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1. Einleitung

1. Einleitung

Die moderne Chemie und Biologie haben die tradgilem Grenzen ihres Faches sowonhl
methodisch als auch inhaltlich Uberschritten. Digst nicht nur zur gegenseitigen Offnung,
sondern auch zu einer engeren Kooperation mit andeaturwissenschatftlichen Grundlagen-
und Anwendungsfachern wie der Physik, der Inforknatler der Medizin. Diese Verzahnung
erfordert eine Neuorientierung bzw. Umstrukturigyuder klassischen Naturwissenschaften.
Durch die Einrichtung neuer Studiengangeliife, Sciencé(z. B. Molecular Life Science an
der Universitdt Hamburg) und durch andere Denk&estdird diesem Umstand Rechnung

getragen’!
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Abb. 1. Schematische Darstellung der Wechselwirkungen derfigsten Biopolymere bzw. —oligomere

(Kohlenhydrate, Nukleinsduren und Proteine) mitd untereinander.

»Life Sciencé als Entwicklung der herkdbmmlichen Naturwissendtdra lasst sich in die
GebieteGlycomics Genomicaund Proteomicsunterteilen (Abb. 1). In Analogie zur Genomik

versteht man unter Glycomik die Erforschung alldyc@n-Strukturen eines Zelltyps oder
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Organismus und deren Funktion sowie die Entwicklunguartiger biochemischer,
technologischer, chemischer und physikalischer bli#h. Diese Methoden erméglichen eine
systematische Untersuchung des ,Glycont8s*.

In der ersten Halfte des letzten Jahrhunderts wan raundchst der Auffassung, dass
Kohlenhydrate hauptséchlich als Energiequelle umspeicher fungieren, sowie als
Intermediate im Metabolismus auftreten. Diese Thesd dadurch gestitzt, dass jahrlich
etwa 210™ t D-Glucose durch Photosynthese gebildet werden, wavenetwa 5%
Eingang in andere primare und sekundare Metabolfteden®™ Erst in den letzten
Jahrzehnten gewann die Rolle der KohlenhydrateTadger biologischer Informationen
zunehmend an Bedeutung. Die Entwicklung immer  lagsfahigerer
chromatographischer und spektroskopischer Methodemerseits, und die
Verbesserung der Oligosaccharidanalytik sowie dsga¢ andererseits, ermdglichten
die Entdeckung und Untersuchung der Funktion komgr&ohlenhydratstrukturen im
Organismus. Heute kennt man eine Vielzahl an Komyenat-basierten

ErkennungsprozesséH.

1.1 Kohlenhydrat-basierte Erkennungsprozesse

Als Glycocalix bezeichnet man die aul3ere, kohlendiydltige Schicht der Zellmembran
eukaryotischer Zellen, die jedoch bei Pflanzen nidrkommt (Abb.2). Dartber hinaus ist
sie auch teilweise bei prokaryotischen Zellen, &s&terien (Gram-positive wie —negative),
an der Aul3enseite der Zellwand zu finden. Sie béstes Polysacchariden, die Uber Proteine
(Glycoproteine, Proteoglycane; zusammen: 90%) ddeide (Glycolipide, 10%) mit der
Zellmembran verankert siftl. Der Name Glycocalix wurde im Jahr 1963 von Bengetil.
vorgeschlagen und bedeutet soviel wie ,sul3e Scliglgto, griechisch: suf3, unccalyX' ist

