i) DME,
Ar, RT; ii) a) HCO2H, RT, b) + 26, EEDQ, DMAc, 40°C

Dieses Reaktionsverhalten ist nicht überraschend, weil Fluorescein-Isothiocyanat 89 als

multifunktionelle Verbindung auch Nebenreaktionen eingehen kann. Dementsprechend ist

es vorteilhafter, den Fluoreszensmarker als NHS-Aktivester erst am Ende des Synthese-

weges mit einem Cluster-Mannosid wie 97 zu kuppeln, der auch spacervariiert sein kann.

Dadurch muß ein Cluster mit biologischer Bedeutung nicht für jede Markierung neusyn-

thetisiert werden. Ein weiterer Vorteil ist die Verwendung von Fluoreszensmarkern wie

z. B. Oregon Green  488, Carbonsäuresuccinimydylester-5-isomer, bei denen die

Fluoreszenz nicht pH-abhängig ist und die zudem auch höhere Quantenausbeuten bei

hoher Photostabilität liefern. Dadurch sind diese Marker auch im Gegensatz zu Fluorescein

in der Spurenanalytik einsetzbar.
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Ein alternativer Reaktionsweg zur Darstellung spacerfunktionalisierter Cluster-Mannoside

mit potentieller Ankergruppe für Marker verwendet geschützte Spacer. Die säurestabile

Schutzgruppe soll während der Synthesebedingungen erhalten bleiben und nach Abspal-

tung der N-Schutzgruppe mit NHS-aktivierten Markermolekülen umsetzbar sein. Der

Vorteil liegt in der Abstandsvergrößerung der Markergruppe zu den CRD-Liganden, eine

unspezifische Wechselwirkung wird so vermindert. Andererseits muß der Cluster nicht für

jede Markierung von neuem aufgebaut werden. Allerdings wäre der Einsatz längerer

Spacer wie Polyoxyethylenglycole für diesen Anwendungszweck sinnvoller, vor allem,

wenn es darum geht, die mögliche Selbstaggregation von Oligo-Glycin-Spacern auszu-

schalten. Für erste Versuche wurde ausgehend von Triglycin (93) dessen Aminofunktion in

quantitativer Ausbeute Fmoc-geschützt (94). Mit EEDQ und der Aminokomponente 85

gelang die Peptidbildung zum Tri-tbutylester 95, dessen flashchromatographische Reini-

gung sich aufgrund der begrenzten Löslichkeit der Fmoc-Funktion als äußerst schwierig

erwies. Als Reagenz zur Peptidsynthese kommt nur EEDQ in Frage, da auch nur leicht

basische Bedingungen vermieden werden müssen. Entsprechend wurde dann auch das

Amin 26 sehr langsam zum Reaktionsansatz gegeben, um eine partielle Fmoc-Ent-

schützung während der Reaktion zu vermeiden. Dieses gelang leider nicht vollständig.

Nach der Entschützung mit ammonialkalischer Methanol-Lösung und Extraktion wurde

das Produktgemisch an Biogel P2 (extrafine) unter optimierten Bedingungen gelper-

meationschromatographisch aufgereinigt. Die Zielverbindung 97 ließ sich aber nicht frei

von Nebenprodukten und nur mit geringer Ausbeute erhalten (Abb. 32). Abhilfe sollte die

Verwendung einer weniger basenlabilen Aminoschutzgruppe wie z. B. der Boc-Gruppe

schaffen, deren Löslichkeit auch eine effektive Reinigung mittels Flashchromatographie

erlauben sollte.
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Reaktionen, Bedingungen und Ausbeuten: i) 4 : 3 ges. wässr. NaHCO3-DMF, 0°C→RT, 99%;
ii) EEDQ, DMAc, 60°C, 63%; iii) 95% TFA, quant., oder HCO2H, quant.; iv) a) EEDQ, abs.
DMAc, 40°C, b) ges. NH3-MeOH, ca. 42%

7. Synthese Spacer-modifizier ter  Glycocluster

Der flexiblen Synthesestrategie zum Aufbau kleinerer Glycocluster durch Modifizierung

der Spacerlängen innerhalb der Core-Region liegt die Annahme zugrunde, daß die richtige

räumliche Präsentation der endständigen Kohlenhydratreste die Affinität zu den CRDs

wesentlich mitbestimmt. Unter Vernachlässigung der inneren Oligosaccharide natürlicher

N-gebundener Glycostrukturen wird durch Abstandsvariation versucht, die Glycocluster
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für die Bindungstasche des Lektins maßzuschneidern. Dabei bestimmt die Verknüpfungs-

art mit dem Core (anomer, über die 6-Position thioharnstoff- oder peptidisch-verbrückt) die

Flexibilität des terminalen Zuckers mit. Eine optimale räumliche Ligandenanordnung im

Bereich der Bindungstasche sollte den entropischen Term für die Wechselwirkung günstig

beeinflussen. Mit Einführung von Polyoxyethylenspacern stehen lineare Spacer zur Ver-

fügung, die bedingt durch ihre Hydrophilie die Core-Region nicht aggregieren lassen

sollten. Bestärkt durch die herausragende inhibitorische Potenz des peptidisch-verbrückten

Triclusters 78 (siehe weiter unten) soll diese Struktur durch Spacervariation weiter opti-

miert werden. Mit den aminoterminierten Spacermannosiden 42, 47 und 52 stehen drei

Bausteine für die Peptidkupplung mit der Trisäure 2 zur Verfügung. Diese Bausteine

wurden mit der Trisäure 2 unter Verwendung von EEDQ als Kupplungsreagenz jeweils

vier Tage bei 60°C in DMAc umgesetzt. Nach der Extraktion der Nebenprodukte wurden

die drei spacermodifizierten Cluster-Mannoside 98, 99 und 100 nach entsprechenden gel-

permeationschromatographischen Reinigungen an Biogel P2 in zufriedenstellender Aus-

beute von 69%, 59% bzw. 74% erhalten (Abb. 33-35).
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Die trivalenten Strukturen der Cluster-Mannoside 98, 99 und 100 werden durch die kor-

rekten Integrationsverhältnisse der Core-Methylen- zu den Zuckerprotonen im  1H-NMR

bestätigt sowie durch die MALDI-TOF-MS.

8. Hämagglutination und ELISA: Testergebnisse

Mit den dargestellten Mannosederivaten wurde die Inhibition der Mannose-spezifischen

Adhäsion von Typ-1-fimbriierten E. coli HB 101 (pPKl4)-Bakterien an Meerschweinchen-

Erythrocyten im klassischen Hämagglutinations-Hemm-Test gemessen. Diese Arbeiten

wurden von Frau Dr. Krallmann-Wenzel in der Laborgruppe von PD Dr. Ehlers am

Forschungszentrum Borstel durchgeführt. Aus drei voneinander unabhängigen Experimen-

ten wurde als Ergebnis ein Inhibitionstiter (IT) für jede getestete Verbindung erhalten, der

die niedrigste Inhibitor-Konzentration angibt, bei der durch makroskopische Überprüfung

keine Erythrocyten-Hämagglutination mehr feststellbar ist. Um die relative Inhibitions-

potenz gegenüber Methyl-α-D-mannopyranosid auszudrücken, wird der relative Inhibi-

tionstiter (RIT) angegeben.

Diese Testmethode ist aufgrund der experimentellen Versuchsdurchführung semi-

quantitativ, liefert jedoch relative Potenzen mit hoher Reproduzierbarkeit. Die Fehlerbreite

der erhaltenen IT-Werte liegt in der Größenordnung zwischen zwei benachbarten

Verdünnungsstufen auf der Mikrotiterplatte. Durch das Ansetzen verschiedener Verdün-

nungsreihen kann der Fehler auf bis zu 10% eingegrenzt werden. Methyl-α-D-manno-

pyranosid wird in der Literatur51, 52 als Standard verwendet und weist einen typischen IT-

Wert im mM Bereich auf. Alle Kohlenhydrat-Derivate werden in PBS-Puffer gelöst und in

Serie je zweifach verdünnt. Bei schlechter Löslichkeit wird MeOH zugesetzt (bis zu 20%),

was auf den Test keinen Einfluß hat. 5 µl der Zuckerlösung werden mit 5 µl der Bakterien-

Lösung vermischt und mit 5 µl einer frischen Erythrocyten-Suspension versetzt. Die Häm-

agglutination wird nach 15 min visuell ermittelt, anschließend 30 min bei 4 °C inkubiert

und erneut abgelesen.119

Ein neu entwickelter Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)94 erlaubt die Messung

von IC50-Werten, welche die Inhibitorkonzentration angibt, die zu 50%iger Hemmung der



45

Adhäsion von E. coli an Hefe-Mannan führt. Damit stellt diese Methode gegenüber der

relativen Messung von IT-Werten im Hämagglutinationstest eine Quantifizierung dar und

ergänzt die Hämagglutinations-Hemm-Tests darüberhinaus in sofern, als die Versuchs-

anordnung anders veranlagt ist. Die Versuchsanordnung des Sandwich-ELISAs ist im

wesentlichen zweidimensional, dagegen spiegeln die Hämagglutinationsassays mit

Erythrocyten, die eine größere Vielfalt in den Oligosaccharidstrukturen aufweisen als das

Mannan der Hefezellen, ein komplexeres Inhibitionsgeschehen wieder. Für die Inter-

pretation der erhaltenen Daten ist es wichtig zu bedenken, welches Testsystem verwendet

wurde, um basierend auf den Versuchsaussagen Strategien für die Optimierung von

Inhibitoren zu entwickeln.

In Tabelle 1 werden die Inhibitionstiter (IT) für die einzelnen Verbindungen aufgeführt,

die relativen IT (RIT) bezogen auf Methyl-α-D-mannosid 12 errechnen sich nach RIT =

ITMeMan [µM]/ITi [µM]. Die Angabe der valenzkorrigierten RITs (basierend auf mol Man)

ist wichtig für den ernsthaften Vergleich von Glycoclustern mit Monosaccharid-Derivaten.

Während sich die IT- und RIT-Werte auf Ergebnisse aus den Hämagglutinations-Hemm-

Tests beziehen, wurden die IC50- und RIC50-Werte aus ELISAs ermittelt.
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Verbindungen ITa [µM] RITa RITc IC50
b [µM] RICb

50 RIC50 
c

MeMan 12 3900   88 1 1 3500 !  462 1 1

pNPMan 28 42 "  2.4 93 #  5 93 49 $  9.8 71 %  12 71

pBnNO2Man 34 87 &  5 45 '  2.4 45

pBnCO2MeMn 36 26 (  1.5 150 )  8.2 150

pBNCO2HMan 37 104 *  6.0 38 +  2.0 38

pManBnMan 72 52 ,  3.0 75 -  4.1 38

tris(O-Man) 76 18 .  1.0 217 /  12 72 39 0  2.9 90 1  6.2 30

tris(pept. OMe) 78 1.1 2  0.06 3545 3  194 1182 11 4  2.9 318 5  66 106

tris(TH OMe)d 82 6900 6  398 0.57 7  0.03 0.19 5333 8  1092 0.66 9  0.11 0.22

tris(THOpNP)d 83 429 :  81 8.2 ;  1.3 2.7

Tabelle 1:
a: Inhibitionstiter (IT) und relative IT (RIT) aus dem Hämagglutinations-Hemmtesta (RIT ≡ 1
für Methyl-α-D-mannopyranosid 12);
b: IC50- und RIC50-Werte aus dem ELISA (RIC50 ≡ 1 für Methyl-α-D-mannopyranosid 12)
c: bezogen auf Mol Mannose (valenzbereinigt)
d: Thioharnstoff

Beim Vergleich der Bindungseigenschaften der getesteten Verbindungen lassen sich drei

Gruppen unterscheiden: (i) die Monosaccharidderivate mit aromatischem Aglycon, die

ähnlich gut wie p-Nitrophenyl-α-D-mannosid (28) die Hämagglutination inhibieren;

(ii) die Gruppe der potenten Glycocluster; (iii) die Glycocluster, die schlechte Inhibitoren

darstellen.

Abb. 36 zeigt in logarithmischer Auftragung die mikromolaren Inhibitionstiter der Häm-

agglutination bei 100%iger Hemmung für die getesteten Verbindungen. Methyl-α-D-

mannosid 12 mit einem IT von 3.9 mM und der thioharnstoffverbrückte Tricluster 82 mit
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einem IT von 6.9 mM stellen niedrig-affine Liganden dar, der peptidisch-verbrückte

Tricluster 78 fällt aufgrund seiner sehr guten Inhibitionseigenschaften auf. Die weiteren

getesteten Verbindungen gruppieren sich mir ihren ITs um p-Nitrophenyl-α-D-mannosid

28, welches mit einem IT von 42 µM ein guter Inhibitor der Mannose-spezifischen

Adhäsion ist.

12 28 34 36 37 72 76 78 82
0,1

1
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100

1000

IT (µM)

Verbindung

 IT Hämagglutination

Abb. 36: Logarithmische Auftragung der mikromolaren IT aller im Hämagglutinations-
inhibitionstest untersuchten Verbindungen (MeMan: Methyl-α-D-mannopyranosid 12)

Bei der Gegenüberstellung der relativen IT-Werte, wobei der für Methyl-α-D-manno-

pyranosid 12 gleich eins gesetzt wird, fällt der trivalente peptidisch-verbrückte Cluster 78

mit seiner gegenüber Methyl-α-D-mannosid über 3400fach höheren Bindungsaffinität

deutlich heraus. Valenzkorrigiert (bezogen Mol Mannose pro Cluster) ergibt sich für

Verbindung 78 eine über 1000fach bessere inhibitorische Potenz als bei Methyl-α-D-

mannosid 12 und übertrifft dabei p-Nitrophenyl-α-D-mannosid 28 um das 100fache. Der

O-glycosidisch-verbrückte Tricluster 76 bindet über 200fach besser als Methyl-α-D-

mannosid 12, valenz-korrigiert liegt Cluster 76 mit seiner Affinität in der Nähe von

p-Nitrophenyl-α-D-mannosid 28. Der thioharnstoff-verbrückte Tricluster 82 präsentiert die
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Mannoseeinheiten den CRDs der Typ-1-Fimbrien räumlich anscheinend so schlecht, daß er

trotz seiner drei Mannosen fast doppelt so schlecht inhibiert wie Methyl-α-D-mannosid 12.

Der entsprechende Thioharnstoff-verbrückte p-Nitrophenylcluster 83 konnte wegen seiner

schlechten Wasserlöslichkeit im Hämagglutinationsassay nicht untersucht werden.

Gegenüber p-Nitrophenyl-α-D-mannosid 28 ist Methyl-α-D-mannosid 12 ein schlechter

Inhibitor. Also legt man die Meßlatte höher, wenn man die inhibitorischen Potenzen mit

dem aromatischen Mannosid 28 vergleicht (Tabelle 2). Tatsächlich zeigen die trivalenten

Cluster-Mannoside 76 und 78 verglichen mit p-Nitrophenyl-α-D-mannosid (28) eine

höhere Affinität zu der Typ-1-fimbrialen CRD, wobei der O-glycosidische Cluster 76 etwa

doppelt so gut und der peptidische Cluster 78 fast 40-mal so gut inhibiert.

Verbindungen ITa [µM] RITa RITc IC50
b [µM] RIC50

b RIC50
 c

pNPMan 28 42 <  2.4 1 1 49 =  9.8 1 1

pBnNO2Man 34 87 >  5 0.48 ?  0.03 0.48

pBnCO2MeMn 36 26 @  1.5 1.61 A  0.09 1.61

pBNCO2HMan 37 104 B  6.0 0.40 C  0.02 0.40

pManBnMan 72 52 D  3.0 0.81 E  0.04 0.40

tris(O-Man) 76 18 F  1.0 2.33G  0.12 0.78 39 H  2.9 1.26 I  0.09 0.42

tris(pept. OMe) 78 1.1 J  0.06 38.2 K  1.97 12.7 11 L  2.9 4.45 M  0.93 1.48

Tabelle 2:
a: Inhibitionstiter (IT) und relative IT (RIT) aus dem Hämagglutinations-Hemmungsassaya

(RIT ≡ 1 für p-Nitrophenyl-α-D-mannopyranosid 28);
b: IC50- und RIC50-Werte aus dem ELISA (RIC50 ≡ 1 für p-Nitrophenyl-α-D-mannosid 28)
c: bezogen auf Mol Mannose (valenzbereinigt)
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Abb. 37: Darstellung der relativen IT aus den Hämagglutinationstesten bezogen auf p-Nitro-
phenyl-α-D-mannopyranosid 28 (RIT ≡ 1)

Bezogen auf die Mannoseeinheiten im Cluster bewirkt der peptidisch-verbrückte Clu-

ster 78 gegenüber p-Nitrophenyl-α-D-mannosid (28) in der Hämagglutination eine über

10fach gesteigerte Inhibitionspotenz, im ELISA dagegen eine nur 1.5fach gesteigerte

Wirkung. Der valenzkorrigierte Wert für den O-glycosidischen Tricluster 76 beträgt un-

gefähr die Hälfte des RIC50-Wertes von p-Nitrophenyl-α-D-mannosid (28) (Abb. 37).

Die unterschiedlichen Inhibitionsfähigkeiten der getesteten Tricluster lassen sich auf kon-

formationelle Unterschiede sowie die Art der Verknüpfung mit dem Core zurückführen.

Mit der Einführung von aromatischen Aglyconen lassen sich erheblich bessere Inhibitions-

werte erhalten. Mit Spannung darf daher das Abschneiden der spacermodifizierten Cluster-

Mannoside 98-100 und des p-Nitrophenyl-Triclusters 79 erwartet werden.

Auf Typ-1-Fimbrien sind die CRDs an den Enden sowie entlang der Fimbrie verteilt.

Verstärkte Inhibition der Adhäsion ließe sich auf das gleichzeitige Binden an mehrere

CRDs zurückführen. Aufgrund der Molekülgröße der getesteten Tricluster ist die gleich-

zeitige Bindung an mehrere CRDs allerdings kaum möglich. Wahrscheinlicher ist der

unterschiedliche Fit in die Bindungstasche für die Variation der inhibitorischen Potenz der
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Cluster verantwortlich. Dieses Modell stützt das Bild der Bindungstasche der CRD von

Typ-1-Fimbrien, welches nach Ofek und Sharon51, 55 am besten Trisaccharide bindet.

Verbindung 78 kann als Prototyp neuartiger Antiadhäsiva für die Mannose-spezifische

Wechselwirkung gelten.

9. Ausblick

In einer konvergenten Synthese sollten dendritische Cluster-Mannoside wie z. B. 101

zugänglich sein, die an multiple CRDs binden können und daher auch einen typischen

Cluster-Effekt zeigen könnten. Durch Einführung aromatischer Aglycone sollten sich die

Inhibitionswerte über den µM Bereich verbessern lassen (Abb. 38).
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Abb. 38: Ausblick- Struktur eines "Januskopf"-Clusters basierend auf 78 mit Triglycinspacern
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10. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden eine Reihe von mono- und multivalenten Glycomimetika für die

Mannose-spezifische Adhäsion von Typ-1-fimbriierten E. coli Bakterien an Meer-

schweinchen-Erythrocyten oder Hefemannan synthetisiert. Dabei wurden verschiedene

Wege zum Aufbau kleinerer Glycocluster beschritten, wobei die Chemie der Kupplungs-

reaktionen mit Ausnahme der glycosidisch-verbrückten Cluster unabhängig von der

Konfiguration der verwendeten Kohlenhydrat-Bausteine ist. Der peptidisch-verbrückte

Cluster 78 weist hervorragende Inhibitionseigenschaften mit IT-Werten im unteren µM-

Bereich auf, sowohl im Hämagglutinations-Hemm-Test als auch im ELISA. Daher wurde

die Struktur von Verbindung 78 durch Einführung verschiedener Spacerlängen zu den Ver-

bindungen 98, 99 und 100 und Austausch des Methylaglycons gegen einen p-Nitrophenyl-

rest zu Struktur 79 optimiert. Durch die Mannosylierung der Akzeptoralkohole 38, 43 und

48 mit acetyliertem Trichloracetimidat 11 und nachfolgender nucleophiler Substitution mit

Natriumazid wurden die erhaltenen Azide 40, 45 und 50 entschützt und zu den Aminen 42,

47 und 52 hydriert und anschließend mit EEDQ peptidverbrückt. Die Synthese der spacer-

modifizierten Tricluster 98, 99 und 100 gelang in 68%iger, 56%iger bzw. 49%iger

Gesamtausbeute (je 5 Stufen).

Der Triclusters 78 war über Peptidkupplung mit dem benzoylgeschützten 6-Amin 21 und

der Trisäure 2 nach Entschützung in 72% Ausbeute erhältlich.

Die Oligomannosylierung des Triols 3 mit benzylgeschütztem Trichloracetimidat 15

gelang bei –65°C und nachfolgender De-O-benzylierung bei 60 bar/60°C mit Pd/C in

57%iger Ausbeute zum Trimannosid 76. Die entsprechende Synthese mit acetylge-

schütztem Trichloracetimidat ergab nicht umlagerbare Orthoesterstrukturen in 73.

Der Thioharnstoff-verbrückte Tricluster 82 wurde mit acetylgeschütztem 6-Isothiocyanat

24 und Tris-(2-aminoethyl)-amin 61 nach Entschützung in 75%iger Ausbeute zugänglich.

Die Synthese von 82 mit benzoylgeschütztem 6-NCS-Mannosid 22 verlief mit 25%iger

Ausbeute aufgrund auftretender Löslichkeitsprobleme während der Synthese. Mit unge-

schütztem 6-NCS-Mannosid 27 gelang die Synthese in 23%iger Ausbeute infolge von

Nebenreaktionen.
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Durch die Synthese konformationell unterschiedlicher Cluster-Mannoside (O-glycosidisch

(76)-, thioharnstoff- (82 &  83)- und peptidverbrückt (78)) können mit den potentesten Ver-

bindungen konvergent dendritische Cluster aufgebaut werden, die ein cross-linking mit

verschiedenen Lektindomänen erlauben und echte multivalente Bindungseffekte zeigen

könnten. Aufgrund des flexibel gehaltenen Synthesekonzeptes ist die Einführung von

Biomarkern möglich und wurde für den biotinylierten Tricluster 88 ausgehend vom Nitro-

tri-tbutylester 1 in 4 Stufen mit 86%iger Ausbeute exemplarisch durchgeführt. Durch

Markierung von aminoterminierten Spacer-Cluster-Mannosiden wie 97 können auch sehr

teure NHS-aktivierte Biomarker wie z. B. Oregon Green 488, Carbonsäuresuccinimydyl-

ester-5-isomer, eingeführt werden.

Die aromatischen Mannoside 34, 36 und 37 gleichen in ihrer Inhibitoreigenschaft der vom

p-Nitrophenyl-α-D-mannosid.

Für hochaffine Liganden des NKR-P1-Rezeptorproteins aus Killerzellen von Ratten

konnten wichtige Vorarbeiten geleistet werden. Die problematische chemische Synthese

von p-Nitrophenyl-chitobiose konnte durch eine neu entwickelte enzymatische Trans-

glycosylierung mit der β-N-Acetylhexosaminidase von Aspergillus oryzae umgangen

werden. p-Nitrophenyl-β-N-acetylglucosamin (56) dient in einer kinetisch-kontrollierten

Bildung des β(1→4)-Regioisomers sowohl als Donor wie auch als Akzeptor (Abb. 13).

Unter optimierten Bedingungen betrug die Ausbeute 22%, wobei auch Multigrammansätze

möglich waren und nichtumgesetztes Edukt zuückgewonnen werden konnte. Die

Transformation von p-Nitrophenyl-chitobiose 57 und p-Nitrophenyl-GalNAc 66 zu den p-

Isothiocyanat-Verbindungen stieß auf Schwierigkeiten, die auf der Stufe der zwischen-

zeitlich gebildeten p-Amino-Derivate auftraten. Im Fall des p-NCS-Chitobiosides 59

erfolgte die Dimerisierung zu 60 bei der Transformation der Aminofunktion von 58 mit

Thiophosgen.
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11. Summary

This thesis describes the synthesis of a number of α-mannoside derivatives and various

oligovalent α-mannoside clusters, which were designed as inhibitors of the mannose-

specific adhesion of type 1-fimbriated E. coli bacteria to guinea pig erythrocytes and yeast

mannan, respectively. In addition to glycosylation reactions other chemistries such as

peptide coupling and thiourea bridging were used for linking the sugar moieties to an

oligovalent core molecule. Peptide coupling and thiourea bridging reactions had the advan-

tage that no optimization was needed for every particular sugar configuration used. The

peptide-bridged cluster 78 showed the best inhibitory potency of all compounds tested,

both in the hemagglutination inhibition assay as well as in the ELISA with an IT (inhi-

bition titre) in the low micromolar range. Consequently cluster 78 was considered as a lead

structure and was further modified by the introduction of spacers of different lengths

leading to the spacer-modified clusters 98, 99 and 100. Furthermore, variation of the

aglycon group from methyl to p-nitrophenyl was accomplished in order to add hydro-

phobic interactions to lectin binding. This led to the aglycon-modified cluster 79.

The synthesis of cluster mannosides via oligo-glycosidation proved to be difficult. Espe-

cially mannosylation was complicated by the frequent formation of glycosyl orthoesters

which could not be isomerized without degradation. Finally oligomannosylation of triol 3

was accomplished with the benzyl-protected trichloroacetimidate 15 at -65°C and subse-

quent de-O-benzylation at 60 bar/60°C with Pd/C leading to cluster mannoside 76 in 57%

overall yield. Thiourea-bridged triclusters such as 82 were available by coupling of

acetyl-protected 6-isothiocyanate 24 and tris(2-aminoethyl)amine 61 and subsequent

deprotection in 75% overall yield. Other protecting groups such as O-benzoyl protection or

no protecting groups gave low yields around 20%. The described syntheses to cluster

mannosides such as the O-glycosidically linked cluster 76, thiourea-bridged 82 and 83 or

peptide-linked 78 are designed such that utilization of the clusters as molecular wedges and

their assembly to carbohydrate-containing dendrimers in a convergent approach is

possible. Moreover, due to the flexible synthetic concept the introduction of biomarkers is

possible what could be demonstrated with the synthesis of biotinylated tricluster 88.