in der antiken Archaologie die Bezeichnung fiir eisgezielle Trinkschaldy Sie ist
ausschlieBlich in den extrazellularen Raum gerichwed trdgt damit entscheidend zur
Asymmetrie der Zellmembran bei. lhre Dicke kann kis 100 nm betragéfi. Man
unterscheidet drei Arten von Glycoprotein®i: und O-Glycoproteine sowie GPI-Anker. In
vielen Glycoproteinen trete®- und N-Glycosylierungen nebeneinander auf. Der Aufbau der
Kohlenhydrateinheiten findet entweder im rauen, optasmatischen Retikulum oder im
Golgi-Apparat statt, wobei die Synthese vidn und O-Glycoproteinen post-translatorisch
erfolgt’® In N-Glycoproteinen ist der Kohlenhydratanteil tber dimidseitengruppe von
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L-Asparagin der Peptidkette verknlUpft. Der erste dBain ist dabei in der Regel
N-Acetyl-D-glucosamir?) Die Peptidsequenz ist dabei immer Asp-X-Ser/Thobei X nie
die Aminosaure Prolin i$t” Die O-Glycosylierung ist komplexer als die-Glycosylierung.
Sie erfolgt an einer Hydroxylaminosaure. In den gstesi Fallen sindN-Acetyl-D-
galactosamina-O-glycosidisch bei Glycoproteinen oder-Xylose B-O-glycosidisch bei
Proteoglycanen amn-Serin oderL-Threonin gebunde[ﬁﬁ] In Glycosylphosphatidylinositol-
(GPID)-Ankern ist der  zentrale Kohlenhydratbausteinein Tetrasaccharid
der Struktur Man(1-2)Man(1-6)Maru(1-4)GIcN, wobei das
D-Glucosamin in nicht acetylierter Form vorliegt. Dareduzierende Ende des
Kohlenhydratkerns ist Uber eine phosphorytiengodnosit-Gruppe an ein Lipid gebunden,
durch das das Molekil in der Membran verankertDsts nichtreduzierende Ende ist Gber

eine Phosphoethanolamin-Briicke mit dem C-Terminwess dProteins verbundél?

Glycocalix Cytoplasma Nukleus Zellmembran

Glycoproteine und Glycolipid : o y .
Extrazellularer Raum St

Cholesterin

ik

L |
200 nm

Cytoplasma

Periphere + integrale Membranproteine

Abb. 2. Die Zellmembran mit Glycocalix.

Die molekularen Wechselwirkungen dieser Glycokoajagspielen eine wichtige Rolle in
vielfaltigen zellularen Prozessen, z. B. bei baktlen und viruellen Infektionen, bei der

Metastasierung verschiedener Karzinome, der Modulgg und Aktivierung des
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Immunsystems, der Gewebedifferenzierung und -ektwng und bei vielen anderen
Erkennungsereignisséfi*®! Derartige Kohlenhydrat-assozierte, zellulare
Erkennungsprozesse konnen in Kohlenhydrat-Proteschdelwirkungen (CPtarbohydrate
protein interactio), speziell Interaktionen zwischen Kohlenhydraterd wektinen*® und
Selektiner!!” und Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-Wechselwirkung8n (CCI, carbohydrate
carbohydrate interactionunterteilt werden. Beide Interaktionen sind tgpisrweise schwach
(Kp-Werte im millimolaren oder hohen mikromolaren Beh¢ verglichen mit Antigen-
Antikérperbindungen ( ~ T®bis 10%2 m).[1%2

1.1.1 Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen

In der Regel versteht man unter Kohlenhydrat-Pnet@echselwirkungen eine Interaktion
zwischen Oligosaccharid-Epitopen und Rezeptores dau ein biologischer Effekt resultiert.
Doch grundséatzlich sollte man zu den Kohlenhydratdn-Wechselwirkungen auch die
enzymatische Transformation von Zuckern zahlen.nDeh fihren maligne Umwandlungen
in Zellen zu einer Uberexpression von Glycosyltfarssen, so dass sich das gesamte
Glycosylierungsmuster einer Zelle &ndert. Deshatlieg bestimmte Oligosaccharide als
Tumormarker. So konnte ein Zusammenhang in derdSspyn der sogenannten Lewis(Le)-
Antigene A, X und Y (L& GaB(1—3)[Fua(1—4)]GIcNACc; Le*:
GaB(1—4)[Fum(1—3)]GIcNAc; Le: Fum(l—2)GaPB(1—4)[Fum(1—3)]GIcNAc) in
gesundem Gewebe und Adenocarcinomen bzw. Mesathetidestgestellt werden. Lavird

in Adenocarcinomen und Eein Mesotheliomen Uberexprimiert, wahrend in gesund
Gewebe die Lewis-Determinanten A, X und Y gleichteié sind®®? Auch ein Gendefekt
kann dazu fuhren, dass bestimmte Gene fehlertaislatiert werden. Die resultierenden
Enzyme bzw. Rezeptoren weisen eine verringerte kelee Aktivitdit mehr auf. Dieses ist
beispielhaft bei lysosomalen Stoffwechselkranketeimewie der Mukolipidose Il und 11l der
Fall. Fur die Bildung von Mannose-6-phosphat-Manketie eine entscheidende Rolle beim
Transport von lysosomalen Enzymen spielen, istElawsym GIdNAc-1-Phosphotransferase
unerlasslich. Mutationen in dessen Gen resultidrerdiesen Krankheitshildef®! Die
Tabelle 1 gibt weitere Beispiele fiir Kohlenhydrasterte Erkennungsprozesse und deren

biologischen Konsequenzen.
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Tabelle 1.Ausgewdahlte Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkunged inre biologischen Effekte.

Oligosaccharidsequenz Protein/Rezeptor Biologigalmawvirkung
Gwmi-Gangliosid Cholera-Toxin, N . .
(Gap(1—3)GaNAcp(1—4) Vibrio choleraeB cA[Ii/lIJILC?: dclleaSBéngEt?\%errengzu
[NeuSAw (2—3)]Gal(1—4)Glcp- subunit -y b5 fan® 29
Ceramid Diarrhoe fu

Parasit nutzt Gast-Sialinsaure
zum Transfer auf eigene
Trypanosoma cruzi  Zellepitope, Blockierung von
Transsialidase Antigenitat und
Komplementaktivierung?®>®!

NeuSA@ (2—3)GaB(1—4)Glc

Primare Adhasion von

Sialyl-Le* Granulocyten, Monocyten und
NeuS5A@(2—3)GaB(1—4) E-Selektin verschiedenen Lymphocyten an
[Fuca(1—3)]GIcNAC akut und chronisch entziindete

Endothelieff**2
Sequenz aus Heparin:
GIcNAC(6SX(1—4)GIcAB(1—4) . . Antikoaggluation von
GICNS(3Sh(1—4) Antithrombin Blutplattchel33)
IdoA(2S)(1—4) GIANS(6S)
Zellmembranen von Virus und

N-Glycosylierung von HIV-gp120 Humanes CD4 humanen Lymphocyten

verschmelzefi’>%

Eines der berihmtesten Beispiele fur Kohlenhydratdh-Wechselwirkungen mit grof3er
pharmakologischer Bedeutung ist sicherlich die lHepantithrombin-Wechselwirkung.
Heparin inhibiert die Blutgerinnung und findet sei®37 Kklinische Anwendung zur
Verhinderung von vendsen Thrombo&8n*! Seine Wirkung entfaltet es durch die Bindung
an Antithrombin 1ll. Es konnte gezeigt werden, dadg Pentasaccharidsequenz
GIcNAC(6S)(1—4)GIcAB(1—4)GINS(3Sp(1—4)IdoA(2S(1—4)GIENS(6S)  essentiell

fir die Inhibierung ist. Darliber hinaus wirkt dagnRasaccharid katalytiséf Damit

Antithrombin IIl in die Blutgerinnungskaskade eieden kann, muss es den Faktor Xa
inhibierend binden. Diese Protein-Protein-Wechsd#wig kommt aber nur zu Stande, wenn
in einem ersten Schritt die Heparinsequenz bindBadurch kommt es zur
Konformationsanderung im Antithrombin, was zur Fgung der Faktor Xa-Bindungsstelle
fuhrt. Nach der Bindung des Faktors wird das Hepaieder freigesetzt und ein weiterer

Zyklus kann initiiert werdeH*!