The majority of the prepared mannosides and cluster mannosides were tested as inhibitors

of mannose-specific adhesion of E. coli in collaboration with the research center Borstel.



55

The mannosides 34, 36 and 37 containing an aromatic aglycon showed similar inhibitory

potencies as p-nitrophenyl α-D-mannoside.

In addition to the work which was dedicated to mannose-specific inhibition, the clustering

know-how collected in this thesis was also engaged to synthesize potential  high affinity

ligands of the NKR-P1 receptor protein from rat killer cells. The chemical synthesis of p-

nitrophenyl chitobioside which was required in this context, was however, found to be

difficult. Thus a new enzymatic transglycosylation reaction was developed using

β-N-acetylhexosaminidase from aspergillus oryzae in collaboration of the laboratory of� � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � �
p-nitrophenyl 2-deoxy-2-N-

acetylamino-glucoside (56) served both as donor as well as acceptor in the kinetically

controlled formation of the desired β(1→4)-regioisomer. In the next chemical step, the

transformation of p-nitrophenyl chitobioside 57 as well as p-nitrophenyl GalNAc (66) to

the respective p-isothiocyanato-functionalized derivatives led to difficulties during its

formation from the corresponding p-amino derivatives. In the case of p-NCS-phenyl

chitobioside 59 dimerization to 60 occured during the transformation of the amino function

of 58 with thiophosgene. Therefore, this reaction sequence still awaits completion.
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12. Exper imenteller  Teil

Sicherheit: R-Sätze S-Sätze Gefahrensymbol
Aceton 11 9-16-23.2-33 F
DME 47-10-19 53-7/8 Xn
DMF 20/21-36 26-28-36 Xn
Ethylacetat 11 16-23.2-29-33 F
Methanol 11-23/25 2-7-16-24 T, F
Natriumazid 28-32 28.1-45 T+
Pyridin 11-20/21/22 26-28.1 Xn, F
Thiophosgen 26 7/9-24/25-45 T
Toluol 11-20 16-25-29-33 Xn, F
Tosylchlorid 36-37-38 7-8 X

Mater ialien

Methyl-α-D-mannopyranosid (Merck), p-Nitrophenyl-α-D-mannopyranosid (SENN

Chemicals), 2-Acetamido-2-desoxy-D-glycopyranose (Avocado), TMS-OTf (Fluka), Tris-

(2-aminoethyl)-amin (Aldrich), 2-Bromethanol (Merck), 2-(2-Chlorethoxy)-ethanol, 2-[2-

(2-Chlorethoxy)-ethoxy]-ethanol (Aldrich) und Triglycin (Fluka) wurden ohne weitere

Reinigung eingesetzt.

Allgemeine Methoden

Alle Reaktionen wurden dünnschichtchromatographisch auf Kieselgel-Fertigfolie 60 F254

(Merck) verfolgt. Die Detektion erfolgte unter UV-Licht, durch Besprühen mit 20%iger

ethanolischer Schwefelsäure, mit 10% acetonischer KMnO4 oder für Amine mit einer

Lösung von 5 g (NH4)6Mo7O24⋅4 H2O, 2 g Ce(HSO4)4 in 20 ml konz. H2SO4 und 80 ml

H2O mit anschließender Wärmebehandlung (Blaufärbung). Säulenchromatographische

Trennungen erfolgten an Kieselgel 60 (230-400 mesh, 40-63 µm, Merck) mit einem Flow

von ca. 4 cm Säulenhöhe/min ausschließlich nach der Flash-Technik mit destillierten

Lösungsmitteln. Gelpermeationschromatographische Trennungen wurden an Biogel P2

extra fine (Biorad), Sephadex G-15 oder Sephadex LH-20 mit den angegebenen Lauf-

mitteln durchgeführt. Schmelzpunkte wurden auf einem Leitz-Heiztischmikroskop

bestimmt und sind unkorrigiert. Die Messung der Drehwerte erfolgte bei 20°C auf einem

Perkin-Elmer Polarimeter 243 oder 341 (Natrium D-Linie, 589 nm, 10 cm Küvettenlänge).

IR-Spektren wurden auf einem FT-IR ATI Mattson Instruments (USA) aufgenommen. Die
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Elementaranalysen wurden in der mikroanalytischen Abteilung des Instituts für Organische

Chemie der Universität Hanburg durchgeführt. Für Druckhydrierungen wurde ein

Bergmann-Hochdruckautoklav des Typs HR 100 eingesetzt. NMR-Spektren wurden mit

den Bruker Spektrometern AMX-400 (100.67 MHz bei 13C) und DRX-500 (125.77 MHz

bei 13C) aufgenommen. Als interner Standard wurde Tetra-methylsilan verwendet oder auf

die charakteristischen Lösungsmittelsignale von D2O (4.65 ppm), [D6]-Methanol (3.35

bzw. 49.30 ppm), [D3]-Acetonitril (1.96 bzw. 1.30, 117.7 ppm), D-Chloroform (7.25 bzw.

77.0) oder [D6]-DMSO (2.49 bzw. 39.70 ppm) geeicht. Bei Messungen in D2O wurde nach

Zusatz von Aceton auf 30.60 ppm geeicht. Zur genauen Zuordnung der Signale wurden,

falls erforderlich, 1H-1H-COSY oder 1H-13C-Korrelationsexperimente durchgeführt. Die

Spektren wurden nach 1. Ordnung ausgewertet. Abweichend von der verwendeten

Numerierung bei IPAC-Namen wurden für die Zuordnung der NMR-Signale die

Ringprotonen der Monosaccharid-Strukturelemente wie gewohnt als H-1 bis H-6

bezeichnet, die Monosaccharid-Kohlenstoffatome von C-1 bis C-6. Die Atome der

Spacerabschnitte werden bei der Wiedergabe von Strukturelementen spezifiziert. FAB-

Massenspektren wurden auf einem VG Analytical 70-250 S und ESI-Massenspektren auf

einem Finnigan MAT 95 aufgenommen. Die Messung der MALDI-TOF-Massenspektren

erfolgte auf einem Bruker Biflex III im Reflektormode mit DHB (15 mg/ml 2 : 1 0.1%

wässr. TFA-Acetonitril) als Matrix. Kalibriert wurde auf CCA, Angiotensin-2 und

Bombesin. Die Genauigkeit der Messung beträgt ca. 0.3 Da bei externer Kalibrierung, mit

internen Kalibranten läßt sich eine Genauigkeit von bis zu 0.02 Da erreichen. In den

aufgetragenen Probenvolumina von 0.6 µl befanden sich ca. 5-20 pmol der zu unter-

suchenden Verbindung (Dünnschicht-Technik).

Allgemeine Arbeitsvorschr iften

AAV 1 Acetylierung

Die Verbindung wird in trockenem Pyridin (60 ml) gelöst und mit Essigsäureanhydrid

(5 Äquivalente pro OH-Funktion) versetzt. Nach vollständiger Reaktion (TLC-Kontrolle)

wird das Pyridin im Vakuum abdestilliert, wiederholt mit Toluol codestilliert und die

Produkte flashchromatographisch an Kieselgel gereinigt.
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AAV 2 Deacetylierung

Die zu deacetylierende Verbindung wird in abs. Methanol (80 ml) gelöst, mit einer 1 M

methanolischer NaOMe-Lösung auf einen pH von 8-9 eingestellt und bei RT gerührt. Nach

vollständiger Reaktion (TLC-Kontrolle) wird mit Levatit 1080 H+ Ionentauscherharz

neutralisiert, filtriert und im Vakuum eingeengt. Wegen der hohen Reinheit der Produkte

kann in vielen Fällen auf eine weitere chromatographische Reinigung verzichtet werden.

AAV 3 Tosylierung

Die Verbindung wird in wenig abs. Pyridin gelöst und auf 0°C gekühlt. Anschließend wird

Tosylchlorid (1.1 eq., gelöst in Pyridin) zugetropft. Die Reaktionslösung wird langsam auf

RT erwärmt. Nach beendeter Reaktion (TLC-Kontrolle) wird nach Zugabe von 150 ml

H2O dreimal mit Ethylacetat (100 ml) ausgeschüttelt, die organische Phase mit 5%iger

HCl, nachfolgend mit H2O gewaschen über MgSO4 getrocknet. Nach Filtration wird im

Vakuum konzentriert. Die flashchromatographische Reinigung erfolgt mit dem jeweils

angegebenen Laufmittelgemisch.

AAV 4 Nucleophile Substitution der  Tosylgruppe durch Azid

Die Substanz wird mit Natriumazid (5 mol eq.) in wenig abs. DMF gelöst und bei 80°C

gerührt. Nach beendeter Reaktion (TLC-Kontrolle) wird im Vakuum bis fast zur Trockene

konzentriert, der Rückstand in Ethylacetat aufgenommen, mit Wasser gewaschen, über

MgSO4 getrocknet, nach Filtration im Vakuum konzentriert und anschließend flash-

chromatographisch gereinigt.

AAV 5 Hydr ierung von Aziden

Die Substanz wird mit 10 Gew.% (bezogen auf die eingewogene Substanz) Pd/C-Kataly-

sator (10%ig auf Aktivkohle) in Ethylacetat-Ethanol suspendiert und bei Normaldruck

hydriert. Nach beendeter Reaktion (TLC-Kontrolle) wird über Celite abfiltriert, mit Ethyl-

acetat-Ethanol nachgewaschen und das Filtrat im Vakuum konzentriert. Die flashchroma-

tographische Reinigung erfolgt mit dem jeweils angegebenen Eluenten.
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Nitrotr is-[2-(tbutoxycarbonyl)-ethyl]-methan (1)

O

O

O

O

O
O

O2N

Zu einer unter Rückfluß gerührten Lösung von 6.1 g (100 mmol) Nitromethan, 1 ml Triton

B (40% wässr. Trimethylbenzylammoniumhydroxid in MeOH) in 20 ml DME werden bei

einer Temperatur zwischen 65-70°C tropfenweise 39.7 g (310 mmol) Acrylsäure-tbutyl-

ester zugegeben. Die Innentemperatur wird durch Zugabe von zweimal je 1 ml Triton B

zwischen 70-80°C gehalten, anschließend wird für 1 h bei 70-75°C weitergerührt. Nach

dem Abdestillieren der Lösungsmittel wird in 200 ml CH2Cl2 aufgenommen, mit 10%iger

HCl (50 ml) und dreimal mit ges. NaCl gewaschen, über MgSO4 getrocknet, filtriert und

im Vakuum konzentriert. Rohes Nitrotris-[2-(tbutoxycarbonyl)-ethyl]-methan (1) (33.16 g

(74.4 mmol)) wird durch dreimaliges Umkristallisieren aus Methanol in 74%iger Ausbeute

in Form weißer Mikrokristalle erhalten.

mp 97-99 °C; Lit., 120 98-100°C;
1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 2.21 (mc, 12 H, CH2); 1.44 (s, 27 H, CH3) ppm;
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 171.06 (C=O); 92.19 (C-NO2); 81.13 (CCH3); 30.36

(CqCH2); 29.80 (CH2C=O); 28.02 (CH3) ppm.

4-(2-Carboxyethyl)-4-nitro-heptan-1,7-disäure (2)

O2N

O
OH

O

OH

O

OH

C22H39NO8

MW 445.55

C10H15O8N

MW 277.23
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7 g (15.7 mmol) Nitrotris-[2-(tbutoxycarbonyl)-ethyl]-methan werden in 50 ml 98%iger

Ameisensäure über Nacht bei RT gerührt. Nach der Konzentrierung im Vakuum wird

fünfmal mit Toluol koevaporiert und der Rückstand fünfmal mit warmem Aceton

extrahiert. Das Lösungsmittel wird im Vakuum abdestilliert und der Rückstand in 10%iger

NaOH gelöst. Ansäuern mit konz. HCl ergibt 4-(2-Carboxyethyl)-4-nitro-heptan-1,7-di-

säure (2) als Niederschlag, der mit EtOH, dann mit Et2O gewaschen wird. Es wurden 4.0 g

(14.4 mmol, 92%) 4-(2-Carboxyethyl)-4-nitro-heptan-1,7-disäure (2) als feiner, weiß-

kristalliner Feststoff erhalten.

mp: 184 °C; Lit., 66 183.0-185.5°C;
1H-NMR (400 MHz, D2O): δ = 2.36-2.20 (m 12 H, CH2CH2COOH) ppm;
13C-NMR (100.67 MHz, [D4]-MeOH): δ = 175.80 (COOH); 94.05 (C-NO2); 31.66

(CH2CH2COOH); 29.64 (CH2CH2COOH) ppm.

4-Nitro-4-(3-hydroxypropyl)-heptan-1,7-diol (3)

O2N

OH

OH

OH

3.08 g (11.109 mmol, 2 Wochen im Ölpumpenvakuum bei 80-100°C getrocknet) 4-(2-

Carboxyethyl)-4-nitroheptan-1,7-disäure (2) werden in 65 ml abs. THF unter N2-Atmo-

sphäre gelöst und mit Eis-Salzwasser gekühlt. Anschließend werden bei -5 bis 0°C 37 ml

einer 1 M BH3⋅THF-Lösung während 1.5 h portionsweise zugetropft (37 mmol, 10%iger

Überschuß). Es wird auf RT erwärmt und für weitere 2 h gerührt, bevor durch Zugabe von

200-300 µl Wasser hydrolysiert wird. Das Lösungsmittel wird zu 2/3 im Vakuum abdestil-

liert, 90 ml ges. NaHCO3-Lösung zugegeben und im Ölpumpenvakuum konzentriert. Der

Rückstand wird fünfmal mit je 50 ml siedendem 3 : 1 i-PrOH-EtOH extrahiert und das

erhaltende Rohprodukt wird nach Abdestillation des Lösungsmittels flashchromato-

graphisch (3 : 2 Toluol-MeOH) gereinigt. Es konnten 2.58 g (11.0 mmol, quant.) 4-Nitro-

4-(3-hydroxypropyl)-heptan-1,7-diol (3) als farbloser Sirup, der nach 3 Tagen kristallisiert,

erhalten werden.

C10H21NO5

MW 235.28
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TLC (3 : 2 Toluol-MeOH): Rf = 0.58 (H2SO4); mp 82-84°C; Lit., 66 Sirup;
1H-NMR (400 MHz, D2O): δ = 3.51 (t, 6 H, CH2OH, 3J = 6.1 Hz); 1.93 (mc, 6 H,

CH2CH2CH2OH); 1.37 (mc, 6 H, CH2CH2CH2OH) ppm;
13C-NMR (100.67 MHz, D2O): δ = 95.74 (CNO2); 61.60 (CH2OH); 31.87

(CH2CH2CH2OH); 26.15 (CH2CH2CH2OH) ppm.

Aminotr is-(4-cyano-2-oxo-butyl)-methan (5)

O

O

O

H2N

CN

CN

CN

Zu einer Lösung von 630 mg NaOH (15.8 mmol) in 10 ml Wasser werden 10 g TRIS (82.6

mmol) und 6 ml Dioxan zugefügt und bei RT gerührt. Anschließend werden 14.2 g Acryl-

nitril (268 mmol) zugegeben (Eiswasserkühlung bei starker Erwärmung) und bei RT über

Nacht gerührt. Nach Zugabe von 100 ml CH2Cl2 wird die organische Phase dreimal mit je

100 ml Wasser gewaschen, über MgSO4 getrocknet und die Lösungsmittel im Vakuum

abdestilliert. Nach flashchromatographischer Reinigung (Laufmittel: 1. Ethylacetat; 2.

7 : 3 Ethylacetat-MeOH) konnten 14.39 g Aminotris-(4-cyano-2-oxo-butyl)-methan (5)

(51.3 mmol, 62%) als farbloser Sirup erhalten werden.

TLC: Rf (7 : 3 Ethylacetat-MeOH). = 0.30 (UV, KMnO4);

IR: ν [cm-1] 3379 (-CN); 2251 (NH2);
1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 3.70 (t, 6 H, OCH2CH2, 

3J = 6.1 Hz); 3.45 (s, 6 H,

CH2OCH2CH2); 2.62 (t, 6 H, CH2CN); 1.74 (s, 2 H, NH2) ppm;
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 117.86 (CN); 72.32 (OCH2CH2); 65.59

(CH2OCH2CH2); 55.96 (C-NH2); 18.62 (CH2CN) ppm.

C13H20N4O3

MW 280.33
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Aminotr is-(2-oxo-4-cyano-butyl)-N-tr ifluoracetyl-methan (6)

O

O

O

F3CCOHN

CN

CN

CN

7.86 g (28.04 mmol) Aminotris-(4-cyano-2-oxo-butyl)-methan (5) werden mit 18.2 g

(180 mmol) Et3N in 100 ml abs. CH2Cl2 auf -10°C gekühlt. Während 20 min werden

12.5 ml TFA-Anhydrid (18.9 g; 90 mmol) in 50 ml abs. CH2Cl2 unter N2-Atmosphäre

zugetropft und 30 min bei -10°C, dann 2 h bei RT gerührt. Nach dem Quenchen mit

Phosphat-Puffer pH 7 (8.3 g (60 mmol) NaH2PO4⋅H2O, 10.44 g (60 mmol) K2HPO4 in 150

ml H2O) und Zugabe von 400 ml MeOH wird 30 min bei RT gerührt und im Vakuum

konzentriert. Der Rückstand wird mit 2 N HCl (100 ml) angesäuert, mit 100 ml ges. NaCl

versetzt und dreimal mit Et2O (100 ml) ausgeschüttelt. Die organische Phase wird mit 100

ml 5%iger NaHCO3-Lösung, mit 100 ml 1 N HCl, dann mit 100 ml ges. NaCl gewaschen,

über MgSO4 getrocknet und im Vakuum konzentriert. Flashchromatographische Reinigung

(7 : 3 Ethylacetat-MeOH) ergab 10.8 g (28 mmol; quant.) Aminotris-(2-oxo-4-cyano-

butyl)-N-trifluoracetyl-methan (6) als braunen Sirup.

TLC (7 : 3 Ethylacetat-MeOH): Rf = 0.80 (UV, KMnO4);
1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 6.60 (s, 1 H, C=ONH); 3.87 (s, 6 H, CH2OCH2CH2);

3.71 (t, 6 H, CH2CH2CN, 3J = 6.1 Hz); 2.63 (t, 6 H, CH2CN, 3J = 6.1 Hz) ppm;
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 156.75 (q, F3CCO, 2JC, F = 37 Hz); 117.62 (CN);

115.28 (q, F3C, 1JC, F = 289.0 Hz); 68.19 (CH2CH2CN); 65.67 (CH2OCH2CH2); 60.45

(NH-Cq); 18.60 (CH2CN) ppm.

Eine Elementaranalyse wurde nicht angefertigt.

C15H19O4N4F3

MW 376.34
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Aminotr is-(4-carboxy-2-oxo-butyl)-methan⋅H2SO4 (7)

O

O

O

HSO4H3N

COOH

COOH

COOH

5.36 g (19.12 mmol) Aminotris-(4-cyano-2-oxo-butyl)-methan werden mit 23.53 g

Ba(OH)2⋅8 H2O (74.57 mmol; 3.9 eq.) in 50 ml H2O bei  70-80°C  3 Wochen unter Rück-

fluß gerührt, bis kein NH3 mehr entweicht. Bei einer Temperatur zwischen 40-50°C

werden 5 ml 50%ig konz. H2SO4 (90 mmol H+) zugefügt und 30 min gerührt. Nach der

Filtration über Celite werden zur Vervollständigung der Fällung 6.66 ml 50%ig H2SO4

(120 mmol H+) zugegeben und erneut filtriert. Die Konzentrierung im Vakuum ergibt

9.13 g eines hellorangeroten Sirups, dessen Reinigung zu Aminotris-(4-carboxy-2-oxo-

butyl)-methan⋅H2SO4 (7) nicht gelang. Aus dem Integrationverhältnis im 1H-NMR-

Spektrum kann auf ein Produktanteil von ca. 30% geschlossen werden.

1H-NMR (400 MHz, D2O): δ = 3.64 (t, 6 H, OCH2CH2, 
3J = 6.1 Hz); 3.50 (s, 6 H,

CH2OCH2CH2); 2.53 (t, 6 H, CH2COOH, 3J = 6.1 Hz) ppm;
13C-NMR (100.67 MHz, D2O): δ = 176.66 (COOH); 68.34 (OCH2CH2); 67.26

(CH2OCH2CH2); 59.92 (C-NH3
+); 34.70 (CH2COOH) ppm.

1-O-(2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-α-D-mannopyranosyl)-tr ichloracetimidat (15)

OBnO
BnO

OBn

O CCl3

OBn

NH

2.13 g (3.94 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-D-mannopyranose (14) werden mit 3.99 g

(27.6 mmol, 7 eq.) Trichloracetonitril in 30 ml abs. CH2Cl2 unter Rühren bei RT gelöst.

Die Reaktion wird durch Zugabe von 2 Tropfen DBU gestartet. Nach 2 h erfolgt die

Konzentrierung im Vakuum. Die flashchromatographische Reinigung (10 : 1 Toluol-

C13H25O13NS

MW 435.40

C36H36O6NCl3

MW 685.04
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Ethylacetat) ergab 2.60 g (3.80 mmol, 96%) 1-O-(2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-α-D-

mannopyranosyl)-trichloracetimidat (15) als farblosen Sirup.

TLC (3 : 1 Toluol- Ethylacetat): Rf = 0.77 (UV, H2SO4); [α]D
20 = +36.3° (c 1.38, CHCl3);

Lit.,68 +39 °,72 +29.7 °(c 0.7, CHCl3);
1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.52 (s, 1 H, NH); 7.41-7.19 (m, 20 H, aryl-CH); 6.37 (d,

1 H, H-1); 4.89 (d, 2 H, benzyl-CH2); 4.77-4.51 (m, 6 H, benzyl-CH2); 4.15 (dd ≈ t, 1 H,

H-4); 3.97 (ddd, 1 H, H-5); 3.93 (dd, 1 H, H-3); 3.87 (dd, 1 H, H-2); 3.82 (dd, 1 H, H-6);

3.73 (dd, 1 H, H-6') ppm;

J1,2 = 2.0; J2,3 = 3.1; J3,4 = 9.7; J4,5 = 9.7; J5,6 = 4.6; J5,6’  = 2.0; J6, 6’ = 11.2 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 160.47 (C=NH); 138.35, 138.30, 138.14, 137.96 (4

aryl-Cq); 128.39-127.48 (m, 20 aryl-C); 96.14 (C-1); 91.03 (CCl3); 78.95, 74.87, 74.25,

73.59 (C-2, -3, -4, -5); 75.33, 73.40, 72.66, 72.35 (4 benzyl-CH2); 68.82 (C-6) ppm.

1-O-Allyl-(2,3,4,6-tetra-O-benzyl)-α-D-mannopyranosid (17)

O
OBn

O

BnO

BnO

OBn

H3

H3‘
1

2

Zu 188 ml Allylalkohol (100.3 g, 1.73 mol) werden bei 0°C portionsweise 15 ml

(0.21 mol) Acetylchlorid getropft und nach 1 h 15 g (83.26 mmol) D-Mannose zugefügt.

Der Ansatz wird unter Rückfluß 2 ½ h bei 70°C, dann über Nacht bei 40°C gerührt. Nach

der Neutralisation mit festem NaHCO3 wird über Celite filtriert und im Vakuum konzen-

triert. Anschließend wird mehrfach mit Toluol codestilliert, bevor 24.96 g des braunen

Sirups (16) ohne weitere Aufreinigung benzyliert werden.

TLC (Ethylacetat : MeOH = 9 : 1 v/v): Rf = 0.34 (16, H2SO4)

Zur Benzylierung wird das Rohprodukt in 300 ml 33%iger NaOH (w/w, 2.48 mol, 30 eq.)

bei 55°C gelöst, anschließend werden 32 g (119.2 mmol) TBAB zugegeben, 84.3 g (76.7

ml, 666 mmol, 8 eq.) Benzylchlorid über 1 h zugetropft und 4.5 h bei 55°C, dann über

Nacht bei RT gerührt. Nach der Zugabe von 200 ml Toluol wird mit Wasser neutral

C37H40O6

MW 580.72
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gewaschen und im Vakuum konzentriert. Die flashchromatographische Reinigung (35 : 1

Toluol-Ethylacetat) ergab 36.42 g (63 mmol, 75%)1-O-Allyl 2,3,4,6-tetra-O-benzyl-α-D-

mannopyranosid (17) als farblosen Sirup.

TLC (35 : 1 Toluol-Ethylacetat): Rf = 0.24 (UV, H2SO4); [α]D
20 = +27.6° (c 1.2, CHCl3);

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 7.38-7.23 (m, 20 H, aryl-CH); 5.84 (dddd, 1 H,

OCH2CHCH2); 5.21 (ddd, 1 H, OCH2CHCH2); 5.14 (ddd, 1 H, OCH2CHCH2); 4.93 (d, 1

H, H-1); 4.88 (d, 1 H, benzyl-CH2, 
2J = 10.7 Hz); 4.76-4.49 (m, 7 H, benzyl-CH2); 4.16

(dddd, 1 H, OCH2CHCH2); 4.00 (dd ≈ t, 1 H, H-4); 3.95-3.92 (m, 2 H, OCH2CHCH2, H-

3); 3.81 (dd, 1 H, H-2); 3.79-3.71 (m, 3 H, H-6, -5, -6') ppm;

J1,2 = 1.3; J2,3 = 3.2; J3,4 = 8.8; J4,5 = 8.8 Hz;

Allylsubstituent:

J1,1’ = 13.2; J1,2 = 5.7; J1’,2 = 6.3; J2,3 = 17.0; J2,3’ = 10.7; J3,3’ = 1.3 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 138.54, 138.46, 138.40, 138.35, (4 aryl-Cq); 133.78

(OCH2CHCH2); 128.31-127.43 (aryl-CH); 117.17 (OCH2CHCH2); 97.08 (C-1); 80.23 (C-

3); 75.12 (benzyl-CH2); 74.96 (C-4); 74.68 (C-2); 73.32, 72.57, 72.15 (3 benzyl-CH2);

71.87 (C-5); 69.26 (C-6); 67.78 (OCH2CHCH2) ppm.

Methyl-6-tosyl-α-D-mannopyranosid (18)

O
OH

HO
HO

OCH3

OTs

15.2 g Methyl-α-D-mannopyranosid (77.87 mmol) werden in 60 ml abs. Pyridin nach

AAV 3 tosyliert. Die flashchromatographische Reinigung (25 : 1 Toluol-Ethylacetat) ergab

24.75 g (71.1 mmol, 91%) Methyl-6-tosyl-α-D-mannopyranosid (18) als farblosen Sirup.

TLC (1 : 1 Aceton-Toluol): Rf = 0.31 (UV, H2SO4); [α]D
20 = +87.1° (c 0.5, CHCl3);

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.80 (d, 2 H, aryl-CH, 3J = 8.1 Hz); 7.32 (d, 2 H, aryl-

CH, 3J = 8.1 Hz); 4.65 (d, 1 H, H-1); 4.33 (dd, 1 H, H-6); 4.28 (dd, 1 H, H-6'); 3.91 (d, 1

H, H-2); 3.75-3.71 (m, 3 H, H-3, -5, -4); 3.28 (s, 3 H, OCH3); 2.42 (s, 3 H, tosyl-CH3)

ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J5,6 = 6.6; J5,6’  = 3.1; J6, 6’ = 11.2 Hz;

C14H20O8S

MW 348.37
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13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 144.95 (aryl-SO3-Cq); 132.67 (aryl-CH3); 129.87,

128.00 (2 aryl-CH); 100.94 (C-1); 71.32, 70.94, 70.00, 67.04 (C-2, -3, -4, -5), 69.59 (C-6);

55.02 (OCH3); 21.60 (aryl-CH3) ppm.

Methyl-2,3,4-tr i-O-benzoyl-6-desoxy-6-tosyl-α-D-mannopyranosid (19)

O
OBz

BzO
BzO

OCH3

OTs

Zu einer Lösung des ungeschützten Mannosides 18 (5.51 g, 15.82 mmol) und 10 mg

DMAP in 100 ml abs. Pyridin werden 11 ml Benzoylchlorid (94.6 mmol) innerhalb von

30 min bei –25°C zugetropft und über Nacht bei RT gerührt. Nach der Konzentration im

Vakuum wird in 200 ml Ethylacetat aufgenommen, dreimal mit 5%iger HCl, nachfolgend

mit ges. NaCl gewaschen und die organische Phase über MgSO4 getrocknet. Nach

Filtration und Einengen ergab die flashchromatographische Reinigung (25 : 1 Toluol-

Ethylacetat) 9.0 g (13.62 mmol, 86%) Methyl-2,3,4-tri-O-benzoyl-6-desoxy-6-tosyl-α-D-

mannopyranosid (19) als weißen kristallinen Feststoff.

TLC (5 : 1 Toluol-Ethylacetat): Rf = 0.70 (UV, H2SO4);

mp 195-199 °C; Lit., 121 205-206 °C; [α]D
20 -83.4°(c 1.0, CHCl3); Lit.,121 –105.8 °(c 2.8);

1H-NMR (400 MHz, CDCl3):δ = 8.07, 7.88, 7.80, 7.73 (4 d, je 2 H, aryl-CH, 3J 8.14 = Hz),

7.65-7.18 (m, 11 H, aryl-CH); 5.82 (dd, 1 H, H-3); 5.76 (dd ≈ t, 1 H, H-4); 5.61 (dd, 1 H,

H-2); 4.90 (d, 1 H, H-1); 4.31-4.23 (m, 3 H, H-5, -6, -6'); 3.48 (s, 3 H, OCH3); 2.33 (s, 3 H,

tosyl-CH3) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.1; J3,4 = 9.8; J4,5 = 9.5 Hz; J6,6’ = 14.2 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz; CDCl3) :δ = 165.43, 165.38, 165.33 (3 C=O), 144.77 (Cq-SO2),

133.54-125.77 (23 C, aryl-C), 98.50 (C-1), 70.29, 69.75, 68.72 (C-2, -3, -4), 68.36 (C-6),

66.83 (C-5), 55.62 (OCH3), 21.57 (tosyl-CH3) ppm;

m/z (FAB MS) 661 (M++H. Ber. für C35H33O11S: 661.17).

C35H32O11S

MW 660.69
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Methyl-6-azido-2,3,4-tr i-O-benzoyl-6-desoxy-α-D-mannopyranosid (20)

O
OBz

BzO
BzO

OCH3

N3

Eine Suspension von 6.48 g (9.81 mmol) Methyl-2,3,4-tri-O-benzoyl-6-tosyl-α-D-manno-

pyranosid (19) und 1.70 g (26.15 mmol) NaN3 in 50 ml abs. DMF wird 4 h bei 80°C unter

Rückfluß erhitzt. Vom überschüssigem NaN3 und NaOTs wird abfiltriert und die Lösungs-

mittel werden im Vakuum abdestilliert. Nach der flashchromatographischen Reinigung

(5 : 1 Petrolether-Ethylacetat) konnten 4.60 g (8.65 mmol, 88%) Methyl-6-azido-6-desoxy-

2,3,4-tri-O-benzoyl-α-D-mannopyranosid als weißer amorpher Feststoff isoliert werden.

TLC (5 : 1 Petrolether-Ethylacetat): Rf = 0.21 (UV, H2SO4);

mp 109-111 °C; Lit., 74 111-112 °C;

ν [cm-1] 2104 (N3); [α]D
20 = -92.7° (c 1.05, CHCl3); Lit.,74 –93 °(c 1.0 in CHCl3);

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.11 (d, 2H, aryl-CH, 3J 8.1 = Hz); 7.96 (d, 2 H, aryl-CH,
3J 8.1 = Hz); 7.82 (d, 2 H, aryl-CH, 3J 8.1 = Hz); 7.64-7.24 (m, 9 H, aryl-CH); 5.88 (dd, 1

H, H-3); 5.85 (dd ≈ t, 1 H, H-4); 5.68 (dd, 1 H, H-2); 5.00 (d, 1 H, H-1); 4.25 (ddd, 1 H, H-

5); 3.56 (s, 3 H, OCH3); 3.54 (dd, 1 H, H-6); 3.45 (dd, 1 H, H-6') ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 9.7; J4,5 = 10.2; J5,6 = 6.6; J5,6’  = 2.5; J6, 6’ = 13.2 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 165.58, 165.49, 165.38 (3 C=O); 133.56-128.26 (m,

18 C, aryl-Cq, aryl-CH); 98.62 (C-1); 70.34, 70.27, 69.64, 67.81 (C-2, -3, -4, -5); 55.66

(OCH3); 51.27 (C-6) ppm;

m/z (FAB MS) 532 (M++H. Ber. für C28H26O8N3: 532.17).

Methyl-6-amino-2,3,4-tr i-O-benzoyl-6-desoxy-α-D-mannopyranosid (21)

O
OBz

BzO
BzO

OCH3

NH2

1.40 g (2.64 mmol) Methyl-6-azido-2,3,4-tri-O-benzoyl-6-desoxy-α-D-mannopyranosid

werden in 20 ml 1 : 1 Ethylacetat-EtOH mit 200 mg Pd/C (10%ig) bei Normaldruck

C28H25O8N3

MW 531.52

C28H27O8N

MW 505.52
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hydriert. Nach Beendigung der Reaktion (ca. 3.5 h) wird über Celite filtriert und das Filtrat

im Vakuum konzentriert. Die flashchromatograpische Reinigung (5 : 1 Toluol-Aceton)

ergab 1.19 g (2.35 mmol, 89%) Methyl-6-amino-2,3,4-tri-O-benzoyl-6-desoxy-α-D-

mannopyranosid (21) als farblosen Sirup.

TLC (5 : 1 Toluol-Aceton): Rf = 0.12 (UV, H2SO4); [α]D
20 = -51.7° (c 0.89, CHCl3);

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.13-7.23 (m, 15 H, aryl-CH); 5.92 (dd, 1 H, H-3); 5.83

(dd ≈ t, 1 H, H-4); 5.67 (dd, 1 H, H-2); 4.97 (d, 1 H, H-1); 4.02 (ddd, 1 H, H-5); 3.52 (s, 3

H, OCH3); 3.00-2.90 (m, 2 H, H-6, H-6'); 1.54 (br s, 1 H, NH) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 10.2; J4,5 = 10.2; J5,6’ = 3.6; J5,6’  = 6.6 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 165.96, 165.48, 165.42 (3 C=O); 133.48, 133.43,

133.07 (3 aryl-CH); 129.93-128.19 (m, 15 C, aryl-CH, aryl-Cq); 98.58 (C-1); 71.36, 70.64,

69.84, 67.63 (C-2, -3, -4, -5); 55.35 (OCH3); 42.54 (C-6) ppm;

m/z (FAB MS) 506.6 (M++H. Ber. für C28H28O8N: 506.2).

Methyl-2,3,4-tr i-O-benzoyl-6-desoxy-6-isothiocyanato-α-D-mannopyranosid (22)

O
OBz

BzO
BzO

OCH3

NCS

0.50 g (0.9407 mmol) Methyl-6-azido-2,3,4-tri-O-benzoyl-6-desoxy-α-D-mannopyranosid

(20) werden mit 3.3 ml CS2 (4.16 g, 0.055 mmol) und 0.8 ml Triethylphosphit (0.77 g,

4.6 mmol) in 10 ml abs. Toluol gelöst und unter Rückfluß 10 h bei 80°C gerührt. Nach

Zugabe von 4 ml H2O wird der Ansatz bei RT über Nacht belassen. Es wird dreimal mit

CH2Cl2 extrahiert (50 ml), anschließend mit 2 N H2SO4, nachfolgend mit ges. NaCl

gewaschen, über MgSO4 getrocknet, filtriert und im Vakuum konzentriert. Die flash-

chromatographische Reinigung (4 : 1 Petrolether-Ethylacetat) ergaben 474 mg (0.87 mmol,

92%) Methyl-2,3,4-tri-O-benzoyl-6-desoxy-6-isothiocyanato-α-D-mannopyranosid (22)

als weißen amorphen Feststoff.

TLC (2 : 1 Petrolether : Ethylacetat): Rf = 0.41 (UV, H2SO4);

mp 227°C; IR: ν [cm-1] 2114 (NCS); [α]D
20 = -29.6 (c 1.0, CHCl3);

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.15-7.24 (m, 15 H, aryl-CH); 5.90 (dd, 1 H, H-3); 5.82

C29H25O8NS

MW 547.58
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(dd ≈ t, 1 H, H-4); 5.70 (dd, 1 H, H-2); 5.02 (d, 1 H, H-1); 4.25 (ddd, 1 H, H-5); 3.81 (dd, 1

H, H-6); 3.76 (dd, 1 H, H-6’); 3.58 (s, 3 H, OCH3) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.1; J3,4 = 10.2; J4,5 = 10.2; J5,6 = 5.6; J5,6’  = 3.6; J6, 6’ = 14.8 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 165.55, 165.45, 165.36 (3 C=O); 133.71-128.28 (18

aryl-CH, aryl-Cq); 98.85 (C-1); 70.10 (C-2); 69.45 (C-3); 69.29 (C-5); 67.73 (C-4); 56.00

(OCH3); 46.18 (C-6) ppm (wegen der langen Relaxationszeit des NCS-Kohlenstoffes fehlt

dessen Signal);

m/z (EI-MS) 548 (M++H. Ber. für C29H26O8NS: 548.14).

Methyl-2,3,6-tr i-O-acetyl-6-azido-6-desoxy-α-D-mannopyranosid (23)

O
OAc

AcO
AcO

OCH3

N3

1.59 g (2.99 mmol) Methyl-6-azido-2,3,6-tri-O-benzoyl-6-desoxy-α-D-mannopyranosid

(20) werden nach AAV 2 deacetyliert und nach AAV 1 acetyliert. Die flashchromato-

graphische Reinigung (25 : 1 Toluol-Ethylacetat) ergab 930 mg (2.69 mmol, 90%) Methyl-

2,3,6-tri-O-acetyl-6-azido-6-desoxy-α-D-mannopyranosid (23) als farblosen Sirup.

TLC (5 : 1 Toluol-Ethylacetat): Rf = 0.30 (UV, H2SO4);

[α]D
20 = +80.8° (c 1.50; CHCl3), Lit.,122 +63° (c 1, CHCl3);

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 5.33 (dd, 1 H, H-3); 5.31 (dd ≈ t, 1 H, H-4); 5.24 (dd, 1

H, H-2); 4.73 (d, 1 H, H-1); 3.94 (ddd, 1 H, H-5); 3.45 (s, 3 H, OCH3); 3.38 (dd, 1 H, H-6);

.3.29 (dd, 1 H, H-6'); 2.16, 2.05, 2.00 (s, je 3 H, COCH3) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 9.7; J4,5 = 10.2; J5,6 = 7.1; J5,6’  = 2.6; J6, 6’ = 13.2 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 169.97, 169.80, 169.77 (3 CO); 98.36 (C-1); 69.87,

69.40, 68.75, 67.12 (C-2, -3, -4, -5); 55.37 (OCH3); 51.02 (C-6); 20.81, 20.62, 20.59 (3

COCH3) ppm.

C13H19O8N3

MW 345.31
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Methyl-2,3,4-tr i-O-acetyl-6-desoxy-6-isothiocyanato-α-D-mannopyranosid (24)

O
OAc

AcO
AcO

OCH3

NCS

898 mg (2.60 mmol) Methyl-2,3,4-tri-O-acetyl-6-azido-6-desoxy-α-D-mannopyranosid

(23) werden mit 6 ml CS2 (7.6 g, 0.10 mol) und 1.4 ml (1.34 g, 8.06 mmol) Triethyl-

phosphit in 14 ml abs. Toluol gelöst und 6 h unter Feuchtigkeitsausschluß bei 80°C unter

Rückfluß gerührt. Anschließend wird nach Zugabe von 50 ml Wasser 12 h bei RT

belassen. Die wässr. Phase wird dreimal mit CH2Cl2 extrahiert, mit 2 N H2SO4, dann mit

ges. NaCl gewaschen, über MgSO4 getrocknet, filtriert und im Vakuum konzentriert. Die

flashchromatographische Reinigung (5 : 1 Toluol-Ethylacetat) ergab 820 mg (2.27 mmol,

87%) Methyl-2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-6-isothiocyanato-α-D-mannopyranosid (24) als

weißen Feststoff.

TLC (2 : 1 Toluol-Ethylacetat): Rf = 0.47 (UV, H2SO4);

mp 120-121.5 °C, Lit., 76 114-115°C;

[α]D
20 = +70.1° (c 0.95, CHCl3); Lit.,76 +62 °(c 1.1, CHCl3);

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 5.35 (dd, 1 H, H-3); 5.23 (dd, 1 H, H-2); 5.21 (dd ≈ t, 1

H, H-4); 4.75 (d, 1 H, H-1); 3.95 (ddd, 1 H, H-5); 3.62 (m, 2 H, H-6, -6'); 3.46 (s, 3 H,

OCH3); 2.18, 2.07, 2.00 (3 s, je 3 H, 3 COCH3) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 10.2; J4,5 = 9.7 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 170.04, 169.85, 169.80 (3 C=O); 98.54 (C-1); 69.32

(C-2); 69.06 (C-5); 68.61 (C-3); 67.28 (C-4); 55.79 (OCH3); 46.18 (C-6); 20.89, 20.67,

20.64 (3 COCH3) ppm (wegen der langen Relaxationszeit des NCS-Kohlenstoffes fehlt

dessen Signal);

C14H19O8NS (361.37): Ber. C 46.53, H 5.30, N 3.88, S 8.87

Gef. C 46.55, H 5.31, N 3.86, S 8.84

C14H19O8NS

MW 361.37
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Methyl-6-azido-6-desoxy-α-D-mannopyranosid (25)

O
OH

HO
HO

OCH3

N3

Synthese nach77,

6.12 g (17.5 mmol) Methyl-6-tosyl-α-D-mannopyranosid (18) werden mit 5.36 g

(82.5 mmol, 5 eq.) NaN3 in 50 ml abs. DMF bei 80°C 18 h unter Rückfluß erhitzt. Nach

Beendigung der Reaktion (TLC) wird die Suspension im Vakuum bis zur Trockene einge-

dampft und der Rückstand in Ethylacetat aufgenommen. Vom überschüssigem NaN3 und

NaOTs wird abfiltriert, im Vakuum konzentriert und der Rückstand flashchromato-

graphisch (19 : 1 Ethylacetat-MeOH) an Kieselgel gereinigt. Es konnten 3.85 g

(17.57 mmol, quant.) Methyl-6-azido-6-desoxy-α-D-mannopyranosid (25) als farblosen

Sirup isoliert werden.

TLC (7 : 3 n-PrOH-H2O + 1% NH3): Rf = 0.47 (H2SO4);

[α]D
20 = +63.4° (c 1.60, CHCl3); Lit.,123 +70°;

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 4.74 (br s, 1 H, H-1); 3.95 (br s, 1 H, H-2); 3.78 (mc, 1 H,

H-3); 3.69 (mc, 2 H, H-4, -6); 3.56 (br s, 2 H, H-5, -6'); 3.42 (s, 3 H, OCH3) ppm (Die

Signale für H-6 und H-6' können auch vertauscht sein);
13C-NMR (125.77 MHz, ): δ = 100.94 (C-1); 71.56 (C-3); 71.28 (C-4); 70.65 (C-2); 68.08

(C-5); 55.17 (OCH3); 51.29 (C-6) ppm.

Methyl-6-amino-6-desoxy-α-D-mannopyranosid (26)

O
OH

HO
HO

OCH3

NH2

1 g (4.25 mmol) Methyl-6-azido-6-desoxy-α-D-mannopyranosid werden mit 150 mg Pd/C

(10%) in 20 ml 1 : 1 Ethylacetat- abs. EtOH suspendiert und unter H2-Atmosphäre bei RT

gerührt. Nach Beendigung der Reaktion (TLC) wird der Katalysator über Celite abfiltriert

und im Vakuum konzentriert. Die säulenchromatographische Reinigung (9 : 1 MeOH-

C7H13O5N3

MW 219.20

C7H15O5N

MW 193.20
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Ethylacetat + 3% Pyridin) ergab 806 mg Methyl-6-amino-6-desoxy-α-D-mannopyranosid

(26) (4.17 mmol, 98%) als weißen amorphen Feststoff.

TLC (7 : 3 n-PrOH-H2O+ 1% NH3): Rf = 0.19 (H2SO4);

[α]D
20 = +89.2° (c 1.06, MeOH), Lit.,122 +78° (c 1.2, MeOH);

1H-NMR (400 MHz, [D4]-MeOH): δ = 4.67 (d, 1 H, H-1); 3.82 (dd, 1 H, H-2); 3.69 (dd, 1

H, H-3); 3.55 (dd ≈ t, 1 H, H-4); 3.47 (ddd, 1 H, H-5); 3.42 (s, 3 H, OCH3); 3.03 (dd, 1 H,

H-6'); 2.83 (dd, 1 H, H-6) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 9.2; J4,5 = 9.7; J5,6 = 6.6; J5,6’  = 3.1; J6, 6’ = 13.2 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, [D4]-MeOH): δ = 103.13 (C-1); 74.49 (C-5); 72.76 (C-3); 72.38

(C-2); 70.20 (C-4); 55.56 (OCH3); 43.95 (C-6) ppm;

m/z (EI-MS) 194 (M++H. Ber. für C7H16O5N: 194.10).

Methyl-6-desoxy-6-isothiocyanato-α-D-mannopyranosid (27)

O
OH

HO
HO

OCH3

NCS

Zu 280 mg (1.45 mmol) Methyl-6-amino-6-desoxy-α-D-mannopyranosid (26) gelöst in

20 ml 4 : 1 EtOH-H2O werden in Gegenwart von DIPEA (3.4 ml, 2.59 g, 20 mmol) mit

1.11 ml (1.68 g, 14.5 mmol, 10 eq.) Thiophosgen zugetropft und der Ansatz 12 h bei RT

gerührt. Nach der Konzentration im Vakuum wird flashchromatographisch (3 : 1 Toluol-

MeOH) gereinigt, um 327 mg (1.39 mmol, 96%) Methyl-6-desoxy-6-isothiocyanato-α-D-

mannopyranosid (27) als weißen amorphen Feststoff zu erhalten.

TLC (7 : 3 n-PrOH-H2O + 1% NH3): Rf = 0.65 (UV, H2SO4);

[α]D
20 = +73.2° (c 1.06, MeOH), Lit.,76 +71° (c 1.3, Aceton);

1H-NMR (400 MHz, [D4]-MeOH): δ = 4.71 (d, 1 H, H-1); 3.88 (dd, 1 H, H-6'); 3.84 (dd, 1

H, H-2); 3.77 (dd, 1 H, H-6); 3.68 (dd, 1 H, H-3); 3.66 (ddd, 1 H, H-5); 3.57 (dd ≈ t, 1 H,

H-4); 3.46 (s, 3 H, CH3) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.1; J3,4 = 9.2; J4,5 = 9.2; J5,6 = 7.1; J5,6’  = 2.5; J6, 6’ = 14.8 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, [D4]-MeOH): δ = 133.91 (Cq, NCS); 103.29 (C-1); 73.12 (C-5);

72.64 (C-3); 72.21 (C-2); 69.80 (C-4); 55.92 (OCH3); 47.83 (C-6) ppm;

C8H13O5NS

MW 235.25
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m/z (MALDI-TOF) 236.45 (M++H. Ber. für C8H14O5NS: 236.06), 258.44 (M++Na. Ber.

für C8H13O5NSNa: 258.04), 274.39 (M++K. Ber. für C8H13O5NSK: 274.02).

p-Nitrophenyl-6-tosyl-α-D-mannopyranosid (29)

O
OH

HO
HO

OpNP

OTs

3.64 g (12.08 mmol) p-Nitrophenyl-α-D-mannopyranosid (28) werden mit 2.76 g TsCl

(14.5 mmol, 1.2 mol eq.) nach AAV 3 tosyliert und das Rohprodukt flashchromato-

graphisch (9 : 1 Ethylacetat-Toluol) gereinigt, um 3.16 g (6.94 mmol, 57%) p-Nitrophenyl-

6-tosyl-α-D-mannopyranosid (29) als weißen amorphen Feststoff zu erhalten.

TLC (9 : 1 Ethylacetat-Toluol): Rf = 0.33 (UV, H2SO4);

[α]D
20 = +102.7 ° (c 1.30, MeOH);

1H-NMR (400 MHz, [D4]-MeOH): δ = 8.19 (d 2 H, pNP-CH, 3J = 9.2 Hz); 7.73 (d, 2 H,

tosyl-CH, 3J = 8.7 Hz); 7.41 (d, 2 H, tosyl-CH, 3J = 8.1 Hz); 7.19 (d, 2 H, pNP-CH, 3J =

9.2 Hz); 5.58 (d, 1 H, H-1); 4.36 (dd, 1 H, H-6'); 4.24 (dd, 1 H, H-6); 4.05 (dd, 1 H, H-2);

3.86 (dd, 1 H, H-3); 3.69 (dd ≈ t, 1 H, H-4); 3.64 (ddd, 1 H, H-5); 2.48 (s, 3 H, tosyl-CH3)

ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 8.7; J4,5 = 10.2; J5,6 = 6.6; J5,6’  = 1.5; J6, 6’ = 11.2 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, [D4]-MeOH): δ = 162.73, 146.78, 144.22, 134.72 (4 aryl-Cq);

131.22 (m-pNP-CH); 118.06 (o-pNP-CH); 129.30, 126.90 (2 tosyl-CH); 100.22 (C-1);

73.64, 72.43, 71.64, 68.09 (C-2, -3, -4, -5); 70.65 (C-6); 21.87 (tosyl-CH3) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 456.23 (M++H. Ber. für C19H22NO10S: 456.096), 478.22 (M++Na. Ber.

für C19H21NO10SNa: 478.078), 494.19 (M++K. Ber. für C19H21NO10SK: 494.052);

C19H21O10NS (455.44): Ber. C 50.11, H 4.65, N 3.08

Gef. C 50.14, H 4.68, N 3.04

C19H21NO10S

MW 455.44
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p-Nitrophenyl-6-azido-6-desoxy-α-D-mannopyranosid (30)

O
OH

HO
HO

OpNP

N3

1.67 g (3.667 mmol) p-Nitrophenyl-6-desoxy-6-tosyl-α-D-mannopyranosid (29) werden

mit 1.20 g (18.3 mmol, 5 mol eq.) NaN3 in 40 ml abs. DMF 8 h bei 70°C nach AAV 4

nucleophil substituiert. Die säulenchromatographische Reinigung (19 : 1 Ethylacetat-

Toluol) ergab 1.09 g (3.34 mmol, 91%) p-Nitrophenyl-6-azido-6-desoxy-α-D-manno-

pyranosid als weißen amorphen Feststoff.