1. Einleitung

1.1.2 Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-Wechselwirkungen

Mindestens ebenso wichtig erscheinen die Kohlerdtyidohlenhydrat-Wechselwirkungen.
Es gibt inzwischen zahlreiche Beispiele, die ihsseatielle Rolle in der Zellbiologie
belegerd® Dennoch gibt es zurzeit nur wenig Information (idie grundlegenden
Mechanismen und die strukturellen Vorraussetzundenfur das Zustandekommen solcher
Interaktionen verantwortlich sind. Der Grund dafdiéirfte zum einen sein, dass CCI
schwacher sind als CPI und ihre Untersuchungenatlesiehr sensibler Methoden bedurfen,
und zum anderen, dass sie synergetisch mit PrBiaitein-Wechselwirkungenpiotein-
protein interaction, PPI) wirken, und deshalb die biologischen Auswigen in einem
komplexeren Zusammenhang analysiert und interpretieerden miissefi? Vor der
Entwicklung des heutigen Konzepts von Zellerkenspngzessen basierend auf CCls, war
lange die temperaturabhangige Gelbildung von Agarbskannt’® Auch sie entspricht
grundsatzlich einer CCI. Bereits vor mehr als 3@rda wurde die Selbstanordnung von
Pflanzenpolysacchariden besonders von D. A. Reebk Kollegen durch Anderung der
optischen Rotation und durcdfiC-NMR-Spektroskopie untersudffl Wenig spater erfolgte
die Untersuchung von Interaktionen zwischen Chatidsulfat einerseits und Hyaluronséure
andererseit¥® Trotz dieser frihen Studien zu Wechselwirkungeiseien Polysacchariden
blieb ihre biologische Bedeutung unklar. Im Folgementwickelte sich aufbauend auf den
frthen Resultaten von Hakomogt al. das heute anerkannte Konzept von Ctls.
Zellerkennungsprozesse durch CCI sind in der Gligdogie einzigartig, da sie 1) eine hohe
Variabilitdt abhangig vom Grad der Clusterung hat®nhre Kinetik/Dynamik schneller ist
als die von PPIs, insbesonders beobachtet beirinegg Cadherinen und verschiedenen
Zelladhasionsmolekulercéll adhesion molecule€AMSs), und sie 3) synergistische Effekte
mit PPIs aufweisen. Besonders hervorzuheben iss d& Gegensatz zu allen anderen
Wechselwirkungen nicht nur attraktive, sondern awsgezielle repulsive Interaktionen
festzustellen sind. Deshalb sind CCls auch nidet@étiv bzw. ergdnzend zu PPIs oder CPls,
sondern sie bilden den initialen Schritt zu eineampglexen Mechanismus, der CCI, CPI und
PPI umfasst. Inzwischen existieren zahlreiche Belspfir Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-
Wechselwirkungen, von denen ausgewahlte Beispietier Tabelle 2 zusammengefasst sind.
Dabei wird zwischentrans- und cis-Wechselwirkungen unterschieden. Untgans
Wechselwirkungen versteht man Interaktionen zwisdhenachbarten Zellmembranen, also
die CCI zwischen zwei verschiedenen Zellen/Membmai@s-CCl findet innerhalb einer

Zellmembran bzw. innerhalb eines Glycopatches .staéls Weiteren unterscheidet man
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zwischen homotyp und heterotypinteraktionen. Homotyp-Interaktionen finden zwisnh
zwei identischen Kohlenhydratstrukturen statt (AB*-Le*-CCl, s. Tab.2) und heterotyp-

Interaktionen zwischen zwei verschiedenen (z.g-Gg3-CCl, s. Tab.2).

Tabelle 2. Ausgewahlte Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-Wechselwirggen und ihre biologischen Effekte.