TLC (19 : 1 Ethylacetat-Toluol): Rf = 0.21 (UV, H2SO4);

[α]D
20 = +63.7 (c 0.87, MeOH);

1H-NMR (400 MHz, [D4]-MeOH): δ = 8.26, 7.32 (2 d, je 2 H, aryl-CH, 3J = 9.2 Hz); 5.73

(d, 1 H, H-1); 4.11 (dd, 1 H, H-2); 3.92 (dd, 1 H, H-3); 3.75 (dd ≈ t, 1 H, H-4); 3.67 (ddd,

1 H, H-5); 3.47-3.46 (m, 2 H, H-6, -6') ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 9.2; J4,5 = 9.2; J5,6 = 5.1; J5,6’  = 4.1; J6, 6’ = 13.7 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, [D4]-MeOH): δ = 162.74 (i-aryl-Cq); 144.24 (p-aryl-Cq); 126.97,

(m-aryl-CH); 117.93 (o-aryl-CH); 100.06 (C-1); 75.49 (C-5); 72.34 (C-3); 71.72 (C-2);

69.33 (C-4); 53.02 (C-6) ppm;

m/z (FAB MS) 327 (M++H. Ber. für C12H15O7N4: 327.09).

p-Nitrophenyl-6-desoxy-6-isothiocyanato-α-D-mannopyranosid (31)

O
OH

HO
HO

OpNP

NCS

800 mg (2.45 mmol) p-Nitrophenyl-6-azido-6-desoxy-α-D-mannopyranosid (30) werden

mit 7.1 ml CS2 (0.12 mol, 8.98 g) und 1.7 ml (8.51 mmol, 1.41 g) Triethylphosphit in

25 ml abs. DME bei 80°C gelöst und 5 h unter Rückfluß erhitzt. Nach der Zugabe von

100 ml H2O wird 12 h bei RT belassen, anschließend erfolgt die dreimalige Extraktion der

wässr. Phase mit CH2Cl2 (100 ml, 50 ml, 50 ml). Waschen der vereinigten organischen

C12H14O7N4

MW 326.27

C13H14O7N2S

MW 342.32
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Phasen mit 2 N H2SO4, nachfolgend mit ges. wässr. NaCl, Trocknen über MgSO4,

Filtration, Konzentration im Vakuum und säulenchromatographische Reinigung (1 : 1

Toluol-Ethylacetat) ergaben 395 mg (1.15 mmol, 47% bez. auf eingesetztes Edukt, 76%

bez. auf umgesetztes Edukt) p-Nitrophenyl-6-desoxy-6-isothiocyanato-α-D-manno-

pyranosid (31) als weißen amorphen Feststoff. Es konnten 230 mg (0.71 mmol)

p-Nitrophenyl-6-azido-6-desoxy-α-D-mannopyranosid zurückgewonnen werden.

TLC (2 :1 Ethylacetat-Toluol): Rf = 0.74 (UV, H2SO4);

[α]D
20 = +85.2 °(c 0.86, MeOH);

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.24 (d, 2 H, aryl-CH, 3J = 9.16 Hz); 7.20 (d, 2 H, aryl-

CH, 3J = 9.16 Hz); 5.74 (d, 1 H, H-1); 4.56 (dd, 1 H, H-3); 4.24 (dd, 1 H, H-2); 4.21 (ddd,

1 H, H-5); 4.13 (dd, 2 H, H-6, -6'); 3.85 (dd ≈ t, 1 H, H-4) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.1; J3,4 = 9.7; J4,5 = 9.7; J5,6 = 7.1; J5,6’  = 2.5; J6, 6’ = 12.2 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 160.32 (i-aryl-Cq); 143.05 (p-aryl-Cq); 134.09 (NCS);

126.11 (m-aryl-CH); 116.36 (o-aryl-CH); 97.08 (C-1); 75.16 (C-3); 70.12 (C-2); 69.85 (C-

4); 65.89 (C-5); 65.75 (C-6) ppm;

m/z (FAB MS) 365 (M++Na. Ber. für C13H14O7N2SNa: 365.04).

p-Nitrophenyl 6-amino-6-desoxy-α-D-mannopyranosid (32)

O
OH

HO
HO

OpNP

NH2

335 mg (1.03 mmol) p-Nitrophenyl-6-azido-6-desoxy-α-D-mannopyranosid (30) werden

in 50 ml 4 : 1 THF-H2O gelöst und nach Zugabe von 350 mg (1.33 mmol, 1.3 eq.) PPh3 bei

45°C 12 h mit 1 g Kieselgel gerührt. Nach dem Einengen im Vakuum wird flashchromato-

graphisch (1.  19:1 Ethylacetat-Toluol +3% Pyridin; 2.  2:1 Ethylacetat-MeOH + 3% Pyri-

din; 3.  4:1 MeOH- Ethylacetat 3% Pyridin) gereinigt, um 302 mg (1.01 mmol, 98%) p-

Nitrophenyl-6-amino-6-desoxy-α-D-mannopyranosid (32) als gelblich amorphen Feststoff

zu erhalten.

TLC (7 : 3 n-PrOH : H2O + 1% NH3): Rf = 0.34 (UV, H2SO4);

[α]D
20 =  +82.8° (c 0.50, MeOH);

C12H16N2O7

MW 300.27
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1H-NMR (400 MHz, [D4]-MeOH): δ = 8.27 (d, 2 H, m-aryl-CH, 3J = 9.2 Hz), 7.32 (d, 2 H,

o-aryl-CH, 3J = 9.2 Hz); 5.71 (d, 1 H, H-1); 4.09 (dd, 1 H, H-2); 3.93 (dd, 1 H, H-3); 3.68

(dd ≈ t, 1 H, H-4); 3.49 (ddd, 1 H, H-5); 2.97 (dd, 1 H, H-6’); 2.82 (dd, 1 H, H-6) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 9.2; J4,5 = 9.7; J5,6 = 7.1; J5,6’  = 3.1; J6, 6’ = 13.2 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, [D4]-MeOH): δ = 162.92 (i-aryl-Cq); 144.17 (p-aryl-Cq); 127.07

(m-aryl-CH); 117.93 (o-aryl-CH); 100.18 (C-1); 76.18 (C-5); 72.41 (C-3); 71.86 (C-2);

69.83 (C-4); 43.87 (C-6) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 301.14 (M++H. Ber. für C12H17N2O7: 301.10), 323.12 (M++Na. Ber.

für C12H16N2O7Na: 323.09), 339.10 (M++K. Ber. für C12H16N2O7K: 339.06).

p-Nitrobenzyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosid (33)

OAcO
AcO

O

OAc

NO2

OAc

1.03 g (2.08 mmol, 1.3 eq.) 1-O-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosyl)-trichlor-

acetimidat (11) werden mit 245 mg (1.60 mmol) p-Nitrobenzylalkohol und Molsieb  4 Å in

50 ml abs. Acetonitril bei 0°C unter N2-Atmosphäre gelöst. Die Reaktion wird durch

Zugabe von 150 µl einer 0.02 M TMS-OTf-Lösung (in abs. CH2Cl2) gestartet und 45 min

bei 0°C, nachfolgend 1 h bei RT, dann nach Zugabe von weiteren 200 µl der TMS-OTf-

Lösung über Nacht bei RT gerührt. Der Abbruch der Reaktion erfolgt durch Zufügen von

250 µl Triethylamin, anschließend wird der Ansatz nach Konzentration im Vakuum flash-

chromatographisch (2 : 1 Petrolether-Ethylacetat) an Kieselgel gereinigt, um 696 mg

(1.44 mmol, 90%) p-Nitrobenzyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosid (33) als

weißen amorphen Feststoff zu erhalten.

TLC (1 : 4 Petrolether-Ethylacetat): Rf = 0.60 (UV, H2SO4);

[α]D
20 = +44.5° (c 1.07, CHCl3);

 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.24 (d, 2 H, aryl-CH, 3J = 8.65 Hz); 7.53 (d, 2 H, aryl-

CH, 3J = 8.65 Hz); 5.39 (dd, 1 H, H-3); 5.33 (dd, 1 H, H-2); 5.33 (dd ≈ t, 1 H, H-4); 4.92

(d, 1 H, H-1); 4.84 (d, 1 H, benzyl-CHH, 2J = 13.23 Hz); 4.67 (d, 1 H, benzyl-CHH, 2J =

13.23 Hz); 4.29 (dd, 1 H, H-6); 4.11 (dd, 1 H, H-6'); 4.00 (ddd, 1 H, H-5); 2.16, 2.11, 2.05,

C21H25O12N

MW 483.43
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2.01 (4 s, je 3 H, COCH3) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.1; J3,4 = 9.7; J4,5 = 9.7; J5,6 = 5.6; J5,6’  = 2.6; J6, 6’ = 12.7 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 170.52, 169.99, 169.90, 169.63 (4 C=O); 147.71 (i-

aryl-Cq); 143.54 (p-aryl-Cq); 128.12 (m-aryl-CH); 123.83 (o-aryl-CH); 97.10 (C-1); 69.32

(C-4); 68.99 (C-5); 68.87 (C-3); 68.35 (benzyl-CH2); 65.98 (C-2); 62.37 (C-6); 20.80,

20.70, 20.64, 20.63 (4 COCH3) ppm;

C21H25O12N (483.43): Ber. C 52.18, H 5.21, N 2.90

Gef. C 52.27, H 5.14, N 2.87

p-Methoxycarbonylbenzyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosid (35)

OAcO
AcO

O

OAc

CO2Me

OAc

3.54 g (7.19 mmol, 1.3 mol eq.) 1-O-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosyl)-

trichloracetimidat (11) werden mit 929 mg (5.52 mmol) Methoxycarbonyl-benzylalkohol

und 1 g Molsieb (4 � ) unter N2-Atmosphäre in 50 ml abs. CH2Cl2 gelöst. Die Reaktion

wird bei RT durch Zugabe von 2.5 ml einer 0.02 M TMS-OTf-Lösung (in abs. CH2Cl2)

gestartet; nach 3 h werden weitere 1 ml der TMS-OTf-Lösung zugefügt und der Ansatz

wird über Nacht gerührt. Der Abbruch der Reaktion erfolgt durch Zugabe von 300 µl

Triethylamin. Nach der Konzentration im Vakuum wird flashchromatographisch (1 : 1

Petrolether-Ethylacetat) an Kieselgel gereinigt, um 2.44 g (4.92 mmol, 89%) p-Methoxy-

carbonylbenzyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosid (35) als farblosen Sirup zu

erhalten.

TLC (1 : 1 Petrolether-Ethylacetat): Rf = 0.27 (UV, H2SO4);

TLC (7 : 3 n-PrOH-H2O + 1% NH3): Rf = 0.85 (UV, H2SO4);

[α]D
20 = +42.6° (c 1.25, CHCl3);

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.04 (d, 2 H, m-aryl-CH, 3J = 8.2 Hz); 7.42 (d, 2 H,

o-aryl-CH, 3J = 8.2 Hz); 5.39 (dd, 1 H, H-3); 5.31 (dd ≈ t, 1 H, H-4); 5.31 (dd, 1 H, H-2);

4.90 (d, 1 H, H-1); 4.77 (d, 1 H, benzyl-CHH, 2J = 12.6 Hz); 4.63 (d, 1 H, benzyl-CHH,
2J = 12.6 Hz); 4.28 (dd, 1 H, H-6); 4.07 (dd, 1 H, H-6'); 4.00 (ddd, 1 H, H-5); 3.93 (s, 3 H,

C23H28O12

MW 496.47
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CO2CH3); 2.15, 2.11, 2.04, 2.00 (4 s, je 3 H, 4 COCH3) ppm;

J1,2 = 1.6; J2,3 = 3.5; J3,4 = 10.1; J4,5 = 10.1; J5,6 = 3.6; J5,6’  = 2.5; J6, 6’ = 12.3 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 170.54, 169.95, 169.85, 169.66 (4 Cq, COCH3);

166.68 (Cq, CO2CH3); 146.04 (p-aryl-Cq); 141.30 (i-aryl-Cq); 129.85 (m-aryl-CH); 127.59

(o-aryl-CH); 96.98 (C-1); 69.44 (C-2); 69.09 (benzyl-CH2); 69.01 (C-5); 68.82 (C-3);

66.06 (C-4); 62.36 (C-6); 52.11 (CO2CH3); 20.78, 20.76, 20.62, 20.60 (4 COCH3) ppm;

C23H28O12 (496.47): Ber. C 55.64, H 5.68

Gef. C 55.69, H 5.71

p-Methoxycarbonyl-benzyl-α-D-mannopyranosid (36)

OHO
HO

O

OH

CO2Me

OH

490 mg (0.99 mmol) p-Methoxycarbonylbenzyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-manno-

pyranosid (35) werden nach AAV 2 deacetyliert und flashchromatographisch (10 : 1

Ethylacetat-MeOH) an Kieselgel gereinigt, um 230 mg (0.70 mmol, 71%) p-Methoxy-

carbonyl-benzyl-α-D-mannopyranosid (36) als weißen amorphen Feststoff zu erhalten.

TLC (7 : 3 n-PrOH : H2O + 1% NH3): Rf = 0.65 (UV, H2SO4);

[α]D
20 = +80.0° (c 0.45, MeOH);

1H-NMR (400 MHz, [D4]-MeOH): δ = 8.04 (d, 2H, m-aryl-CH, J = 8.1 Hz,), 7.52 (d, 2H,

o-aryl-CH, J = 8.7 Hz), 4.90 (d, 1H, H-1), 4.87 (d, 1 H, benzyl-CHH, J = 12.7 Hz), 4.64

(d, 1H, benzyl-CHH, J = 12.7 Hz), 3.94 (s, 3H, OCH3), 3.91 (dd, 1H, H-2), 3.88 (dd, 1H,

H-6'), 3.79 (dd, 1H, H-3), 3.75 (dd, 1H, H-6), 3.67 (dd ≈ t, 1H, H-4), 3.62 (ddd, 1H, H-5)

ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 9.2; J4,5 = 9.7; J5,6 = 5.6; J5,6’  = 2.0; J6, 6’ = 11.7 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, [D4]-MeOH): δ = 168.67 (CO2CH3), 145.03 (p-aryl-Cq), 139.56

(i-aryl-Cq); 130.91 (m-aryl-CH), 128.99 (o-aryl-CH), 101.35 (C-1), 75.35 (C-5), 72.94

(C-3), 72.42 (C-2), 69.51 (benzyl-CH2), 68.95 (C-4), 63.26 (C-6), 52.89 (COOCH3) ppm;

C15H20O8 (328.32): Ber. C 54.87, H 6.14

Gef. C 54.98, H 5.94

C15H20O8

MW 328.32
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p-Carboxybenzyl-α-D-mannopyranosid (37)

OHO
HO

O

OH

CO2H

OH

559 mg (1.13 mmol) p-Methoxycarbonylbenzyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyrano-

sid (36) werden in 25 ml 3 : 1 MeOH-H2O gelöst und mit 5 ml einer 10% wässr. NaOH-

Lösung versetzt und 3 h bei RT gerührt (TLC-Kontrolle). Nach Beendigung der Reaktion

wird mit Ionenaustauscher Levatit SP 1080 H+ neutralisiert, filtriert und wiederholt mit

MeOH kodestilliert, nachfolgend im Vakuum konzentriert. Die gelpermeationschromato-

graphische Reinigung an Sephadex G-15 (Elution mit bidest. H2O) ergab 333 mg (1.06

mmol, 94%) p-Carboxybenzyl-α-D-mannopyranosid (37) als weißes Lyophilisat.

TLC (7 : 3 n-PrOH-H2O + 1% NH3): Rf = 053 (UV, H2SO4);

[α]D
20 = +52.1° (c 1.13 , DMSO);

1H-NMR (400 MHz, [D6]-DMSO): δ = 7.83 (d, 2 H, m-aryl-CH, 3J = 7.6 Hz); 7.23 (d, 2 H,

o-aryl-CH, 3J = 8.1 Hz); 4.68 (d, 1 H, H-1); 4.65 (d, 1 H, benzyl-CHH, 2J = 12.2 Hz); 4.40

(d, 1 H, benzyl-CHH, 2J = 12.2 Hz); 3.67 (dd, 1 H, H-6'); 3.64 (dd, 1 H, H-2); 3.54-3.41

(m, 3 H, H-3, -5, -6); 3.48 (dd ≈ t, 1 H, H-4) ppm;

J1,2 = 1.5 Hz; J2,3 = 3.1 Hz; J4,5 = 9.2 Hz; J6, 6’ = 12.2 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, [D6]-DMSO): δ = 169.81 (CO2H); 145.05 (p-aryl-Cq); 138.47

(i-aryl-Cq); 129.18 (m-aryl-CH), 126.74 (o-aryl-CH); 99.20 (C-1); 74.46, 71.23, 67.29

(C-3, -4, -5); 70.51 (C-2); 67.63 (benzyl-CH2); 61.50 (C-6) ppm.

2-Bromethyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosid (39)

 
Br

AcO

AcO

O

O

OAc

OAc

345 mg 2-Bromethanol (2.76 mmol) werden mit 1.63 g 1-O-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-α-D-

mannopyranosyl)-trichloracetimidat (11)124 (3.31 mmol, 1.2 eq.) in 50 ml abs. CH2Cl2

C14H18O8

MW 314.29

C16H23O10Br

MW 455.26
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gelöst. Die Reaktion wird durch Zugabe von 4 Tropfen BF3⋅Et2O gestartet und 15 h bei RT

gerührt. Nach der Konzentration im Vakuum wird flashchromatographisch (4 : 1 Toluol-

Ethylacetat) gereinigt, um 1.21 g (2.66 mmol, 96%) 2-Bromethyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-

D-mannopyranosid (39) als weißen amorphen Feststoff zu erhalten.

TLC (1 : 2 Toluol-Ethylacetat): Rf = 0.69 (UV, H2SO4);

[α]D
20 = +37.3° (c 0.75, CHCl3);

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 5.32 (dd, 1 H, H-3); 5.25 (dd ≈ t, 1 H, H-4); 5.25 (dd, 1

H, H-2); 4.85 (d, 1 H, H-1); 4.24 (dd, 1 H, H-6); 4.11 (dd, 1 H, H-6'); 4.11 (mc, 1 H, H-5);

3.91 (mc, 2 H, OCH2CH2Br); 3.49 (t, 2 H, OCH2CH2Br, J 6.1 Hz); 2.13, 2.08, 2.03, 1.97

(4 s, je 3 H, COCH3) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 9.7; J4,5 = 10.17; J5,6 = 6.1; J5,6’  = 2.04; J6, 6’ = 12.7 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 170.65, 170.04, 169.89, 169.78 (4 COCH3); 97.73

(C-1); 69.42, 69.00, 68.95, 68.48 (C-2, -3, -4, -5); 66.00 (OCH2CH2Br); 62.41 (C-6); 29.60

(OCH2CH2Br); 20.84, 20.73, 20.68, 20.65 (4 COCH3) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 455.25 (M++H. Ber. für C16H24O10Br: 455.06), 477.23 (M++Na. Ber.

für C16H23O10BrNa: 477.04); 493.18 (M++K. Ber. für C16H23O10BrK: 493.01);

C16H23O10Br (455.26): Ber. C 42.21, H 5.09, Br 17.55

Gef. C 42.24, H 5.12, Br 17.45

2-Azidoethyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosid (40)

 
N3

AcO

AcO

O

O

OAc

OAc

1.20 g (2.64 mmol) 2-Bromethyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosid (39) werden

mit 1.37 g (21 mmol, 8 eq.) NaN3 in 50 ml abs. DMF bei 60°C 15 h umgesetzt. Nach der

Konzentration im Vakuum wird der Rückstand in Ethylacetat aufgenommen und filtriert.

Das Filtrat wird nach der Konzentration im Vakuum flashchromatographisch (1 : 1-

Petrolether-Ethylacetat) gereinigt, um 1.08 g (2.59 mml, 98%) 2-Azidoethyl-2,3,4,6-tetra-

O-acetyl-α-D-mannopyranosid (40) als weißen amorphen Feststoff zu erhalten.

C16H23O10N3

MW 417.37
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TLC (1 : 2 Toluol-Ethylacetat): Rf = 0.61 (H2SO4);

[α]D
20 = +50.2° (c 0.75, CHCl3);

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 5.37 (dd, 1H, H-3); 5.30 (dd ≈ t, 1H, H-4); 5.28 (dd, 1 H,

H-2); 4.88 (d, 1 H, H-1); 4.30 (dd, 1 H, H-6); 4.13 (dd, 1H, H-6'); 4.05 (ddd, 1 H, H-5);

3.88 (mc, 1 H, OCHH); 3.68 (mc, 1 H, OCHH); 3.48 (mc, 2 H, CH2N3); 2.22, 2.11, 2.06,

2.00 (4 s, 3 H, 4 COCH3) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.1; J3,4 = 10.2; J4,5 = 10.2; J5,6 = 5.6; J5,6’  = 2.5; J6, 6’ = 12.2 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 170.59, 169.98, 169.78, 169.73 (4 COCH3); 97.74

(C-1); 69.38 (C-2); 68.85 (C-3, -5); 67.02 (OCH2CH2); 66.01 (C-4); 62.45 (C-6); 50.34

(CH2N3); 20.83, 20.70, 20.67, 20.62 (4 COCH3) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 418.36 (M++H. Ber. für C16H24O10N3: 418.15), 440.37 (M++Na. Ber.

für C16H23O10N3Na: 440.13), 456.31 (M++K. Ber. für C16H23O10N3K: 456.10);

C16H23O10N3 (417.37): Ber. C 46.04, H 5.55, N 10.07

Gef. C 46.09, H 5.58, N 10.02

2-Azidoethyl-α-D-mannopyranosid (41)

 
N3

HO

HO

O

O

OH

OH

810 mg (1.94 mmol) 2-Azidoethyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosid (40)

werden nach AVV 2 deacetyliert, um 481 mg 2-Azidoethyl-α-D-mannopyranosid (41)

(1.93 mmol, quant.) als weißen amorphen Feststoff zu erhalten.

TLC (7 : 3 n-PrOH-H2O + 1% NH3): Rf =0.61 (H2SO4);

[α]D
20 = +139.2° (c 0.50, CHCl3);

1H-NMR (400 MHz, MeOD): δ = 4.82 (d, 1 H, H-1); 3.88 (dd, 1 H, H-3); 3.86 (dd ≈ t, 1 H,

H-4); 3.84 (dd, 1 H, H-2); 3.74 (dd, 1 H, H-6'); 3.71 (dd, 1 H, H-6); 3.62-3.57 (m, 3 H,

OCH2CH2, H-5); 3.40-3.36 (m, 2 H, OCH2N3) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 10.7; J4,5 = 9.2; J5,6 = 5.6; J5,6’  = 2.1; J6, 6’ = 12.2 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, [D4]-MeOH): δ = 102.03 (C-1); 74.88, 72.86, 72.39, 68.88 (C-2,

-3, -4, -5); 68.07 (OCH2CH2); 63.21 (C-6); 52.03 (CH2N3) ppm.

C8H15O6N3

MW 249.22
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2-Aminoethyl-α-D-mannopyranosid (42)

 
NH2

HO

HO

O

O

OH

OH

420 mg (1.69 mmol) 2-Azidoethyl-α-D-mannopyranosid (41) werden mit 42 mg Pd/C

(10%ig) in 50 ml 1 : 1 Ethylacetat-abs. EtOH nach AAV 5 hydriert und anschließend

flashchromatographisch (6 : 4 iPrOH-H2O) an Kieselgel gereinigt, um 370.2 mg

(1.66 mmol, 98%) 2-Aminoethyl-α-D-mannopyranosid (42) als farblosen Sirup zu

erhalten.

TLC (7 : 3 iPrOH-H2O + 1% NH3): Rf =0.04 (H2SO4);

[α]D
20 = +84.5° (c 1.20, MeOH);

1H-NMR (400 MHz, D2O): δ = 4.72 (d, 1 H, H-1); 3.82 (dd, 1 H, H-2); 3.74 (dd, 1 H, H-

6'); 3.68 (dd, 1 H, H-3); 3.61 (dd ≈ t, 1 H, H-4); 3.61 (dd, 1 H, H-6); 3.50 (mc, 2 H,

OCH2CH2NH2); 3.38 (ddd, 1 H, H-5); 2.74-2.63 (m, 2 H, OCH2CH2NH2) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 9.7; J4,5 = 10.7; J5,6 = 6.1; J5,6’  = 1.5; J6, 6’ = 12.2 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, D2O): δ = 100.23 (C-1); 73.08, 70.90, 70.38, 67.16 (C-2, -3, -,4, -

5); 67.16 (OCH2CH2NH2); 61.31 (C-6); 40.29 (OCH2CH2NH2) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 224.33 (M++H. Ber. für C8H18O6N: 224.11), 246.25 (M++Na. Ber. für

C8H17O6NNa: 246.10), 262.18 (M++K. Ber. für C8H17O6NK: 262.07).

2-(2-Chlorethoxy)-ethyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosid (44)

O
ClO

O

AcO

AcO

OAc
OAc

3.31 g (6.72 mmol, 1.2 eq.) 1-O-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosyl)-trichlor-

acetimidat (11) und 698 mg (5.60 mmol) 2-(2-Chlorethoxy)-ethanol (43) werden in 60 ml

abs. CH2Cl2 gelöst und die Reaktion wird durch Zugabe von 0.2 ml einer 0.02 M TMS-

Otf-Lösung gestartet. Der Ansatz wird 2 Tage bei RT gerührt (nach 4 h werden weitere 0.4

ml einer 0.02 M TMS-Otf-Lösung zugegeben). Nach der Konzentration im Vakuum wird

C8H17O6N

MW 223.23

C18H27O11Cl

MW 454.86
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flashchromatographisch gereinigt (3 : 1 Toluol-Ethylacetat), um 2.35 g (5.16 mmol, 92%)

2-(2-Chlorethoxy)-ethyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosid (44) als farbloser

Sirup zu erhalten.

TLC (1 : 2 Toluol-Ethylacetat): Rf = 0.63 (H2SO4);

[α]D
20 = +120.5° (c 0.75 , CHCl3);

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 5.37 (dd, 1H, H-3); 5.29 (dd ≈ t, 1 H, H-4); 5.27 (dd, 1 H,

H-2); 4.89 (d, 1 H, H-1); 4.29 (dd, 1 H, H-6); 4.11 (dd, 1 H, H-6'); 4.13-4.10 (m, 1 H, H-5);

3.86-3.81 (m, 1 H, OCHHCH2OCH2CH2Cl); 3.77-3.75 (m, 2 H, OCH2CH2OCH2CH2Cl);

3.71-3.69 (m, 3 H, OCHHCH2OCH2CH2Cl); 3.63 (t, 2 H, OCH2CH2OCH2CH2Cl, J = 5.7

Hz); 2.16, 2.11, 2.04, 1.99 (4 s, je 3 H, 4 COCH3) ppm;

J1,2 = 1.6; J2,3 = 3.5; J3,4 = 9.8; J4,5 = 9.8; J5,6 = 6.6; J5,6’  = 2.2; J6, 6’ = 12.6 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 170.64, 170.02, 169.89, 169.73 (4 COCH3); 97.61

(C-1); 71.37 (OCH2CH2OCH2CH2Cl); 70.05 (OCH2CH2OCH2CH2Cl); 69.52 (C-2); 69.06

(C-3); 68.39 (C-5); 67.13 (OCH2CH2OCH2CH2Cl); 66.13 (C-4); 62.43 (C-6); 42.80

(OCH2CH2Cl); 20.85, 20.72, 20.65, 20.64 (4 COCH3) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 477.04 (M++Na. Ber. für C18H27O11ClNa: 477.11), 493.02 (M++K.

Ber. für C18H27O11ClK 493.09);

C18H27O11Cl (454.86): Ber. C 47.53, H 5.98, Cl 7.79

Gef. C 47.57, H 6.04, Cl 7.72

2-(2-Azidoethoxy)-ethyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosid (45)

O
N3

O

O

AcO

AcO

OAc
OAc

1.60 g (3.52 mmol) 2-(2-Chloroethoxy)-ethyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosid

(44) werden mit 8 eq. NaN3 (1.83 g, 28.15 mmol) in 60 ml abs. DMF bei 50°C 16 h umge-

setzt. Nach beendeter Reaktion wird im Vakuum konzentriert, der Rückstand mit Ethyl-

acetat aufgenommen und vom überschüssigen NaN3/NaCl abfiltriert. Die flashchromato-

graphische Reinigung (1 : 1 Petrolether-Ethylacetat) ergab 1.62 g (3.52 mmol, quant.)

2-(2-Azidoethoxy)-ethyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosid (45) als farblosen

Sirup.

C18H27O11N3

MW 461.43



84 Experimenteller Teil

TLC (1 : 2 Toluol-Ethylacetat): Rf = 0.52 (H2SO4);

[α]D
20 = +105.7° (c 0.60, CHCl3);

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 5.38 (dd, 1H, H-3); 5.29 (dd ≈ t, 1 H, H-4); 5.28 (dd, 1 H,

H-2); 4.89 (d, 1 H, H-1); 4.29 (dd, 1 H, H-6); 4.11 (dd, 1 H, H-6'); 4.08 (ddd, 1 H, H-5);

3.88-3.81 (m, 1 H, OCHHCH2OCH2CH2Cl); 3.69-3.67 (m, 5 H, OCHHCH2OCH2CH2Cl);

3.40 (t, 2 H, OCH2CH2OCH2CH2Cl, J = 5.1 Hz); 2.16, 2.11, 2.04, 2.00 (4 s, je 3 H,

4 COCH3) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 10.2; J4,5 = 10.2; J5,6 = 5.1; J5,6’  = 2.6; J6, 6’ = 12.2 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 170.64, 170.02, 169.89, 169.74 (4 COCH3); 97.71

(C-1); 70.17 (OCH2CH2OCH2CH2Cl); 70.04 (OCH2CH2OCH2CH2Cl); 69.52 (C-2); 69.06

(C-3); 68.42 (C-5); 67.28 (OCH2CH2OCH2CH2Cl); 66.13 (C-4); 62.43 (C-6); 50.71

(OCH2CH2Cl); 20.85, 20.70, 20.65, 20.64 (4 COCH3) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 484.05 (M++Na. Ber. für C18H27O11N3Na: 484.15); 500.02 (M++K.

Ber. für C18H27O11N3K: 500.13);

C18H27O11N3 (461.43): Ber. C 46.85, H 5.90, N 9.11

Gef. C 46.87, H 5.96, N 9.10

2-(2-Azidoethoxy)-ethyl-α-D-mannopyranosid (46)

O
N3

O

O

HO

HO

OH
OH

1.42 g (3.08 mmol) 2-(2-Azidoethoxy)-ethyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosid

(45) werden nach AAV 2 deacetyliert, um 891 mg (3.04 mmol, 99%) 2-Azidoethyl-α-D-

mannopyranosid (46) als farblosen Sirup zu erhalten.

TLC (7 : 3 n-PrOH-H2O + 1% NH3): Rf =0.59 (H2SO4);

[α]D
20 = +62.9° (c 1.05, MeOH);

1H-NMR (400 MHz, [D4]-MeOH): δ = 4.84 (d, 1 H, H-1); 3.91 (dd, 1 H, H-3); 3.88 (dd ≈ t,

1 H, H-4); 3.87 (dd, 1 H, H-2); 3.75 (dd, 1 H, H-6'); 3.73 (dd, 1 H, H-6); 3.74-3.63 (m, 6

H, 3 OCH2); 3.61 (ddd, 1H, H-5); 3.43-3.39 (m, 2 H, CH2N3) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 9.2; J4,5 = 9.2; J5,6 = 5.1; J5,6’  = 2.5; J6, 6’ = 12.2 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, [D4]-MeOH): δ = 102.11 (C-1); 74.90, 72.85, 72.39, 68.86 (C-2,

C10H19O7N3

MW 293.28
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-3, -4, -5); 71.55, 71.47 (2 OCH2); 68.16 (OCH2CH2N3); 63.20 (C-6); 52.03 (CH2N3) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 316.18 (M++Na. Ber. für C10H19O7N3Na: 316.11); 332.14 (M++K. Ber.

für C10H19O7N3Na: 332.09).

2-(2-Aminoethoxy)-ethyl-α-D-mannopyranosid (47)

O
NH2

O

O

HO

HO

OH
OH

521 mg (1.78 mmol) 2-(2-Azidoethoxy)-ethyl-α-D-mannopyranosid (46) werden nach

AAV 5 hydriert. Die flashchromatographische Reinigung (8 : 2 i-PrOH-H2O) an Kieselgel

ergab 465 mg (1.74 mmol, 98%) 2-(2-Aminoethoxy)-ethyl-α-D-mannopyranosid (47) als

farblosen Sirup.

TLC (7 : 3 n-PrOH-H2O + 1% NH3): Rf =0.07 (H2SO4);

[α]D
20 = +57.2° (c 0.75, H2O);

1H-NMR (400 MHz, D2O): δ = 4.74 (d, 1 H, H-1); 3.81 (dd, 1 H, H-2); 3.75-3.54 (m, 6 H,

H-3, -4, -5, -6, -6', OCHH); 3.52-3.49 (m, 3 H, COCH2CH2O); 3.47-3.43 (m, 2 H, OCH2);

2.66 (t, 2 H, CH2NH2, J = 5.6 Hz) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, D2O): δ = 100.31 (C-1); 73.15, 70.88, 70.34, 67.12 (C-2, -3, -4, -

5); 72.23(OCH2CH2O); 69.69 (OCH2CH2NH2); 66.81(COCH2CH2); 61.30(C-6); 40.16

(OCH2CH2NH2) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 268.29 (M++H. Ber. für C10H22O7N: 268.14), 290.25 (M++Na. Ber. für

C10H21O7NNa: 290.12), 306.20 (M++K. Ber. für C10H21O7NK: 306.10).

C10H21O7N

MW 267.28
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2-[2-(2-Chlorethoxy)-ethoxy]-ethyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosid (49)

O
ClO

AcO

AcO

O

O

OAc
OAc

2.36 g (4.79 mmol, 1.2 eq.) 1-O-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosyl)-trichlor-

acetimidat (11) und 673 mg (3.99 mmol) 2-[2-(2-Chlorethoxy)-ethoxy]-ethanol (48)

werden in 50 ml abs. CH2Cl2 gelöst und die Reaktion wird durch Zugabe von 50 µl einer

0.02 M TMS-Otf-Lösung gestartet. Der Ansatz wird 12 h bei RT gerührt (nach 1 h werden

weitere 300 µl einer 0.02 M TMS-Otf-Lösung zugegeben). Stop der Reaktion durch

Zugabe von 200 µl Triethylamin. Nach der Konzentration im Vakuum wird flashchromato-

graphisch (1 : 1 Petrolether-Ethylacetat) gereinigt, um 1.78 g (3.56 mmol, 89%) 2-[2-(2-

Chlor-ethoxy)-ethoxy]-ethyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosid (49) als farb-

losen Sirup zu erhalten.

TLC (2 : 1 Ethylacetat-Toluol): Rf = 0.43 (H2SO4);

[α]D
20 = +119.1° (c 0.30, CHCl3);

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 5.36 (dd, 1H, H-3); 5.29 (dd ≈ t, 1 H, H-4); 5.27 (dd, 1 H,

H-2); 4.88 (d, 1 H, H-1); 4.30 (dd, 1 H, H-6); 4.11 (dd, 1 H, H-6'); 4.07 (ddd, 1 H, H-5);

3.86-3.76 (m, 3 H, OCHHCH2OCH2CH2OCH2CH2Cl); 3.70-3.63 (m, 9 H,

OCHHCH2OCH2CH2OCH2CH2Cl); 2.16, 2.11, 2.06, 1.99 (4 s, 3 H, 4 COCH3) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 10.2; J4,5 = 10.2; J5,6 = 5.1; J5,6’  = 2.3; J6, 6’ = 12.2 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 170.65, 170.01, 169.87, 169.70 (4 COCH3); 97.69

(C-1); 71.36 (OCH2CH2OCH2CH2OCH2CH2Cl); 70.70, 70.63, 70.01 (3 C,

OCH2CH2OCH2CH2OCH2CH2Cl); 69.56 (C-2); 69.04 (C-3); 68.39 (C-5); 67.36

(OCH2CH2OCH2CH2OCH2CH2Cl); 66.13 (C-4); 62.39 (C-6); 42.73 (OCH2CH2Cl); 20.87,

20.72, 20.67, 20.65 (4 COCH3) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 521.82 (M++Na. Ber. für C20H31O12ClNa: 521.14), 537.63 (M++K.

Ber. für C20H31O12ClK: 537.11);

C20H31O12Cl (498.91): Ber. C 48.15, H 6.26, Cl 7.11

Gef. C 48.13, H 6.28, Cl 7.05

C20H31O12Cl

MW 498.91
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2-[2-(2-Azidoethoxy)-ethoxy]-ethyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosid (50)

O
N3O

AcO

AcO

O

O

OAc
OAc

1.02 g ( 2.05 mmol) 2-[2-(2-Chlorethoxy)-ethoxy]-ethyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-

mannopyranosid (49) werden in 70 ml abs. DMF gelöst und mit 1.06 g NaN3 (16.4 mmol,

8 mol eq.) bei 50°C 2 Tage umgesetzt. Nach der Konzentration im Vakuum wird flash-

chromatographisch (1 : 1 Petrolether-Ethylacetat) gereinigt, um 1.02 g (2.02 mmol, 99%)

2-[2-(2-Azidoethoxy)-ethoxy]-ethyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosid (50) als

farblosen Sirup zu erhalten.

TLC (2 : 1 Ethylacetat-Toluol): Rf = 0.36 (H2SO4);

[α]D
20 = +61.5° (c 0.22, CHCl3);

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 5.37 (dd, 1H, H-3); 5.29 (dd ≈ t, 1 H, H-4); 5.27 (dd, 1 H,

H-2); 4.88 (d, 1 H, H-1); 4.30 (dd, 1 H, H-6); 4.10 (dd, 1 H, H-6'); 4.07 (ddd, 1 H, H-5);

3.86-3.76 (m, 1 H, OCHHCH2OCH2CH2OCH2CH2N3); 3.71-3.65 (m, 9 H, O

OCHHCH2OCH2CH2OCH2CH2N3); 3.40 (t, 2 H, OCH2CH2N3, J = 5.1 Hz); 2.16, 2.11,

2.05, 1.99 (4 s, je 3 H, 4 COCH3) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 10.2; J4,5 = 9.7; J5,6 = 4.6; J5,6’  = 2.6; J6, 6’ = 12.2 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 170.61, 169.97, 169.82, 169.67 (4 COCH3); 97.65

(C-1); 70.72 (OCH2CH2OCH2CH2OCH2CH2N3); 70.62, 70.02, 69.99 (3 C,

OCH2CH2OCH2CH2OCH2CH2N3); 69.498 (C-2); 69.00 (C-3); 68.34 (C-5); 67.33

(OCH2CH2OCH2CH2OCH2CH2N3); 66.08 (C-4); 62.339 (C-6); 50.59

(OCH2CH2OCH2CH2OCH2CH2N3); 20.82, 20.67, 20.62, 20.61 (4 COCH3) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 528.18 (M++Na. Ber. für C20H31O12N3Na: 528.18), 544.11 (M++K.

Ber. für C20H31O12N3K: 544.15);

C20H31O12N3 (505.48): Ber. C 47.52, H 6.18, N 8.31

Gef. C 47.55, H 6.21, N 8.29

C20H31O12N3

MW 505.48
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2-[2-(2-Azidoethoxy)-ethoxy]-ethyl-α-D-mannopyranosid (51)

O
N3O

HO

HO

O

O

OH

OH

650 mg (1.29 mmol) 2-[2-(2-Azidoethoxy)-ethoxy]-ethyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-

mannopyranosid (50) werden nach AAV 2 deacetyliert und flashchromatographisch (7 : 3-

iPrOH/H2O + 1%NH3) an Kieselgel gereinigt, um 423 mg (1.25 mmol, 97%)

2-[2-(2-Azidoethoxy)-ethoxy]-ethyl-α-D-mannopyranosid (51) als farblosen Sirup zu

erhalten.

TLC (7 : 3 n-PrOH-H2O + 1% NH3): Rf =0.60 (H2SO4);

[α]D
20 = +89.1° (c 0.74, MeOH);

1H-NMR (400 MHz, [D4]-MeOH): δ = 4.84 (d, 1H, H-1); 3.89 (dd, 1 H, H-3); 3.89 (dd ≈ t,

1 H, H-4); 3.85 (dd, 1H, H-2); 3.79-3.63 (m, 12 H, H-6, -6', 5 CH2); 3.60 (ddd, 1 H, H-5);

3.43-3.39 (m, 2 H, CH2N3) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 10.7; J4,5 = 9.2; J5,6 = 5.6; J5,6’  = 2.0; J6, 6’ = 11.2 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, [D4]-MeOH): δ = 102.05 (C-1); 74.90 (C-5); 72.87 (C-2); 72.41

(C-3); 72.01, 71.85, 71.74, 71.49 (4 OCH2); 68.90 (C-4); 68.09 (COCH2); 63.23 (C-6);

52.06 CH2N3) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 338.34 (M++H. Ber. für C12H24O8N3: 338.16), 360.32 (M++Na. Ber.

für C12H23O8N3Na: 360.14), 376.40 (M++K. Ber. für C12H23O8N3K: 376.11);

C12H23O8N3 (337.33): Ber. C 42.73, H 6.87, N 12.46

Gef. C 42.75, H 6.90 N 12.42

C12H23O8N3

MW 337.33
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2-[2-(2-Aminoethoxy)-ethoxy]-ethyl-α-D-mannopyranosid (52)

O
NH2O

HO

HO

O

O

OH

OH

380 mg (1.13 mmol) 2-[2-(2-Azidoethoxy)-ethoxy]-ethyl-α-D-mannopyranosid (51)

werden nach AAV mit 60 mg Pd/C (10%) umgesetzt, um 345 mg (1.11 mmol, 98%)

2-[2-(2-Aminoethoxy)-ethoxy]-ethyl-α-D-mannopyranosid (52) als farblosen Sirup zu

erhalten.

TLC (7 : 3 i-PrOH-H2O + 1% NH3): Rf =0.05 (H2SO4); [α]D
20 = +32.6° (c 0.60, MeOH);

1H-NMR (400 MHz, [D4]-MeOH): δ = 4.87 (d, 1H, H-1); 3.89 (dd, 1 H, H-3); 3.88 (dd ≈ t,

1 H, H-4); 3.85 (dd, 1H, H-2); 3.79-3.62 (m, 12 H, H-6, -6', 5 CH2); 3.58 (ddd, 1 H, H-5);

3.40 (m, 2 H, OCH2CH2NH2) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 9.2; J4,5 = 10.2; J5,6 = 5.1; J5,6’  = 2.5; J6, 6’ = 12.2 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, [D4]-MeOH): δ = 102.00 (C-1); 74.94 (C-5); 73.23 (OCH2); 72.85

(C-2); 72.40 (C-3); 71.82, 71.61, 70.88 (3 OCH2); 68.93 (C-4); 67.85 (COCH2CH2); 63.23

(C-6); 41.68 (CH2NH2) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 312.23 (M++H. Ber. für C12H26NO8: 312.17), 334.21 (M++Na. Ber. für

C12H25NO8Na: 334.15), 350.17 (M++K. Ber. für C12H25NO8K: 350.12).

p-Nitrophenyl-2-acetamido-4-O-(2-acetamido-2-desoxy-β-D-glucopyranosyl)-2-

desoxy-β-D-glucopyranosid (57)

O

HO

OH

OH

HO O

O
HO O

NHAc

NHAc

NO2

250mg (0.77 mmol) p-Nitrophenyl-2-acetamido-2-desoxy-β-D-glycopyranosid (56)

werden mit 400 mg (3.03 mmol) (NH4)2SO4 in 5 ml McIlvaine-Puffer (pH 5.5) bei 50°C

gelöst und 1.5 ml Acetonitril werden zugefügt. Die Lösung wird bei 37°C inkubiert und

bei pH 5.5 werden 15 U β-N-Acetylhexosaminidase von A. oryzae125 zugegeben. Nach

C12H25NO8

MW 311.33

C22H31O13N3

MW 545.50
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1.5 h werden weitere 5 U β-N-Acetylhexosaminidase zugefügt und die Reaktion nach

insgesamt 2 h durch kurzzeitiges Erhitzen im kochenden Wasserbad für 10 min gestoppt.

Acetonitril wird im Vakuum abdestilliert, die Lösung mit 50 ml H2O verdünnt und einer

Festphasenextraktion an XAD-4 (15 x 4 cm) unterworfen. Nach Spülen mit bidest. H2O

werden pNP-haltige Verbindungen mit MeOH eluiert und nach Konzentration im Vakuum

gelpermeationschromatographisch (4 : 1 MeOH-H2O, 113 x 2.6 cm) an Sephadex LH-20

gereinigt. Die Chromatographie erbrachte 33 mg (0.061 mmol, 21% bez. auf umgesetztes

Edukt 56) p-Nitrophenyl-2-acetamido-4-O-(2-acetamido-2-desoxy-β-D-glucopyranosyl)-2-

desoxy-β-D-glucopyranosid (57) und 155 mg (0.475 mmol) des Eduktes 56.

mp = 224-226°C; Lit., 90 226-227°C (Zers.);

TLC (7 : 3 n-PrOH-H2O + 1% NH3): Rf =0.53 (UV, H2SO4);

[α]D
20 = -25° (c 0.5 , DMSO); Lit.,90 –21° (c 0.24, 70% MeOH in H2O);

1H-NMR (400 MHz, [D4]-MeOH): δ = 7.19, 8.22 (2 d, je 2 H, aryl-CH, J = 9.2 Hz); 5.23

(d, 1 H, H-1'); 4.55 (d, 1 H, H-1); 4.05 (dd, 1 H, H-2'); 3.95 (dd, 1 H, H-6b); 3.88 (dd, 1 H,

H-6b'); 3.79 (dd, 1 H, H-3'); 3.758 (dd, 1 H, H-2); 3.70 (dd, 1 H, H-6a'); 3.68 (dd, 1 H, H-

4'); 3.67 (dd, 1 H, H-6a); 3.61 (ddd, 1 H, H-5'); 3.48 (dd, 1 H, H-3); 3.39 (m, 1 H, H-5);

3.36 (dd, 1 H, H-4); 2.05 (s, 3 H, COCH3); 1.99 (s, 3 H, COCH3) ppm;

J1,2 = 8.4; J2,3 = 10.3; J3,4 = 8.4; J4,5 = 8.6; J5,6a = 5.7; J5,6b  = 2.1; J6a, 6b = 11.8 Hz;

J1’,2’ = 8.4; J2’,3’ =10.4; J3’,4’ = 8.2; J4’,5’ = 11.2; J5’,6a’ = 4.5; J5’,6b’  = 1.7; J6a, 6b’ = 12.3 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, [D6]-DMSO): δ = 169.38, 169.33 (Cq, NHCO); 162.28 (i-aryl-Cq);

142.05 (p-aryl-Cq); 125.93 (m-aryl-CH); 116.74 (o-aryl-CH); 102.31 (C-1'); 98.17 (C-1);

80.76 (C-4); 79.35 (C-5), 77.12 (C-5'); 75.33 (C-3); 74.20 (C-3'); 72.39 (C-4'); 61.26 (C-

6'); 59.67 (C-6); 55.51 (C-2'); 54.50 (C-2); 23.21, 23.15 (2 COCH3) ppm.

p-Aminophenyl-2-acetamido-4-O-(2-acetamido-2-desoxy-β-D-glucopyranosyl)-2-

desoxy-β-D-glucopyranosid (58)

O

HO

OH

OH

HO O

O
HO O

NHAc

NHAc

NH2

160 mg (0.293 mmol) p-Nitrophenylchitobiosid (57) werden in 50 ml abs. MeOH gelöst

und mit 40 mg Pd/C (10%ig) 1 h bei Normaldruck hydriert. Nach der Filtration über Celite

C22H33O11N3

MW 515.52
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wird im Vakuum konzentriert. Die flashchromatographische Reinigung (7 : 3-i PrOH-H2O

+ 1% NH3) ergab 148 mg (0.287 mmol, 98%) p-Aminophenyl-2-acetamido-4-O-(2-acet-

amido-2-desoxy-β-D-glucopyranosyl)-2-desoxy-β-D-glucopyranosid (58) als weißen

amorphen Feststoff.

TLC (7 : 3 i-PrOH-H2O + 1% NH3): Rf = 0.29 (UV, H2SO4);

[α]D
20 = -16.6° (c 0.60, MeOH);

1H-NMR (400 MHz, [D4]-MeOH): δ = 6.89, 6.77 (2 d, je 2 H, aryl-CH, J = 9.2 Hz); 4.93

(d, 1 H, H-1'); 4.60 (d, 1 H, H-1); 3.99-3.94 (m, 2 H, H-2', -6b); 3.88 (dd, 1 H, H-6b');

3.81-3.63 (m, 6 H, H-3', -2, -6a', -4', -6a, -5'); 3.57-3.39 (m, 3 H, H-3, -5, -4); 2.09, 2.05 (2

s, je 3 H, COCH3) ppm;

J1,2 = 8.1; J1’,2’ = 8.7; J5’,6b’  = 2.0; J6a, 6b’ = 12.7 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, [D4]-MeOH): δ = 171.40, 170.63 (2 Cq, NHCO); 146.76 (i-aryl-

Cq); 134.73 (p-aryl-Cq); 117.93 (m-aryl-CH); 115.30 (o-aryl-CH); 103.03 (C-1'); 97.71 (C-

1); 74.48, 72.72, 72.30, 72.12, 71.63, 68.49 (C-4, -5, -5', -3, -3', -4'); 63.63 (C-6'); 62.55

(C-6); 56.25 (C-2'); 55.57 (C-2); 23.23, 21.85 (2 COCH3) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 538.7 (M++Na. Ber. für C22H33O11N3Na: 538.20).

p-Isothiocyanatophenyl-2-acetamido-4-O-(2-acetamido-2-desoxy-β-D-

glucopyranosyl)-2-desoxy-β-D-glucopyranosid (59)

O

HO

OH

OH

HO O

O
HO O

NHAc

NHAc

NCS

101 mg (0.196 mmol) p-Aminophenyl-2-acetamido-4-O-(2-acetamido-2-desoxy-β-D-

glucopyranosyl)-2-desoxy-β-D-glucopyranosid (58) werden in 20 ml einer  MeOH-H2O-

Mischung (3 : 1) gelöst und tropfenweise über 6 h zu einer Lösung von 225 mg CSCl2

(1.96 mmol, 150 µl), 507 mg (3.92 mmol, 667 µl) DIPEA in 180 ml 3 : 1 -MeOH-H2O

zugefügt (pH-Kontrolle). Nach der Konzentration im Vakuum wird flashchromato-

graphisch (8 : 2 i-PrOH-H2O+1% NH3) gereinigt. Das erhaltene Produkt wird in 20 ml

bidest. H2O gelöst einer Festphasenextraktion an XAD-4 (15 x 4 cm) unterworfen. Nach

Spülen mit bidest. H2O werden 68 mg (0.122 mmol, 62%) p-Isothiocyanatophenyl-2-acet-

C23H31O11N3S

MW 557.57
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amido-4-O-(2-acetamido-2-desoxy-β-D-glucopyranosyl)-2-desoxy-β-D-glucopyranosid

(59) durch Elution mit MeOH als weißen Feststoff erhalten.