Kohlenhydrat | Kohlenhydrat 11 Biologische Auswinkg

g200 (200 kD Glycan aus g200 (200 kD Glycan aus trans-CCI (homotyp):
dem marinem Schwamm dem marinem Schwamm Spezies spezifische

microciona prolifera microciona prolifera Zellaggregatioht”
Le Le* trarésQCICl(homottyp):
Galp(1—4) Gal(1—4) asis aer ersten
Fuco(1—3)]GIcNA Fuco(1—3)]GIcNA zelladnasion in
[Fuca(1—3)]GlcNAc [Fuca(1—3)IGlcNAc Mauseembryonétt!
trans-CClI (heterotyp):
Gwms-Gangliosid Gg3-Gangliosid Aggregation von Melanoma-
NeuSA@(2—3)GaB(1—4) GalNAcB(1—4)GaB Zell und Endothelzellen.
GIcNACc (1—4)Glc Mausmodell fur

Metastasierurfef!

Gp3s/Grir-Gangliosid

NeuS5A@ (2—8)Neu5A@ (2—3) cis-CClI (heterotyp):

Inhibierung von Integrin-

Se?ﬁ(ig?z)ilg)\légﬁ N-Glycan auf Integrin Bindung zu Fibronectin;
(1-4)GaNAc(1—4) asP1 Beeinflussung von
Keratinocyten im
[NeusAm(2->8)NeusAx(2—3)] Wundheilungsproze5d
Galp(1—4)GIcNAc

Eines der prominentesten Beispiele fur CCls istatiektive Wechselwirkung, die zwischen
Le*-Antigenen zu beobachten ist. Die Lewis-Typ CClshdgen zu den am frilhesten
entdeckten und damit am intensivsten untersuchtechéélwirkungen. Beginnend mit der
Entdeckung  sogenannter stage-specific  mouse  embryonic  antigengengl.
Stufen(Entwicklungs)-spezifische Mausembryonen-geni, SSEA im Jahr 1978, begann
eine intensive Untersuchung dieser MoleKtffle Es zeigte sich, dass es sich bei diesen
Molekiilen umal-3-FucosylN-acetyl-lactosamin (% handelté>® Das Lé&-Antigen wird
sowohl in F9-Teratocarcinomzellen als auch in Mar8tage-Mausembryonen (s. u.) stark
Uberexprimiert, weshalb F9-Teratocarcinomzellenhaats Modell fiir die biochemische
Untersuchung der Embryonenentwicklung diéffte’”? Es konnte gezeigt werden, dass F9-
Zellen stark verbundene Zellverb&nde binden. Nekatitrollen mit F9-Zelllinien, bei denen



1. Einleitung

die Le-Expression unterdriickt wurde, zeigte keine Verkhildung. Trivalentes Le
inhibitiert die Selbstaggregation von F9-Zellen umie Embryonalzellenverdichtung,
worunter man einen Prozess versteht, bei dem didrgmalzellen in einem frihen
Entwicklungstadium, d.h. solange noch keine Diffieierung zu Gewebetypen stattgefunden
hat, sehr eng miteinander verbunden sind. Ebenifgllzivalentes L&in der Lage, bereits
verdichtete Zellverb&dnde wieder zu lockern. Die ibitton zeigte sich dosis- und
zeitabhangig. Trivalentes fhingegen war nicht in der Lage, diese Prozesselzibieren.
Der Aggregationsprozess war Calciumionen-abhangid wurde durch die Zugabe von
EDTA unterbunden bzw. riickgangig gemdcfitMan ging zunéchst davon aus, dass die
Grundlage dieses Prozesses CPI war. Deshalb wuadsn den F9-Zellextrakten die
Hauptproteine isoliert und fraktioniert. Es konateer kein Protein gefunden werden, das Le
Bindungseigenschaften aufwies. In den Nicht-Prekeaktionen aus diesen Zellextrakten
wurden anschlieBend I-bindende Substanzen gefunden, diese Affinitat aach nach
mehrfachem Verdau mit ,Pronase®, einer Art multipRrotease, vorhand€d. Das war ein
erstes Anzeichen dafiir, dass es sich bei defibinelenden Verbindungen um ein
Kohlenhydrat oder eine Nukleinsdure handeln mussééztendlich wurden durch®Hi]-
GlcNHx>-Markierung der F9-Zellen die Léindenden Verbindungen als t6SL (L€&-
Glycoshingdipid) bzw. Poly-LacNAc mit einem hohen Anteil an*Ldriher auch als
,Embryoglycan“ beschrieben, indentifizié!! Der entscheidene Beweis wurde schlieRlich
durch spezifische, Calciumionen-abhéangige Intesakti zwischen Lé&enthaltenden
Liposomen und LeGSL beschichteten Glasplattchen erbracht. Diesgsldais wurde durch
Gleichgewichtsdialyse und die Aggregation von *-Lebeschichteten Mikropartikeln
bestatigt>® Spater wurden diese Resultate zum einen von Psmeadd. durch AFM- und
Oberflachenplasmonenresonanz-SpektroskSpfd und zum anderen von Sinay al. durch
Kristallographie am LeTrisaccharid untermauéft;