TLC (7 : 3 i-PrOH-H2O + 1% NH3): Rf = 0.56 (UV, H2SO4);

[α]D
20 = -5.9° (c 0.37, MeOH);

1H-NMR (400 MHz, [D4]-MeOH): δ = 7.50, 7.04 (2 d, je 2 H, aryl-CH, J = 8.1 Hz); 5.05

(d, 1 H, H-1'); 4.56 (d, 1 H, H-1); 4.08-3.86 (m 3 H, H-2', -6b, -6b'); 3.79-3.37 (m, 9 H, H-

3', -2, -6a', -4', -6a, -5', -3, -5, -4); 2.06 (s, 3 H, COCH3); 2.02 (s, 3 H, COCH3) ppm;

J1,2 = 8.1; J1’,2’ = 8.6 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, [D4]-MeOH): δ = 174.35, 173.76 (2 Cq, NHCO); 156.58 (i-aryl-

Cq); 133.59 (NCS); 129.50 (p-aryl-Cq); 127.16 (m-aryl-CH); 118.64 (o-aryl-CH); 103.46

(C-1'); 101.04(C-1); 81.64, 78.32, 76.69, 76.02, 74.24, 71.54 (C-4, -5, -5', -3, -3', -4');

62.77 (C-6'); 61.77 (C-6); 57.37 (C-2'); 56.62 (C-2); 23.40, 23.29 (2 COCH3) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 558.27 (M++H. Ber. für C23H32O11N3S: 558.18), 580.24 (M++Na. Ber.

für C23H31O11N3SNa: 580.16), 596.26 (M++K. Ber. für C23H31O11N3SK: 596.13).

Bis-N,N’-(p-phenyl-2-acetamido-4-O-(2-acetamido-2-desoxy-β-D-glucopyranosyl)-2-

desoxy-β-D-glucopyranosyl)-thioharnstoff (60)

O

OH

HO

HO
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O
OHO

AcNH
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C45H64O22N6S

MW 1073.09

40 mg (0.072 mmol) p-Aminophenyl-2-acetamido-4-O-(2-acetamido-2-desoxy-β-D-

glucopyranosyl)-2-desoxy-β-D-glucopyranosid (58) werden in 5 ml 3 : 1 MeOH-H2O

gelöst und in Gegenwart von DIPEA (1.04 mmol, 177 µl, 134 mg, 10 eq.) mit Thio-

phosgen (58 mg, 0.52 mmol, 5 eq., gelöst in 2 ml 3 : 1 MeOH-H2O) tropfenweise versetzt

und 30 min bei RT gerührt. Die flashchromatographische Reinigung an Kieselgel (7 : 3 i-

PrOH-H2O + 1% NH3) ergab 21 mg (19.6 µmol, 27%) Bis-N,N'-(p-phenyl-2-acetamido-4-

O-(2-acetamido-2-desoxy-β-D-glucopyranosyl)-2-desoxy-β-D-glucopyranosyl)-thioharn-

stoff (60) als weißen amorphen Feststoffes.
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TLC (7 : 3 n-PrOH-H2O + 1% NH3): Rf = 0.23 (UV, H2SO4);
1H-NMR (400 MHz, [D4]-MeOH): δ = 7.75, 7.29 (2 d, je 4 H, aryl-CH, J = 8.1 Hz); 5.05

(d, 2 H, H-1’); 4.56 (d, 2 H, H-1); 4.08-3.86 (m 6 H, H-2’, -6b, -6b’); 3.79-3.37 (m, 18 H,

H-3’, -2, -6a’, -4’, -6a, -5’, -3, -5, -4); 2.06 (s, 6 H, COCH3); 2.02 (s, 6 H, COCH3) ppm;

J1,2 = 8.1; J1’,2’ = 8.6 Hz;

m/z (+APCI) 1072.9 (M++H. Ber. für C45H65O22N6S: 1073.39), m/z (+ESI) 1095.0

(M++Na. Ber. für C45H64O22N6SNa: 1095.37), m/z (-ESI) 1107.3 (M-+Cl. Ber. für

C45H64O22N6SCl: 1107.35), m/z (MALDI-TOF) 1095.57 (M++Na. Ber. für

C45H64O22N6SNa: 1095.37), 1111.01 (M++K. Ber. für C45H64O22N6SK: 1111.34).

p-Aminophenyl-2-N-acetamido-2-desoxy-β-D-galactopyranosid (67)

O

HO

OH

O

NHAc
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92 mg (0.268 mmol) p-Nitrophenyl-2-N-acetamido-2-desoxy-β-D-galactopyranosid (66)

werden in 10 ml abs. DMAc gelöst und mit 42 mg Pd/C (10%ig) 12 h unter H2-Atmo-

sphäre bei Normaldruck hydriert. Nach der Filtration über Celite wird zweimal mit H2O

lyophilisiert, um 81.8 mg (0.262 mmol, 97%) p-Aminophenyl-2-N-acetamido-2-desoxy-β-

D-galactopyranosid (67) als hellbraunen Feststoff zu erhalten.

TLC (7 : 3 n-PrOH-H2O + 1% NH3): Rf =0.42 (UV, H2SO4);

[α]D
20 = +16.1° (c 0.3, DMSO);

1H-NMR (400 MHz, [D6]-DMSO: δ = 7.72 (d, 1 H, NH, J 9.2 Hz); 6.67 (d, 2 H, aryl-CH, J

8.7 Hz); 6.46 (d, 2 H, aryl-CH, J 8.7 Hz); 4.57 (d, 1 H, H-1); 3.87 (m 1 H, H-2); 3.67 (mc,

1 H, H-4); 3.56 (m, 1 H, H-3); 3.52-3.45 (m, 2 H, H-6, -6'); 3.38 (m, 1 H, H-5); 1.81 (s, 3

H, COCH3) ppm;

J1,2 = 4.6 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, [D6]-DMSO): δ = 169.64 (COCH3); 149.17 (i-aryl-Cq); 144.02 (p-

aryl-Cq); 118.26 (m-aryl-CH); 114.63 (o-aryl-CH);101.58 (C-1); 75.64 (C-5); 71.46 (C-3);

67.69, (C-4); 60.65 (C-6); 52.46 (C-2); 23.32 (COCH3) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 313.35 (M++H. Ber. für C14H21N2O6: 313.14), 335.11 (M++Na. Ber.

für C14H20N2O6Na: 335.12).

C14H20N2O6

MW 312.32
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1,4-Bis-(2,3,4,6-tetra-O-benzyl-α-D-mannopyranosyloxymethyl)-benzol (70)

OBn
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OBn

OBn

OBn

O

O

OBn
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BnO
BnO
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63 mg (0.46 mmol) 1,4-Bis-(hydroxymethyl)-benzol (69) und 750 mg (1.1 mmol, 2.4 eq.)

1-O-(2,3,4,6-tetra-O-benzyl-α-D-mannopyranosyl)-trichloracetimidat (15) werden bei

-45 °C in 7 ml abs. Acetonitril gelöst. Die Reaktion wird durch Zugabe von 1.8 ml einer

0.02 M TMS-OTf-Lösung in abs. CH2Cl2 innerhalb 1 h gestartet und bei -30°C für 2 h

gerührt, bevor nach Zugabe von 1 ml der 0.02 M TMS-OTf-Lösung der Ansatz über Nacht

bei RT weitergerührt wird. Nach Zugabe von 1.5 ml Triethylamin wird im Vakuum

konzentriert und flashchromatographisch (4.5 : 1 Petrolether-Ethylacetat) an Kieselgel

gereinigt, um 108 mg (0.09 mmol, 20%) 1,4-Bis-(2,3,4,6-tetra-O-benzyl-α-D-manno-

pyranosyloxymethyl)-benzol (70) als farblosen Sirup zu erhalten.

TLC (3 : 1 Petrolether-Ethylacetat): Rf = 0.22 (UV, H2SO4);

[α]D
22 = +35.7° (c 0.90; CHCl3);

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.37-7.23 (m, 44 H, aryl-CH); 4.96 (d, 2 H, H-1), 4.87 (d,

2 H, benzyl-CH2, J = 11.2 Hz), 4.74-4.42 (m, 18 H, benzyl-CH2), 4.01 (dd ≈ t, 2 H, H-4),

3.94 (dd, 2 H, H-3), 3.85-3.83 (m, 2 H, H-5), 3.81 (dd, 2 H, H-2), 3.79 (dd, 2 H, H-6), 3.74

(dd, 2 H, H-6') ppm;

J1,2 = 1.5 ; J2,3 = 3.1; J3,4 = 9.2; J4,5 = 9.2; J5,6 = 5.1; J5,6’ = 2.0; J6,6’ = 10.7 Hz;
13C-NMR (62.89 MHz, CDCl3): δ = 138.53, 138.46, 138.38, 138.24, 136.84 (5 aryl-Cq);

128.31-127.46 (aryl-CH); 97.15 (C-1); 80.26, 74.95, 74.67, 72.19 (C-2, -3, -4, -5); 75.16,

73.38, 72.59, 72.08, 69.26, 68.59 (5 benzyl-CH2, C-6) ppm;

m/z (FAB MS) 1184 (M++H. Ber. für C76H79O12: 1183.56).

C76H78O12

MW 1183.45
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1,4-Bis-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosyloxymethyl)-benzol (71)
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Bei 0°C werden 212 mg (0.44 mmol, 4.5 eq.)1-O-(Tetra-2,3,4,6-O-acetyl-α-D-manno-

pyranosyl)-trichloracetimidat (11) und 20 mg (0,14 mmol) 1,4-Bis-(hydroxymethyl)-

benzol (69) in 2 ml abs. Acetonitril unter N2-Atmosphäre gelöst. Die Reaktion wird durch

Zugabe von 100 µl einer  0,02 M TMS-OTf-Lösung (in abs. CH2Cl2) innerhalb 10 min

gestartet, 30 min bei 0°C und anschließend 3 d bei RT gerührt. Nach 1 h Reaktionszeit

werden nochmals 100 µl der 0.02 M TMS-OTf-Lösung zugefügt. Die Beendigung der

Reaktion erfolgt durch Zugabe von 30 µl Triethylamin, nach der wiederholten Codestil-

lation mit Toluol wird im Vakuum konzentriert und flashchromatograpisch (1 : 1

Petrolether-Ethylacetat) an Kieselgel  gereinigt, um 61 mg (76.4 µmol, 53%) 1,4-Bis-

(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosyloxymethyl)-benzol (71) als farblosen Sirup zu

erhalten.

TLC (4 : 1 Ethylacetat-Petrolether): Rf = 0.42 (Orthoester Rf: 0.34);

[α]D
20 = +68,6° (c 0,48; CHCl3);

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.35 (s, 4 H, aryl-CH); 5.38 (dd, 2 H, H-3); 5.33-5.28 (m,

4 H, H-2, H-4); 4.89 (d, 2 H, H-1); 4.73 (d, 2 H, benzyl-CH2, J 11.7); 4.56 (d, 2 H, benzyl-

CH2, J 11.7); 4.29 (dd, 2 H, H-6); 4.08 (dd, 2 H, H-6'); 4.03 (ddd, 2 H, H-5); 2.20, 2.10,

2.04, 1.99 (4 s, je 6 H, 4 COCH3) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.1; J3,4 = 9.7; J4,5 = 10.2; J5,6 = 5.1; J5,6’ 2.6; J6, 6’ = 12.2 Hz;
13C-NMR (62.5 MHz, CDCl3): δ = 170.4, 169.8, 169.7, 169.5 (4 COCH3); 136.0 (aryl-Cq);

128.1 (aryl-CH); 96.5 (C-1); 69.3 (C-4); 69.0 (benzyl-CH2); 68.9 (C-3); 68.5 (C-5); 65.9

(C-2); 62.2 (C-6); 20.7, 20.6, 20.49, 20.47 (4 COCH3) ppm;

m/z (FAB MS) 799.5 (M++H. Ber. für C36H47O20: 799.27), 821.5 (M++Na. Ber. für

C36H46O20Na: 821.25).

C36H46O20

MW 798.75
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1,4-Bis-(α-D-mannopyranosyloxymethyl)-benzol (72)
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42 mg (0.052 mmol) 1,4-Bis-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosyloxymethyl)-

benzol (71) werden nach AVV 2 deacetyliert und flashchromatographisch (7 : 2 : 1 Ethyl-

acetat-MeOH-H2O) gereinigt, um 22 mg (0.047 mmol, 90%) 1,4-Bis-(α-D- manno-

pyranosyloxymethyl)-benzol (72) als farblosen Sirup zu erhalten.

TLC (7 : 2 : 1 Ethylacetat-MeOH-H2O): Rf = 0.26 (H2SO4);

[α]D
21 = +99.5° (c 1.0; MeOH);

1H-NMR (400 MHz, [D4]-MeOH): δ = 7.40 (s, 4 H, aryl-CH); 4.87 (d, 2 H, H-1); 4.79 (d,

2 H, benzyl-CH2, J = 11.7); 4.57 (d, 2 H, benzyl-CH2, J = 11.7); 3.89 (dd, 2 H, H-6); 3.86

(dd, 2 H, H-2); 3.77 (dd, 2 H, H-3); 3.76 (dd, 2 H, H-6'); 3.67 (dd ≈ t, 2 H, H-4); 3.65-3.61

( m, 2 H, H-5) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 8.1; J4,5 = 8.1; J5,6 = 2.0; J5,6’  = 5.1; J6, 6’ = 12.2 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, [D4]-MeOH): δ = 138.9 (aryl-Cq); 129.5 (aryl-CH); 101.0 (C-1);

75.2 (C-5); 72.9 (C-3); 72.5 (C-2); 69.9 (benzyl-CH2); 68.9 (C-4); 63.2 (C-6) ppm;

m/z (FAB MS) 485.3 (M++Na. Ber. für C20H30O12Na: 485.16).

Gemischter  Glycocluster- Orthoester  &  Glycosid (73)

Bei der Synthese von Nitrotris-[3-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosyloxy)-

propyl]-methan wurde überwiegend Nitrotris-[3,4,6-tri-O-acetyl-1,2-O-(3-propyl-

oxyethylidene)-β-D-mannopyranosyl]-methan erhalten.

C20H30O12

MW 462.45
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1.52 g (3.085 mmol) 1-O-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosyl)-trichloracetimidat

(11) und 186 mg (0.79 mmol, 3.9 eq.) Nitrotris-(3-hydroxypropyl)-methan (3) werden in

30 ml abs. Acetonitril unter N2-Atmosphäre bei RT gelöst. Innerhalb 1.5 h werden 600 µl

einer 0.04 M TMS-OTf-Lösung zugefügt und der Ansatz 24 h bei RT gerührt. Nach

Abbruch der Reaktion durch Zugabe von 30 µl Triethylamin wird im Vakuum konzentriert

und die flashchromatographische Reinigung (2 : 1 Ethylacetat-Petrolether) ergab 699 mg

(0.57 mmol, 72%) Nitrotris-[3,4,6-tri-O-acetyl-1,2-O-(3-propyloxyethylidene)-β-D-

mannopyranosyl]-methan (73) als farblosen Sirup, dessen Mannosereste auch zu 12% O-

glycosidisch gebunden vorkommen.

TLC (3 : 1 Ethylacetat-Petrolether): Rf = 0.41 (H2SO4);
1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 5.49 (d, 3 H, H-1); 5.29 (dd ≈ t, 3 H, H-4); 5.16 (dd, 3 H,

H-3); 4.56 (dd, 3 H, H-2); 4.24 (dd, 3 H, H-6); 4.14 (dd, 3 H, H-6'); 3.69 (ddd, 3 H, H-5);

3.48 (mc, 6 H, CH2O); 2.13, 2.08, 2.06 (3 m, je 9 H, CH3); 1.95 (mc, 6 H, CH2CH2CH2O);

1.73 (s, 9 H, CH3-OE); 1.46 (mc, 6 H, CH2CH2O) ppm;

Orthoester (OE):

J1,2 = 2.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 9.7; J4,5 = 9.7; J5,6 = 5.1; J5,6’  = 3.6; J6, 6’ = 11.7 Hz;

Glycosid:

4.80 (d, 3 H, H-1gly, J1,2 = 1.5 Hz, bezogen auf H-1 beträgt der Anteil O-glycosidisch

gebundener Mannose 11.5%);
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 170.52, 170.25, 169.33 (3 COCH3); 124.16 (Cq

CCH3-OE); 97.21 (C-1); 93.77 (Cq-NO2); 71.15 (C-2), 70.47 (C-5); 65.40 (C-3); 62.17

(C-4); 61.61 (C-6); 60.27 (CH2O); 32.01 (CH2CH2CH2O); 24.73 (CCH3-OE); 23.70

(CH2CH2O); 20.67, 20.60, 20.56 (3 COCH3) ppm.

C52H75O32N

MW 1226.16
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Nitrotr is-[3-(2,3,4,6-tetra-O-benzyl-α-D-mannopyranosyloxy)-propyl]-methan (75)
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7.48 g (10.94 mmol, 3.9 eq.) 1-O-(2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-α-D-mannopyranosyl)-trichlor-

acetimidat (15) und 660 mg (2.81 mmol) 4-Nitro-4-(3-hydroxypropyl)-heptan-1,7-diol (3)

werden unter N2-Atmosphäre in 100 ml abs. THF in Gegenwart von Molsieb 4 Å unter

Rühren gelöst und auf -65°C gekühlt. Die Reaktion wird durch Zugabe von 100 µl einer

0.02 M TMS-OTf-Lösung in CH2Cl2 während 10 min gestartet und für 2 h bei -65°C, dann

3 h bei -30°C, anschließend nach Zugabe von 150µl der 0.02 M TMS-OTf-Lösung über

Nacht bei RT gerührt. Zur Aufarbeitung wird mit 100 ml ges. NaHCO3-Lsg. versetzt und

dreimal mit CH2Cl2 (150, 100, 50 ml) extrahiert und im Vakuum konzentriert. Die flash-

chromatographische Reinigung (3 : 1 Petrolether-Ethylacetat) an Kieselgel (2 fache

Menge, 25 cm Füllhöhe) ergab 3.75 g (2.08 mmol, 74%) Nitrotris-[3-(2,3,4,6-tetra-O-

benzyl-α-D-mannopyranosyloxy)-propyl]-methan (75) als farblosen Sirup.

TLC (1 : 1 Petrolether-Ethylacetat): Rf = 0.72 (UV, H2SO4);

[α]D
20 = +16.3° (c 1.24, CHCl3);

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.36-7.23 (m, 60 H, aryl-CH); 4.84 (d, 3 H, benzyl-CHH,

J 11.2 Hz); 4.82 (d, 3 H, H-1); 4.74-4.47 (m, 21 H, benzyl-CH2); 3.96 (dd ≈ t, 3 H, H-4);

3.84 (dd, 3 H, H-3); 3.76-3.68 (m, 12 H, H-2, H-6, H-6', H-5); 3.62 (mc, 3 H,

CH2CH2CHHO); 3.31 (mc, 3 H, CH2CH2CHHO); 1.88-1.82 (m, 6 H, CH2CH2CH2O);

1.42-1.35 (m, 6 H, CH2CH2CH2O) ppm;

J1,2 = 2.0; J2,3 = 3.1; J3,4 = 9.7; J4,5 = 9.2 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 138.35, 138.28, 138.22, 138.19 (12 aryl-Cq); 128.29-

127.50 (m, 60 C, Benzyl-CH2); 97.90 (C-1); 93.65 (Cq-NO2); 80.04 (C-3); 75.12 (benzyl-

CH2); 74.83 (C-4); 74.75 (C-2); 73.31, 72.65, 72.13 (2 benzyl-CH2); 71.89 (C-5); 69.07

(C-6); 66.79 (CH2CH2CH2O); 32.08 (CH2CH2CH2O); 23.73 (CH2CH2CH2O) ppm;

C112H123O20N

MW 1803.20
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m/z (FAB-MS) 1799.2 (M++H. Ber. für C112H124O20N: 1802.87), 1827.8 (M++Na. Ber. für

C112H123O20NNa: 1824.85);

C112H123O20N (1803.20): Ber. C 74.60, H 6.88, N 0.78

Gef. C 74.57, H 6.90, N 0.78

Nitrotr is-[3-(α-D-mannopyranosyloxy)-propyl)]-methan (76)
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750 mg (0.416 mmol) Nitrotris-[3-(2,3,4,6-tetra-O-benzyl-α-D-mannopyranosyloxy)-

propyl]-methan (75) werden mit 0.80 g Pd/C (10%) in 50 ml 3 : 1 abs. EtOH-abs. THF

suspendiert und bei 60°C/60 bar 6 h hydiert. Nach der Filtration über Celite und Konzen-

tration im Vakuum wird gelpermeationschromatographisch an Sephadex G-15 (15 mM

wässr. NH4HCO3) gereinigt und lyophilisiert, um 231 mg (0.320 mmol, 77%) Nitrotris-[3-

(α-D-mannopyranosyloxy)-propyl)]-methan (76) als weißes Lyophilisat zu erhalten.

TLC (7 : 3 i-PrOH-H2O + 1% NH3): Rf = 0.38 (H2SO4);

[α]D
20 = +44.2° (c 0.97, H2O);

1H-NMR (400 MHz, D2O): δ = 4.69 (d, 3 H, H-1); 3.78 (dd, 3 H, H-2); 3.72 (dd, 3 H, H-3);

3.65-3.55 (m, 9 H, H-6, -5, -4); 3.51-3.46 (m, 6 H, H-6', CHHO); 3.42-3.37 (m, 3 H,

CHHO); 1.90 (mc, 6 H, CH2CH2CH2O); 1.40 (mc, 6 H, CH2CH2CH2O) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 11.7 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, D2O): δ = 100.06 (C-1); 95.52 (Cq-NO2); 73.17, 71.01, 70.45,

67.12 (C-2, -3, -4, -5); 67.43 (C-6); 61.29 (CH2CH2CH2O); 32.02 (CH2CH2CH2O); 23.51

(CH2CH2CH2O) ppm;

m/z (FAB MS) 722.5 (M++H. Ber. für C28H52O20N: 722.31), 744.7 (M++H. Ber. für

C28H51O20NNa: 744.29).

C28H51O20N

MW 721.71
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Nitrotr is-{2-[(2’,3’,4’-tr i-O-benzoyl-6’-desoxy-1’-O-methyl-α-D-mannopyranos-6’-yl)-

carbonylamido]-ethyl}-methan (77)
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1.12 g (2.216 mmol) Methyl-(6-amino-6-desoxy-2,3,4-tri-O-benzoyl)-α-D-manno-

pyranosid (21) und 0.20 g (0.721 mmol ) Nitrotris-(2-carboxyethyl)-methan (2) werden mit

0.60 g (4.44 mmol) 1-HOBT in 10 ml abs. DMF bei 0°C gerührt. Anschließend werden

0.46 g (2.23 mmol) DCC zugefügt und 30 min bei 0°C, dann über Nacht bei RT gerührt.

Nach dem Abfiltrieren des Dicyclohexylharnstoffes wird im Vakuum konzentriert, in

80 ml Ethylacetat aufgenommen und zweimal mit 5%iger HCl, einmal mit ges. wässr.

NaHCO3 und einmal mit H2O gewaschen. Die flashchromatographische Reinigung (3: 1

Ethylacetat-Petrolether) ergab 0.92 g (0.53 mmol, 73%) Nitrotris-{2-[(2',3',4'-tri-O-

benzoyl-6'-desoxy-1'-O-methyl-α-D-mannopyranos-6'-yl)-carbonylamido]-ethyl}-methan

(77) als weißen Feststoff.

TLC (3 : 1 Ethylacetat-Petrolether): Rf =0.21 (UV, H2SO4);

[α]D
20 = -99.6° (c 0.70, CHCl3);

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.07-7.24 (m, 45 H, aryl-CH); 6.25 (t, 3 H, NH, JNH,6’ =

5.6, JNH,6’’ = 6.6 Hz); 5.85 (dd, 3 H, H-3'); 5.70 (dd ≈ t, 3 H, H-4'); 5.63 (dd, 3 H, H-2');

4.92 (d, 3 H, H-1'); 4.12 (ddd, 3 H, H-5'); 3.80 (ddd, 3 H, H-6''); 3.47 (s, 9 H, OCH3); 3.30

(ddd, 3 H, H-6'); 2.30-2.11 (m, 12 H, CH2CH2CO) ppm;

J1’,2’ = 1.5; J2’,3’ = 3.6; J3’,4’ = 10.2; J4’,5’ = 10.2; J5’,6’ = 5.6; J5’,6’’  = 2.5; J6’, 6’’ = 14.2 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 170.94 (NHCO); 165.98; 165.39; 165.35 (3 benzoyl-

C=O); 133.69-128.27 (m, aryl-C); 98.53 (C-1'); 93.01 (Cq-NO2); 70.51 (C-2'); 69.62 (C-3');

69.00 (C-5'); 67.93 (C-4'); 55.58 (OCH3); 39.81 (C-6'); 30.69 (CH2CH2CO), 30.56

(CH2CH2CO) ppm;

m/z (FAB MS) 1739.9 (M++H. Ber. für C94H91O29N4: 1739.58);

C94H90O29N4

MW 1739.76



101

C94H90O29N4 (1739.76): Ber. C 64.90, H 5.21, N 3.22

Gef. C 64.88, H 5.22, N 3.21

Nitrotr is-{2-[(6’-desoxy-1’-O-methyl-α-D-mannopyranos-6’-yl)-carbonylamido]-

ethyl}-methan (78)
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270 mg (0.155 mmol) Nitrotris-{2-[(2’,3’,4’-tri-O-benzoyl-6’-desoxy-1’-O-methyl-α-D-

mannopyranos-6’-yl)-carbonylamido]-ethyl}-methan (77) werden in 10 ml 5 : 2 MeOH-

Et2O gelöst und mit 1.5 ml einer NaOMe-Lösung (1 M ) in abs. MeOH versetzt,

anschließend bei RT  2 Tage gerührt. Nach der Neutralisation mit Levatit SP 1080 H+ wird

filtriert und im Vakuum konzentriert. Das erhaltene Rohprodukt (160 mg weißer amorpher

Feststoff, ) wird gelpermeationschromatographisch an Sephadex G-15 (15 mM wässr.

NH4HCO3) gereinigt, um 122 mg (0.152 mmol, 98%) Nitrotris-{2-[(6'-desoxy-1'-O-

methyl-α-D-mannopyranos-6'-yl)-carbonylamido]-ethyl}-methan (78) als weißen

amorphen Feststoff zu erhalten.

TLC (7 : 3 n-PrOH-H2O + 1% NH3): Rf =0.38 (UV, H2SO4);

[α]D
20 = +64.9° (c 1.02, H2O);

1H-NMR (500 MHz, D2O): δ = 4.59 (d, 3 H, H-1); 3.78 (dd, 3 H, H-2); 3.60 (dd, 3 H, H-3);

3.50-3.45 (m, 6 H, H-5, H-6'); 3.41 (dd ≈ t, 3 H, H-4); 3.29 (dd, 3 H, H-6); 3.24 (s, 9 H,

OCH3); 2.16 (br s, 12 H, CH2CH2CO) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 9.2; J4,5 = 9.2; J5,6 =7.6; J6,6’ = 14.8 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, D2O): δ = 174.97 (NHCO); 101.23 (C-1); 93.69 (Cq-NO2); 70.99

(C-5); 70.72 (C-3); 70.23 (C-2); 68.40 (C-4); 55.01 (CH3); 40.42 (C-6); 30.98

(CH2CH2CO); 30.35 (CH2CH2CO) ppm;

C31H54O20N4

MW 802.78
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m/z (FAB MS) 803.7 (M++H. Ber. für C31H54520N4: 803.34), 825.45 (M++Na. Ber. für

C31H54O20N4Na: 825.32), 841.41 (M++K. Ber. für C31H54O20N4K: 841.30).

Nitrotr is-{2-[(6’-desoxy-1’-O-p-nitrophenyl-α-D-mannopyranos-6’-yl)-

carbonylamido]-ethyl}-methan (79)
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33.3 mg (0.111 mmol) p-Nitrophenyl-6-amino-6-desoxy-α-D-mannopyranosid (26)

werden mit 7.9 mg (0.029 mmol) 4-(2-Carboxyethyl)-4-nitroheptan-1,7-disäure (2) und

32.9 mg (0.133 mmol, 1.2 eq.) EEDQ in 12 ml abs. DMAc bei 40°C 5 d umgesetzt. Nach

Lyophilisation erfolgt die Extraktion von Quinolin/ EEDQ mit 2 : 1 : 1 : 1 Et2O-Petrol-

ether-MeOH-H2O und erneute Lyophilisation der wässr. Phase. Die flashchromato-

graphische Reinigung (9 : 1 Ethylacetat-MeOH) an Kieselgel ergab 29.2 mg (0.026 mmol,

91%) Nitrotris-{2-[(6'-desoxy-1'-O-p-nitrophenyl-α-D-mannopyranos-6'-yl)-carbonyl-

amido]-ethyl}-methan (79) als weißen amorphen Feststoff.

TLC (7 : 2 : 1 Ethylacetat-MeOH-H2O): Rf = 0.43 (UV, H2SO4);

[α]D
20 = +78.6° (c 0.40, MeOH);

1H-NMR (400 MHz, [D4]-MeOH): δ = 8.26, 7.31 (2 d, je 6 H, aryl-CH, 3J 9.7 Hz); 5.69 (d,

3 H, H-1); 4.09 (dd, 3 H, H-2); 3.93 (dd, 3 H, H-3); 3.65 (dd ≈ t, 3 H, H-4); 3.62 (dd, 3 H,

H-6'); 3.60 (dd, 3 H, H-6); 3.59-3.55 (m, 3 H, H-5'); 2.12-1.98 (m, 12 H, CH2CH2CO)

ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 9.2; J4,5 = 9.2; J5,6’ =3.6; J5,6 =6.1; J6,6’ = 12.7 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, [D4]-MeOH): δ = 174.57 (NHCO); 162.84 (i-aryl-Cq); 144.21

(p-aryl-Cq); 127.09 (m-aryl-CH), 118.00 (o-aryl-CH); 100.16 (C-1); 94.49 (Cq-NO2); 74.35

C46H57N7O26

MW 1123.99
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(C-5); 72.24 (C-3); 71.85 (C-2); 69.66 (C-4); 41.67 (C-6); 32.19 (CH2CH2CO); 31.39

(CH2CH2CO) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 1146.34 (M++Na. Ber. für C46H57N7O26Na: 1146.325), 1162.33

(M++K. Ber. für C46H57N7O26K: 1162.299).

Tr is-{2-[3-(2’,3’,4’-tr i-O-benzoyl-6’-desoxy-1-O-methyl-α-D-mannopyranos-6’-yl)-

thioureido]-ethyl}-amin (80)
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394 mg (0.720 mmol) Methyl-2,3,4-tri-O-benzoyl-6-desoxy-6-isothiocyanato-α-D-

mannopyranosid (22) werden mit 32 mg (0.218 mmol, 0.30 eq.) Tris-(2-aminoethyl)-amin

(61) nach AVV 6 in CH2Cl2 umgesetzt. Die flashchromatographische Reinigung

(2 : 1 Ethylacetat-Petrolether) ergab 359 mg (0.201 mmol, 92%) Tris-{2-[3-(2',3',4'-tri-O-

benzoyl-6'-desoxy-1-O-methyl-α-D-mannopyranos-6'-yl)-thioureido]-ethyl}-amin (80) als

gelblich amorphen Feststoff.

TLC (2 : 1 Petrolether-Ethylacetat): Rf = 0.20 (UV, H2SO4);

[α]D
20 = -92.6° (c 1.79, CHCl3);

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.08, 7.93, 7.80 (3 d, je 6 H, aryl-CH); 7.54-7.23 (m, 27

H, aryl-CH); 7.08 (br s, 6 H, NH); 5.83 (dd, 3 H, H-3); 5.70 (dd ≈ t, 3 H, H-4); 5.61 (dd, 3

H, H-2); 4.85 (d, 3 H, H-1); 4.20 (br s, 3 H, H-5); 4.11-3.94 (br s, 3 H, H-6); 3.77-3.67 (br

s, 3 H, H-6'); 3.58 (br s, 6 H, CH2NHCS); 3.42 (s, 9 H, OCH3); 2.50 (s, 6 H, NCH2) ppm;

J1,2 = 2.0; J2,3 = 3.1; J3,4 = 9.7; J4,5 = 9.7 Hz;
13C-NMR (62.89 MHz, CDCl3): δ = 171.11, 165.89, 165.40, (3 C=O); 133.46, 133.37,

133.08 (3 aryl-Cq); 129.93-128.18 (m, aryl-CH); 98.51 (C-1); 70.26 (C-2), 69.76 (C-3),

69.51 (C-5), 68.02 (C-4); 60.35 (C-6); 55.60 (OCH3); 53.43 (NCH2); 45.16 (CH2NHCS)

ppm;

C93H93O24N7S3

1788.97
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m/z (FAB-MS) 1788.9 (M++H. Ber. für C93H94O24N7S3: 1788.55);

C93H93O24N7S3 (1788.97): Ber. C 62.44, H 5.24, N 5.48

Gef. C 62.42, H 5.25, N 5.47

Tr is-{2-[3-(2’,3’,4’-tr i-O-acetyl-6’-desoxy-1-O-methyl-α-D-mannopyranos-6’-yl)-

thioureido]-ethyl}-amin (81)
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317 mg (0.877 mmol, 3.3 eq.) Methyl-2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-6-isothiocyanato-α-D-

mannopyranosid (24) werden in 30 ml siedenem CH2Cl2 gelöst mit 39 mg (0.266 mmol)

Tris-(2-amino-ethyl)-amin (61) nach AVV 6 umgesetzt. Die flashchromatographische

Reinigung (Ethylacetat) ergab 298 mg (0.242 mmol, 91%) Tris-{2-[3-(2',3',4'-tri-O-acetyl-

6'-desoxy-1-O-methyl-α-D-mannopyranos-6'-yl)-thioureido]-ethyl}-amin (81) als weißen

Feststoff.

TLC (9 : 1 Ethylacetat-EtOH): Rf = 0.39 (UV, H2SO4);

[α]D
20 = +43.6° (c 0.84, CHCl3);

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.18, 6.94 (2 br s, je 3 H, NH); 5.33 (dd, 3 H, H-3); 5.23

(dd, 3 H, H-2); 5.13 (dd ≈ t, 3 H, H-4); 4.71 (d, 3 H, H-1); 3.90 (br s, 3 H, H-5); 3.79-3.50

(m, 12 H, H-6, H-6', CH2NH); 3.41 (s, 9 H, OCH3); 2.67 (br s, 6 H, CH2CH2NH); 2.18,

2.09, 1.98 (3 s, je 9 H, 3 COCH3) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 9.7; J4,5 = 10.2 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 182.82 (C=S); 170.07, 169.82, 169.67 (3 C=O);

98.25 (C-1); 69.36 (C-2); 69.25 (C-5); 68.77 (C-3); 67.04 (C-4); 55.28 (OCH3); 52.62

(NCH2); 45.05 (C-6); 42.43 (CH2NH) 20.74, 20.73, 20.49 (3 COCH3) ppm;

C48H75O24N7S3 (1230.34): Ber. C 46.86, H 6.14, N 7.97, S 7.82

Gef. C 46.92, H 6.15, N 7.95, S 7.80

C48H75O24N7S3

MW 1230.34
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Tr is-{2-[3-(6’-desoxy-1-O-methyl-α-D-mannopyranos-6’-yl)-thioureido]-ethyl}-amin

(82)
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a)

136 mg (0.578 mmol, 3.3 eq.) Methyl-6-desoxy-6-isothiocyanato-α-D-mannopyranosid

(27), gelöst in 10 ml  4 : 1 EtOH-Ethylacetat, werden mit 25.6 mg (0.175 mmol) Tris-(2-

aminoethyl)-amin (61) gelöst in 5 ml 4 : 1 EtOH- Ethylacetat nach AAV 6 umgesetzt. Die

gelpermeationschromatographische Reinigung an Sephadex G-15 (15 mM wässr.

NH4HCO3) ergab 35 mg (41 µmol, 23%) Tris-{2-[3-(6'-desoxy-1-O-methyl-α-D-manno-

pyranos-6'-yl)-thioureido]-ethyl}-amin (82) als weißes Lyophilisat.

TLC (7 : 3 n-PrOH-H2O + 1% NH3): Rf =0.37 (UV, H2SO4);

[α]D
20 = +14.0° (c 1.10, MeOH);

1H-NMR (400 MHz, D2O): δ = 5.03 (d, 3 H, H-1); 4.19 (dd, 3 H, H-2); 4.01 (dd, 3 H, H-3);

4.10-3.92 (m, 15 H, CSNHCH2, H-5, H-6, H-6'); 3.86 (dd ≈ t, 3 H, H-4); 3.67 (s, 9 H,

OCH3); 3.29 (br s, 6 H, NCH2) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 9.7; J4,5 = 9.7 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, D2O, [D3]-Acetonitril): δ = 182.76 (NCS); 101.80 (C-1); 71.76,

71.26, 70.81, 68.80 (C-2, -3, -4, -5); 55.50 (OCH3); 53.83 (NCH2); 45.54 (C-6); 42.00

(CSNHCH2) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 852 (M++H. Ber. für C19H22NO10S: 852.32).

(Weiterhin wurden 102 mg eines farblosen Sirups isoliert, dessen NMR-Interpretation die

Struktur nahelegt:

C30H57O15N7S3

MW 852.00



106 Experimenteller Teil

HO
HO

O
OHHN

S

HO

OCH3

HO
HO

O
OHHN

SH

O

OCH3

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.80 (br s, 1 H, NH); 7.53 (s, 0.5 H, SH); 4.70 (d, 1 H, H-

1); 4.13 (dd ≈ t, 1 H, H-4); 3.95-3.87 (m, 3 H, H-3, -5, -2); 3.47 (dd, 0.6 H, H-6); 3.46 (dd,

0.6 H, H-6), 3.36 (s, 3 H, OCH3); 3.21 (dd ≈ t, 1 H, H-6’) ppm;

J3,4 = 9.7; J4,5 = 9.7; J5,6 = 6.1; J6,6’ = 11.7 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 186.13 (C=S); 100.84 (C-1); 77.51 (C-4); 69.81 (C-

5); 66.73 (C-2); 59.41 (C-3); 53.93 (OCH3); 43.82 (C-6) ppm, C-5 & C-2 können auch

vertauscht sein)

b)

236 mg (0.132 mmol) Tris-{2-[3-(2',3',4'-tri-O-benzoyl-6'-desoxy-1-O-methyl-α-D-

mannopyranos-6'-yl)-thioureido]-ethyl}-amin (80) werden nach AVV 2 in 60 ml 5 : 1 abs.

MeOH-abs. DMF 3 Tage bei 50°C de-O-benzoyliert. Die gelpermeationschromato-

graphische Reinigung an Sephadex G-15 (15 mM wässr. NH4HCO3) ergab 30 mg

(35 µmol, 27%) Tris-{2-[3-(6'-desoxy-1-O-methyl-α-D-mannopyranos-6'-yl)-thioureido]-

ethyl}-amin (82) als weißes Lyophilisat.

c)

86 mg (0.07 mmol) Tris-{2-[3-(2',3',4'-tri-O-acetyl-6'-desoxy-1-O-methyl-α-D-manno-

pyranos-6'-yl)-thioureido]-ethyl}-amin (81) werden in 20 ml abs. MeOH nach AVV 2 de-

O-acetyliert. Die gelpermeationschtomatographische Reinigung an Sephadex G-15

(15 mM wässr. NH4HCO3) ergab 49 mg (0.06 mmol, 82%) Tris-{2-[3-(6'-desoxy-1-O-

methyl-α-D-mannopyranos-6'-yl)-thioureido]-ethyl}-amin (82) als weißes Lyophilisat.
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Tr is-{2-[3-(6’-desoxy-1-O-(p-nitrophenyl)-α-D-mannopyranos-6’-yl)-thioureido]-

ethyl}-amin (83)
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291 mg (0.851 mmol, 3.3 mol eq.) p-Nitrophenyl-6-desoxy-6-isothiocyanato-α-D-manno-

pyranosid (31) werden mit 34.3 mg (0.234 mmol) Tris-(2-aminoethyl)-amin (61) 4 h nach

AAV 6 umgesetzt. Die säulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (1.  10 : 1

Ethylacetat-MeOH + 1% NH3; 2.  7 : 2 : 1 Ethylacetat-MeOH-H2O) ergab 244 mg

(0.21 mmol, 89%) Tris-{2-[3-(6'-desoxy-1-O-(p-nitrophenyl)-α-D-mannopyranos-6'-yl)-

thioureido]-ethyl}-amin (83) als weißes Lyophilisat.

TLC (7 : 2 : 1 Ethylacetat-MeOH-H2O): Rf = 0.77 (UV, H2SO4);

[α]D
20 = +89.9° (c 0.65, MeOH);

1H-NMR (400 MHz, [D4]-MeOH): δ = 8.23 (d, 6 H, o-aryl-CH, 3J = 9.7 Hz); 7.30 (d, 6 H,

m-aryl-CH, 3J = 9.7 Hz); 5.72 ( d, 3 H, H-1); 4.10 (dd, 3 H, H-2); 3.96 (dd, 3 H, H-3); 3.87

(ddd, 3 H, H-5); 3.73 (dd, 3 H, H-6); 3.71 (dd ≈ t, 3 H, H-4); 3.66 (dd, 3 H, H-6'); 3.47 (br

s, 6 H, CSNHCH2); 2.66 (br s 6 H, NCH2) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 9.2; J4,5 = 9.7; J5,6 = 5.1; J5,6’  = 3.6; J6,6’ = 10.2 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, [D4]-MeOH): δ = 162.73 (i-aryl-Cq); 144.10 (p-aryl-Cq); 127.11

(m-aryl-CH); 118.19 (o-aryl-CH); 100.16 (C-1); 74.45, 72.03, 71.78, 69.36 (C-2, -3, -4, -

5); 54.55 (NCH2): 46.39 (C-6); 43.91 (CSNHCH2) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 1173.5 (M++H. Ber. für C45H61N10O21S3: 1173.32);

m/z (FAB-MS) 1173.2 (M++H. Ber. für C45H61N10O21S3: 1173.32);

C45H60N10O21S3 (1173.21): Ber. C 46.07, H 5.15, N 11.94, S 8.20

Gef. C 46.16, H 5.16, N 11.92, S 8.18

C45H60N10O21S3

MW 1173.20
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4-Amino-di-tbutyl-4-[2-(tbutoxycarbonyl)-ethyl]-heptan-1,7-dioat (85)
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2.5 g (5.61 mmol) Di-tbutyl 4-nitro-4-[2-(tbutoxycarbonyl)-ethyl]-heptandioat (1) werden

in 50 ml abs. EtOH gelöst und mit 1 g T1-Raney-Nickel117, suspendiert in 15 ml abs.

EtOH, versetzt und bei 25 bar/RT 3 Tage hydriert. Nach der Filtration über Celite und

Konzentration in Vakuum wird das Rohprodukt säulenchromatographisch an Kieselgel

(Ethylacetat) gereinigt um 2.30 g (5.52 mmol, 99%) 4-Amino di-tbutyl-4-[2-(tbutoxy-

carbonyl)-ethyl]-heptandioat (85) als weißen amorphen Feststoff zu erhalten.

TLC (3 : 1 MeOH-Toluol): Rf = 0.52 (KMnO4);

mp = 49-50°C; Lit.,120 51-52°C;
1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 2.31-2.28 (m, 6 H, CH2CH2CO); 1.68-1.64 (m, 6 H,

CH2CH2CO); 1.49 (s, 27 H, CH3); 1.22 (t, 2 H, NH2, J = 7.12 Hz) ppm.
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 175.15 (CO); 81.86 (C(CH3)3); 58.60 (Cq-NH2);

35.40 (Cq-CH2); 31.18 (CH2CO); 28.66 (CH3) ppm.

Anmerkung: Frisch hergestelltes T1-Raney-Nickel sollte sich bei Luftkontakt spätestens

nach 30 s im Filterpapier selbst entzünden, um die notwendige Katalysatoraktivität zu

gewährleisten. Die Entsorgung der Katalysatorreste erfolgte nach kontrollierter

Verbrennung im Schwermetallbehälter.

C22H41O6N

MW 415.57
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4-(N-Biotinamido)-di-tbutyl-4-[2-(tbutoxycarbonyl)-ethyl]-heptan-1,7-dioat (86)
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Zu einer Lösung von 308 mg (+)-Biotin (1.26 mmol) in 12 ml abs. DMF werden in Gegen-

wart von 300 µl DIPEA (pH ca. 9) 561 mg (1.26 mmol) 4-Amino-di-tbutyl-4-[2-(tbutoxy-

carbonyl)-ethyl]-heptan-1,7-dioat (85), gelöst in 10 ml abs. DMF, zugegeben. Bei 0°C

werden 241 mg EDC (1.26 mmol) und 340 mg 1-HOBT (2.52 mmol, 2 eq.) zugefügt und

der Ansatz für weitere 60 min bei 0°C, dann über Nacht bei RT gerührt. Nach der

Konzentration im Vakuum wird säulenchromatographisch (4 : 1 Ethylacetat-MeOH, 2

fache Füllmenge) an Kieselgel gereinigt, um 780 mg 4-(N-Biotinamido)-di-tbutyl-4-[2-

(tbutoxycarbonyl)-ethyl]-heptan-1,7-dioat (86) (1.22 mmol, 97%) als weißen amorphen

Feststoff zu erhalten.

TLC (8 : 2 Ethylacetat-MeOH): Rf = 0.58 (5 : 2 (NH4)6Mo7O24⋅4 H2O-Ce(HSO4)4 in verd.

H2SO4, Blaufärbung);
1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 6.69 (br s, NHCONH); 6.52 (br s, NHCONH); 6.21 (br s,

CONHCq); 4.45 (dd ≈ t, 1 H, CONHCHCH2S, 3Jcis = 4.7 ; 3Jtrans = 7.6 Hz); 4.30 (dd ≈ t, 1

H, CONHCHCH(CH2CH2R)S, 3Jcis =4.7; 3Jtrans =7.3 Hz); 3.12 (mc, 1 H,

CONHCHCH(CH2CH2R)S); 2.88 (dd, 1 H, CONHCHCHHS, 3J = 4.7, 2J = 12.6 Hz); 2.73

(dd ≈ d, 1 H, CONHCHCHHS, 3J < 1 Hz); 2.20 (mc, 6 H, CqCH2CH2COOtBu); 2.15 (mc, 2

H, CH2CH2CH2CH2CONHCq); 1.97 (mc, 6 H, CqCH2CH2COOtBu); 1.71 (mc, 1 H,

CHHCH2CH2CH2CONHCq); 1.62 (mc, 3 H, CHHCH2CH2CH2CONHCq); 1.42 (mc, 29 H,

CH2CH2CH2CH2CONHCq, (Cq(CH3)3) ppm;
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 173.03 (CO); 172.96 (NHCO); 162.73 (NHCONH);

91.92 (Cq, CONHC); 82.07 (Cq(CH3)3); 61.86 (CONHCHCH2S); 60.38

(CONHCHCH(CH2CH2R)S; 57.32 (CONHCHCH(CH2CH2R)S); 40.52 (CONHCHCH2S);

36.76 (CH2CH2CH2CH2CONHCq); 32.08 (CqCH2CH2COOtBu); 30.70

C32H55N3O8S

MW 641.86
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(CH2CH2CH2CH2CONHCq); 30.21 (CqCH2CH2COOtBu); 29.82

(CH2CH2CH2CH2CONHCq); 28.68 (C(CH3)3); 27.94 (CH2CH2CH2CH2CONHCq) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 664.28 (M++Na. Ber. für C32H55N3O8SNa: 664.36), 680.17 (M++K.

Ber. für C32H55N3O8SK: 680.33).

4-(2-Carboxyethyl)-4-N-biotinamido-heptan-1,7-dicarbonsäure (87)
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200 mg (0.312 mmol) 4-(N-Biotinamido)-di-tbutyl-4-[2-(tbutoxycarbonyl)-ethyl]-heptan-

1,7-dioat (86) werden mit 10 ml 98%iger Ameisensäure 5 h bei RT gerührt, im Vakuum

konzentriert und wiederholt mit Toluol codestilliert, um 146 mg (0.308 mmol, 99%) 4-(2-

Carboxyethyl)-4-N-biotinamido-heptan-1,7-dicarbonsäure (87) als farbloser Sirup zu

erhalten.

TLC (7 : 3 n-PrOH-H2O + 1% NH3): Rf =0.35 (5 : 2 (NH4)6Mo7O24⋅4 H2O-Ce(HSO4)4 in

verd. H2SO4, Blaufärbung);
1H-NMR (500 MHz, [D4]-MeOH): δ = 8.16 (br s, 2 H, NHCONH); 8.02 (br s, 1 H,

NHCO); 4.53 (dd, 1 H, CONHCHCH2S, 3Jcis= 4.41 ; 3Jtrans = 8.20 Hz); 4.36 (dd, 1 H,

CONHCHCH(CH2CH2R)S, 3Jcis =4.41; 3Jtrans =7.57 Hz); 3.25 (ddd, 1 H,

CONHCHCH(CH2CH2R)S); 2.97 (dd, 1 H, CONHCHCHHSC, 3J = 5.04, 2J = 12.61 Hz);

2.74 (dd ≈ d, 1 H, CONHCHCHHS, 3J < 1 Hz); 2.32 (mc, 6 H, CqCH2CH2COOH); 2.24

(mc, 2 H, CH2CH2CH2CH2CONHCq); 2.06 (mc, 6 H, CqCH2CH2COOH); 1.77 (mc, 1 H,

CHHCH2CH2CH2CONHCq); 1.68 (mc, 3 H, CHHCH2CH2CH2CONHCq); 1.50 (mc, 2 H,

CH2CH2CH2CH2CONHCq) ppm;
13C-NMR (125.77 MHz, [D4]-MeOH): δ = 177.45 (Cq(CH2CH2COOH)3); 176.01

(CH2CONH); 166.47 (NHCONH); 91.92 (CONHCq(CH2CH2COOH)3); 63.55

(CONHCHCH2S); 61.94 (CONHCHCH(CH2CH2R)S; 58.89 (CONHCHCH(CH2CH2R)S);

C20H31N3O8S

MW 473.54
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41.34 (CONHCHCH2S); 37.67 (CH2CH2CH2CH2CONHCq); 32.08 (CqCH2CH2COOH);

30.78 (CH2CH2CH2CH2CONHCq); 30.030 (CqCH2CH2COOH); 29.57

(CH2CH2CH2CH2CONHCq); 27.26 (CH2CH2CH2CH2CONHCq) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 496.17 (M++Na. Ber. für C20H31O8N3SNa: 496.17), 512.13 (M++K.

Ber. für C20H31O8N3SK: 512.15).

N-Biotinamido-tr is-{2-[(6’-desoxy-1’-O-methyl-α-D-mannopyranos-6’-yl)-

carbonylamido]-ethyl}-methan (88)
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67 mg (0.142 mmol) 4-(2-Carboxyethyl)-4-N-biotinamido-heptan-1,7-dicarbonsäure (87)

und 88 mg (0.455 mmol, 3.2 eq.) Methyl-6-amino-6-desoxy-α-D-mannopyranosid (26)

werden in Gegenwart von 0.5 ml DIPEA in 50 ml abs. DMF gelöst. Nach Kühlung auf 0°C

wird die Reaktion durch Zugabe von 27 mg (0.142 mmol) EDC und 38.4 mg (0.284 mmol)

1-HOBT, gelöst in 10 ml abs. DMF, während 20 min gestartet, 1 h bei 0°C, dann 2 Tage

bei RT gerührt. Der Ansatz wird im Vakuum konzentriert und gelpermeationschromato-

graphisch an Sephadex LH-20 (MeOH), dann an Sephadex G-15 (15 mM wässr.

NH4HCO3) gereinigt, um 129 mg (0.129 mmol, 91%) N-Biotinamido-tris-{2-[(6'-desoxy-

1'-O-methyl-α-D-mannopyranos-6'-yl)-carbonylamido]-ethyl}-methan (88) als hellgelben

amorphen Feststoff zu isolieren.

TLC (7 : 3 n-PrOH-H2O + 1% NH3): Rf =0.27 (UV, H2SO4, 5 : 2 (NH4)6Mo7O24⋅4 H2O-

Ce(HSO4)4 in verd. H2SO4, Blaufärbung);

[α]D
20 = +96.7° (c 0.45, H2O);

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.33 (br s, 6 H, NHCO); 4.61 (d, 3 H, H-1); 4.47 (dd,

1 H, CONHCHCH2S, 3Jcis = 4.6 ; 3Jtrans = 7.6 Hz); 4.29 (dd, 1 H,

C41H70O20N6S

MW 999.10
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CONHCHCH(CH2CH2R)S, 3Jtrans =7.6; 3Jcis =4.6 Hz); 3.79 (dd, 3 H, H-2); 3.60 (dd, 3 H,

H-3); 3.51-3.46 (m, 6 H, H-5, 6’); 3.42 (dd ≈ t, 3 H, H-4); 3.30 (dd, 3 H, H-6); 3.24 (s, 9 H,

OCH3); 3.23-3.05 (m, 1 H, CONHCHCH(CH2CH2R)S); 2.87 (dd, 1 H, CONHCHCHHS,
3J = 4.6; 2J = 13.2 Hz); 2.65 (dd ≈ d, 1 H, CONHCHCHHS, 3J < 1 Hz); 2.22-2.05 (m, 8 H,

CqCH2CH2CONHCH2, CH2CH2CH2CH2CONHCq); 1.90-1.73 (m, 8 H,

CH2CH2CH2CH2CONHCq, CqCH2CH2CONHCH2); 1.62-1.41 (m, 2 H,

CH2CH2CH2CH2CONHCq); 1.31-1.24 (m, 2 H, CH2CH2CH2CH2CONHCq) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 9.7; J4,5 = 9.7; J5,6 = 5.1; J6,6’ = 12.7 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 176.74 (Cq(CH2CH2CONH-Man)3); 176.47 (NHCO);

165.73 (NHCONH); 101.17 (C-1); 92.92 (CONHCq(CH2CH2CONH-Man)3); 71.02 (C-5);

70.73 (C-3); 70.24 (C-2); 68.49 (C-4); 62.42 (CH, CONHCHCH(CH2CH2R)S); 60.61 (CH,

CONHCHCH2S); 55.69 (OCH3); 54.99 (CONHCHCH(CH2CH2R)S); 40.44 (C-6); 40.09

(SCH2); 36.61 (CH2CH2CH2CH2CONH); 31.84 (CqCH2CH2CONHCH2); 30.38

(CH2CH2CH2CH2CONH); 28.40 (CqCH2CH2CONHCH2); 28.04

(CH2CH2CH2CH2CONH); 25.61 (CH2CH2CH2CH2CONH) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 999.41 (M++H. Ber. für C41H71O20N6S: 999.44), 1021.40 (M++Na.

Ber. für C41H70O20N6SNa: 1021.43), 1037.52 (M++K. Ber. für C41H70O20N6SK: 1037.40).

N-Fluorescein-N’-{di-tbutyl-4-[2-(tbutoxycarbonyl)-ethyl]-heptan-1,7-dioat}-

thioharnstoff (90)
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14.8 mg (0.036 mmol) 4-Amino-di-tbutyl-4-[2-(tbutoxycarbonyl)-ethyl]-heptan-1,7-dioat

(85), gelöst in 3 ml abs. DME, werden innerhalb von 2 h bei 40°C unter Argon-Atmo-

sphäre 13.9 mg (0.036 mmol) Fluoresceinisothiocyanat Isomer 1 (89), gelöst in 6 ml abs

DME, zugetropft. Nach 12 h Rühren bei 35°C wird im Vakuum konzentriert und der

Ansatz flashchromatographisch (1.  2 : 1 Ethylacetat-Petrolether , 2.  4 : 1 Ethylacetat-

Petrolether, 3.  1 : 1 Ethylacetat-MeOH) gereinigt, um 35 mg (quant.) N-Fluorescein-N'-

C43H52N2O11S

MW 804.95
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{di-tbutyl-4-[2-(tbutoxycarbonyl)-ethyl]-heptan-1,7-dioat}-thioharnstoff (90) als gelben

Sirup zu isolieren, dessen 13NMR-Interpretation allerdings auf die Bildung von Isomeren

hindeutet.

TLC (2 : 1 Ethylacetat-Petrolether): Rf = 0.16 (UV, gelb);
1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.26-7.24 (m, 3 H, aryl-CH); 7.18-7.16 (m, 2 H, aryl-

CH); 6.77-6.49 (m, 3 H, aryl-CH); 2.40-2.24 (m, 12 H, CH2CH2CO); 1.44 (s, 27 H,

C(CH3)3) ppm;
13C-NMR (100.67 MHz, CDCl3): δ = 187.99 (aryl-C=O); 180.02 (NHCSNH); 176.71

(C=OOtBu); 172.78 (aryl-COOH); 167.38 (aryl-COCHO); 154.48 (aryl-HOCCHO);

152.69 (aryl-HOCCHO);142.93 (aryl-COCHCH); 133.68 (aryl-Cq); 132.34 (aryl-Cq);

129.01, 128.20, 125.28 (aryl-CH); 81.01 (Cq(CH3)3); 59.01 (HNSNHCq); 30.08, 29.67 (6

NHCq(CH2CH2COOtBu)3); 28.03 (C(CH3)3) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 805.33 (M++H. Ber. für C43H53N2O11S: 805.34), 827.28 (M++Na. Ber.

für C43H52N2O11SNa: 827.32), 843.28 (M++K. Ber. für C43H52N2O11SK: 843.29).

N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-glycyl-glycyl-glycin (94)
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1.0 g (5.286 mmol) Triglycin werden in 40 ml ges. NaHCO3-Lösung gelöst und auf 0°C

gekühlt. Zu dieser Lösung werden 1.78 g (5.28 mmol) 9-Fluorenylmethylsucinimidyl-

carbonat, gelöst in 30 ml abs. DMF, innerhalb 10 min zugetropft, auf RT erwärmt und 1 h

gerührt. Zur Aufarbeitung werden 125 ml H2O zugegeben, die wässr. Phase gewaschen

(100 ml Et2O, 2x 100 ml Ethylacetat) und nach Kühlung auf 0°C mit 5 N HCl angesäuert.

Das ausgefallene Produkt wird abfiltriert und umkristallisiert (2 : 1-Acetonitril-MeOH),

um 2.15 g (5.226 mmol, 99%) als weißer amorpher Feststoff.

TLC (7 : 3 n-PrOH-H2O + 1% NH3): Rf =0.56 (UV);
1H-NMR (400 MHz, [D6]-DMSO): δ = 8.22 (t, 1H, NH; J = 5.6 Hz); 8.18 (t, 1 H, NH, J =

5.6 Hz); 7.88 (d, 2 H, aryl-Fmoc, J = 7.6 Hz); 7.71 (d, 2 H, aryl-Fmoc, J = 7.6 Hz); 7.59 (t,

1 H, NH, J = 6.1 Hz); 7.40 (t, 2 H, aryl-Fmoc, J = 7.6 Hz); 7.32 (t, 2 H, aryl-Fmoc, J = 7.6

C21H21O6N3

MW 411.41
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Hz); 4.27 (d, 2 H, CH2-Fmoc, J = 6.1 Hz); 4.21 (t, 1 H, CH-Fmoc, J = 6.1); 3.75-3.72 (m, 4

H, NHCH2COO); 3.66 (d, 2 H, NHCH2COO, J = 6.1 Hz) ppm;
13C-NMR (100.67 MHz, [D6]-DMSO): δ = 171.21, 169.59, 169.30 (3 C=O); 144.02,

140.89 (2 Cq, aryl-Fmoc); 127.82, 127.27, 125.45, 120.28 (4 aryl-Fmoc-CH); 65.93 (CH2-

Fmoc); 46.80 (CH-Fmoc); 43.68, 41.95, 40.81 (3 HNCH2CO) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 412.16 (M++H. Ber. für C21H22O6N3: 412.15), 434.13 (M++Na. Ber.

für C21H21O6N3Na: 434.13), 450.11 (M++K. Ber. für C21H21O6N3K: 450.11).

4-(N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-tr iglycylamido)-di-tbutyl-4-[2-(tbutoxycarbonyl)-

ethyl]-heptan-1,7-dioat (95)
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70 mg (0.168 mmol) 4-Amino-di-tbutyl-4-[2-(tbutoxycarbonyl)-ethyl]-heptan-1,7-dioat

(85) werden zu einer Lösung von 69 mg (0.168 mmol) N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-

glycyl-glycyl-glycin und 50 mg (0.202 mmol, 1.2 eq.) EEDQ in 15 ml abs. DMAc bei

60°C innerhalb 6 h portionsweise zugefügt. Nach Beendigung der Reaktion wird lyo-

philisiert und über Kieselgel filtriert (1.  Toluol; 2.  1 : 1 Ethylacetat-Toluol, 3.  DMAc),

um 115 mg (0.142 mmol, 63%) 4-(N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-triglycylamido)-di-
tbutyl-4-[2-(tbutoxycarbonyl)-ethyl]-heptan-1,7-dioat (95) als weißen amorphen Feststoff

zu erhalten.

TLC (7 : 3 n-PrOH-H2O + 1% NH3): Rf =0.59 (UV);
1H-NMR (400 MHz, [D6]-DMSO): δ = 8.16 (t, 1H, NH; J = 5.6 Hz); 7.99 (t, 1 H, NH, J =

5.6 Hz); 7.88 (d, 2 H, aryl-Fmoc, J = 7.6 Hz); 7.71 (d, 2 H, aryl-Fmoc, J = 7.6 Hz); 7.61 (t,

1 H, NH, J = 6.6 Hz); 7.41 (t, 2 H, aryl-Fmoc, J = 7.6 Hz); 7.32 (t, 2 H, aryl-Fmoc, J = 7.6

Hz); 4.28 (d, 2 H, CH2-Fmoc, J = 6.6 Hz); 4.22 (t, 1 H, CH-Fmoc, J = 6.6); 3.74-3.70 (m,

4 H, NHCH2COO); 3.67-3.65 (m, 2 H, NHCH2COO, J = 6.1 Hz); 2.21-2.06 (m, 6 H,

CH2CH2CO); 1.80-1.60 (m, 6 H, CH2CH2CO); 1.36 (s, 27 H, CH3) ppm;
13C-NMR (100.67 MHz, [D6]-DMSO): δ = 178.33 (COOtBu); 175.88, 172.86, 172.35

(3 C=O glycyl); 144.02, 140.90 (2 Cq, aryl-Fmoc); 127.81, 127.26, 125.43, 120.29 (4 aryl-

C43H60N4O11

MW 808.97
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Fmoc-CH); 79.86 (C(CH3)3); 65.96 (CH2-Fmoc); 51.79, 49.34, 48.02 (3 HNCH2CO);

46.82 (CH-Fmoc); 42.22 (CqCH2CH2COOtBu); 34.46 (CqCH2CH2COOtBu); 29.90

(CqCH2CH2COOtBu); 27.91 (CH3) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 809.40 (M++H. Ber. für C43H61N4O11: 809.43), 831.41 (M++Na. Ber.

für C43H60N4O11Na: 831.42), 847.38 (M++K. Ber. für C43H60N4O11K: 847.39).

4-(2-Carboxyethyl)-4-(N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)tr iglycylamido)-

aminoheptan-1,7-dicarbonsäure (96)
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172 mg (0.213 mmol) 4-(N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-triglycylamido)-di-tbutyl-4-[2-

(tbutoxycarbonyl)-ethyl]-heptan-1,7-dioat (95) werden mit 30 ml HCO2H  2 h bei RT

gerührt, konzentriert und mit Toluol, dann mit 3 : 1 Toluol-MeOH codestilliert, um 131 mg

(0.212 mmol, quant.) 4-(2-Carboxyethyl)-4-(N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-triglycyl-

amido)-aminoheptan-1,7-dicarbonsäure (96) als weißer amorpher Feststoff.

TLC (7 : 3 n-PrOH-H2O + 1% NH3): Rf =0.25 (UV);
1H-NMR (400 MHz, [D6]-DMSO): δ = 8.10 (t, 1H, NH; J = 6.1 Hz); 7.99 (t, 1 H, NH, J =

6.1 Hz); 7.88 (d, 2 H, aryl-Fmoc, J = 7.1 Hz); 7.70 (d, 2 H, aryl-Fmoc, J = 7.1 Hz); 7.61 (t,

1 H, NH, J = 7.1 Hz); 7.40 (t, 2 H, aryl-Fmoc, J = 7.6 Hz); 7.33 (t, 2 H, aryl-Fmoc, J = 7.6

Hz); 4.23 (d, 2 H, CH2-Fmoc, J = 7.12 Hz); 4.16 (t, 1 H, CH-Fmoc, J = 7.1); 3.78-3.70 (m,

4 H, NHCH2COO); 3.67-3.60 (m, 2 H, NHCH2COO); 2.22-2.08 (m, 6 H, CH2CH2COOH);

1.86-1.62 (m, 6 H, CH2CH2COOH) ppm;
13C-NMR (100.67 MHz, [D6]-DMSO): δ = 176.52, 175.95, 174.61 (3 C=O glycyl); 144.06,

139.60 (2 aryl-Fmoc-Cq); 129.12, 128.40, 127.48, 121.58 (4 aryl-Fmoc-CH); 65.88 (CH2-

Fmoc); 51.31, 48.74, 48.16 (3 HNCH2CO); 46.42 (CH-Fmoc); 42.35 (CqCH2CH2COOH);

34.52 (CqCH2CH2COOH); 28.83 (CqCH2CH2COOH) ppm.

C29H36N4O11

MW 616.63
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N-Tr iglycylamido-tr is-{2-[(6’-desoxy-1’-O-methyl-α-D-mannopyranos-6’-yl)-

carbonylamido]-ethyl}-methan (97) im Gemisch

 

O

O H
N

N
H

H2N

O

HO

HO

HO

OCH3
O

NH
O

O

HO
HO OH

H3CO

O

HO
HO

OH

H3CO

O

O
N
H

NH

NH

144 mg (0.746 mmol, 3.7 mol eq.) Methyl-6-amino-6-desoxy-α-D-mannopyranosid (26)

werden sehr lamgsam zu max. 124 mg (0.201 mmol) 4-(2-Carboxyethyl)-4-(N-(9-Fluor-

enylmethoxycarbonyl)-triglycylamido)-aminoheptan-1,7-dicarbonsäure (96) in 10 ml abs.

DMAc mit 221.3 mg (0.895 mmol, 3.3 mol eq.) EEDQ bei 40°C umgesetzt. Nach

Beendigung der Reaktion wird lyophilisiert und das Rohprodukt mit ammonalkalischem

MeOH in 3 : 1 Toluol-MeOH  1 h bei RT Fmoc-entschützt und mit 2 : 1 : 1 : 2 Et2O-

Petrolether-MeOH-H2O extrahiert. Die methanolisch-wässr.. Phase wird im Vakuum

konzentriert und anschließend zweimal gelpermeationschromatographisch an Sephadex P2

extra fine (15 mM wsr. NH4HCO3) gereinigt, um 79 mg eines weißen Lyophilisates zu

erhalten, in dem N-Triglycylamido-tris-{2-[(6'-desoxy-1'-O-methyl-α-D-mannopyranos-6'-

yl)-carbonylamido]-ethyl}-methan (97) zu 63% (H-2, 1H-NMR, ca. 0.08 mmol, ca. 42%)

enthalten ist (2 Zuckersignalsätze). Das Nebenprodukt konnte nicht abgetrennt werden.

Spektroskopische Daten der Hauptkomponente:

TLC (7 : 3 n-PrOH-H2O + 1% NH3): Rf =0.60 (H2SO4); Nebenprodukt: 0.85 (H2SO4);
1H-NMR (400 MHz, D2O): δ =  4.68 (d, 3 H, H-1); 3.87-3.81 (m, 4 H, NHCH2COO); 3.51-

3.45 (m, 2 H, NHCH2COO); 3.77 (dd, 3 H, H-2); 3.58 (dd, 3 H, H-3); 3.53-3.42 (m, 9 H,

H-5, 6, H-4); 3.38 (dd, 3 H, H-6'); 3.20 (s, 9 H, OCH3); 2.37-2.23 (m, 6 H,

CqCH2CH2CONHCH2); 1.78-1.68 (m, 6 H, CqCH2CH2CONHCH2) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 9.7; J5,6’ = 2.6; J6,6’ = 11.7 Hz;

m/z (MALDI-TOF) 944.36 (M++H. Ber. für C37H66O21N7: 944.43), 966.34 (M++Na. Ber.

für C37H65O21N7Na: 966.41), 981.98 (M++K. Ber. für C37H65O21N7K: 982.39).

C37H65O21N7

MW 943.96
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Nitrotr is-{2-[N-(2’-(α-D-mannopyranosyloxy)-ethyl]-carbonylamido-ethyl}-methan

(98)
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29 mg (0.130 mmol, 3.3 eq.) 2-Amino-ethyl-α-D-mannopyranosid (42), 26.7 mg (0.108

mmol) EEDQ und 11 mg (0.039 mmol) Nitrotris-(2-carboxyethyl)-methan (2) werden in

10 ml abs. DMAc bei 60°C 4 Tage umgesetzt. Nach Lyophilisation werden 50 ml H2O

zugegeben, dreimal mit Et2O ausgeschüttelt und anschließend wird aus der wässr. Phase

der gelöste Et2O abdestilliert und nach Zugabe der dreifachen Menge H2O lyophilisiert.

Die gelpermeationschromatographische Reinigung an Biogel P2 extra fine (15 mM wässr.

NH4HCO3) ergab 26 mg (0.029 mmol, 74%) Nitrotris-{2-[N-(2'-(α-D-mannopyranosyl-

oxy)-ethyl]-carbonylamido-ethyl}-methan (98) als weißes Lyophilisat.

TLC (7 : 3 n-PrOH-H2O + 1% NH3): Rf =0.11 (H2SO4);

[α]D
20 = +43.6° (c 0.7, MeOH);

1H-NMR (400 MHz, [D4]-MeOH): δ = 4.86 (d, 3 H, H-1); 3.92 (dd, 3 H, H-2); 3.89 (dd, 3

H, H-6'); 3.88-3.77 (m, 3 H, OCHH); 3.79 (dd, 3 H, H-3); 3.77 (dd, 3 H, H-6); 3.67 (dd ≈ t,

3 H, H-4); 3.62-3.58 (m, 6 H, CH2N); 3.52-3.37 (m, 6 H, H-5, OCHH); 2.30 (br s, 12 H,

O2NCqCH2CH2CO) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 9.2; J4,5 = 9.7; J5,6 = 5.6; J5,6’ = 2.2; J6,6’ = 12.2 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, [D4]-MeOH): δ =175.13 (C=O); 101.32 (C-1); 94.55 (Cq-NO2);

74.49 (C-5), 72.29 (C-3), 71.77 (C-2), 68.35 (C-4); 67.16 (OCH2CH2NH); 62.57 (C-6);

40.48 (OCH2CH2NH); 32.19 (CH2CH2CONH); 31.41 (CH2CH2CONH) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 915.48 (M++Na. Ber. für C34H60N4O23Na: 915.35), 931.46 (M++K.

Ber für C34H60N4O23K: 931.33).

C34H60N4O23

MW 892.86
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Nitrotr is-{2-[N-(2’-[2’’-(α-D-mannopyranosyloxy)]-ethoxy)-ethyl]-carbonylamido-

ethyl}-methan (99)
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48 mg (0.178 mmol) 2-(2’-Amino-ethoxy)-ethyl-α-D-mannopyranosid (47), 15 mg (0.054

mmol) Nitrotris-(2-carboxyethyl)-methan (2) und 53 mg (0.214 mmol) EEDQ werden in

15 ml abs. DMAc 4 Tage bei 60°C umgesetzt. Nach Lyophilisation werden 50 ml H2O

zugegeben, dreimal mit Et2O ausgeschüttelt und anschließend wird aus der wässr. Phase

der gelöste Et2O abdestilliert und nach Zugabe der dreifachen Menge H2O lyophilisiert.

Die gelpermeationschromatographische Reinigung an Biogel P2 extra fine (15 mM wässr.

NH4HCO3) ergab 38 mg (0.037 mmol 69%) Nitrotris-{2-[N-(2'-[2''-(α-D-mannopyranosyl-

oxy)]-ethoxy)-ethyl]-carbonylamido-ethyl}-methan (99) als weißes Lyophilisat.

TLC (7 : 3 n-PrOH-H2O + 1% NH3): Rf = 0.14 (H2SO4);

[α]D
20 = +20.0° (c 0.9, MeOH);

1H-NMR (400 MHz, [D4]-MeOH): δ = 4.85 (d, 3 H, H-1); 3.88 (dd, 3 H, H-6'); 3.86 (dd,

3 H, H-2); 3.75 (dd, 3 H, H-6); 3.75 (dd, 3 H, H-3); 3.70-3.66 (m, 12 H,

CONHCH2CH2OCH2); 3.65 (dd ≈ t, 3 H, H-4); 3.60 (ddd, 3 H, H-5); 3.60-3.58 (m, 6 H,

Man-OCH2); 3.41 (t, 6 H, CONHCH2, J = 5.4 Hz); 2.31-2.26 (m, 12 H,

O2NCqCH2CH2CONH) ppm;

J1,2 = 1.9; J2,3 = 3.5; J3,4 = 9.5; J4,5 = 9.8; J5,6 = 5.7; J5,6’  = 2.2; J6,6’ = 11.7 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, [D4]-MeOH): δ = 174.62 (C=O); 101.98 (C-1); 94.63 (Cq-NO2);

74.94 (C-5); 72.87 (C-3); 72.41 (C-2); 71.50 (CONHCH2CH2OCH2); 70.81

(CONHCH2CH2OCH2); 69.00 (C-4); 68.05 (Man-OCH2); 63.31 (C-6); 40.84

(CONHCH2); 32.44 (O2NCqCH2CH2); 31.48 (O2NCqCH2CH2) ppm;

C40H72N4O26

MW 1025.02
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m/z (MALDI-TOF) 1047.55 (M++Na. Ber. für C40H72N4O26Na: 1047.43), 1063.55 (M++K.

Ber. für C40H72N4O26K: 1063.41).

Nitrotr is-{2-[N-(2’-(2’’-[2’’’-(α-D-mannopyranosyloxy)]-ethoxy)-ethoxy)-ethyl]-

carbonylamido-ethyl}-methan (100)
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41 mg (0.133 mmol) 2-[2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-ethyl-α-D-mannopyranosid (52),

10 mg (0.037 mmol) Nitrotris-(2-carboxyethyl)-methan (2) und 39 mg (0.214 mmol)

EEDQ werden in 15 ml abs. DMAc 4 Tage bei 60°C umgesetzt. Nach Lyophilisation

werden 50 ml H2O zugegeben, dreimal mit Et2O ausgeschüttelt und anschließend wird aus

der wässr. Phase der gelöste Et2O abdestilliert und nach Zugabe der dreifachen Menge H2O

lyophilisiert. Die gelpermeationschromatographische Reinigung an Biogel P2 extra fine

(15 mM wässr. NH4HCO3) ergab 25 mg (0.022 mmol, 59%) Nitrotris-{2-[N-(2'-(2''-[2'''-

(α-D-mannopyranosyloxy)]-ethoxy)-ethoxy)-ethyl]-carbonylamido-ethyl}-methan (100)

als weißes Lyophilisat.

TLC (7 : 3 n-PrOH-H2O + 1% NH3): Rf = 0.13 (H2SO4);

[α]D
20 = +23.4° (c 0.60, H2O);

1H-NMR (400 MHz, D2O): δ = 4.74 (d, 3 H, H-1); 3.81 (dd, 3 H, H-2); 3.73 (dd, 3 H, H-6);

3.72 (dd, 3 H, H-3); 3.66 (ddd, 3 H, H-5); 3.62-3.56 (m, 6 H, OCH2); 3.60 (dd, 3 H, H-6');

3.55-3.53 (m, 15 H, 12 OCH2, H-4); 3.51-3.46 (m, 12 H, OCH2); 3.24 (t, 6 H, OCH2,

J 5.6 Hz); 2.13 (br s, 12 H, CqCH2CH2CONH) ppm;

J1,2 = 1.5; J2,3 = 3.6; J3,4 = 9.1; J4,5 = 9.1; J5,6 = 6.6; J5,6’  = 3.1; J6,6’ = 11.2 Hz;
13C-NMR (100.67 MHz, D2O): δ = 174.81 (NHC=O); 100.30 (C-1); 94.43 (Cq-NO2); 73.13

C46H84N4O29

MW 1157.18
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(C-5); 70.891 (C-3); 70.35 (C-2); 70.02 (CONHCH2CH2OCH2); 69.88 (Man-

OCH2CH2OCH2); 69.79 (Man-OCH2CH2OCH2); 69.15 (CONHCH2CH2OCH2); 67.12 (C-

4); 66.71 (C1OCH2CH2); 61.31 (C-6); 39.39 (CONHCH2CH2); 30.90 (O2NCqCH2CH2CO);

30.38 (O2NCqCH2CH2CO) ppm;

m/z (MALDI-TOF) 1179.54 (M++Na. Ber. für C46H84N4O29Na: 1179.51), 1195.54 (M++K.

Ber. für C46H84N4O29K: 1195.49).
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