In der Famile der Lewis-Antigene konnten weiteréetaktionen festgestellt werden. Einen
strukturellen Uberblick u.a. dartiber liefert diebNdung 3. Diese Lewis-Typ Interaktionen
stehen dabei in biologischem Zusammenhang mit ddorifogenese. Aus der befruchteten
Eizelle entsteht ca. vier Tage nach der Befruchtliaggogannte Morula, ein 8- bis 32-zelliger
Verband (norula stage vgl. oben), der wie bereits erwahnt durch*-Le*-CCI
zusammengehalten wird. Diesem Stadium folgt diestBlayst-Phase mit der Entwicklung des
Embryoblast und dem Trophoblast, der spateren Rlaz&lach ca. sechs Tagen nistet sich
der Blastozyst in die Gebarmutterschleimhaut, deterusephitel, eiff? In diesem

Zusammenhang spielen Lewis-Typ Wechselwirkungemfalie eine signifikante Rolle.



1. Einleitung

Mausblastozyten exprimieren eine groRe Mengédreihrer Oberflache, dem Trophoblast,
wohin gegen die innere Zellmasse uberwiegend &eprimiert® Ebenso wurde mit
Fluoreszenz-markierten anti-{zAntikorpern die Existenz dieses Antigens sowohl im
Uterusephitel als auch im Uterussekret nachgewidienAnwesenheit des l:@ntigens war
sowohl im befruchteten als auch im unbefruchteteistahd der Maus nachweisbar. Die
Behandlung des Mausuterus mit dem anti-Ratikérper verhindert die Einnistung des

Embryos und somit eine Schwangerschaft im Mausrédel

Lewis-Typ Interaktionen Lex
_ pla__pL3 pLa_ B
O  bp-Gal A r er
al3
@® DGl
Lex nLc
B D-GIcNAC N
pu \ﬁl,4 Bl3/ . BL4 B — \|31‘4 Bl‘?:,r N BL.4 B
] D-GalNAc O O er ( er
al3
A L-Fuc
_ LeY H
‘ Sia
_BLA__p13 L4 B V P43 BL4_ B
O (@ <Cer [ W), er
<» starke CCI kLz as . - km
<« schwache CCI
., . RO LeY
<.+ repulsive CCI S e e e
“, 4O O @ Cer
.'... kl‘Z al3
Globiosid-Typ a3 Gangliosid-Typ a3
Interaktionen 9 Interaktionen 9
Bl‘A' . BL4 B BLA/ . B1L4 B
/" O @ cer O @ cer
Gb4 nLc, Gus Gba
L3 o14  pLa_ B _BLa B3 ple_ B a13_ B4 p 3 o14_ pla_ B
[FOO@<cer OO @ cer ‘* @ Cer OO er
A e,
Gb5 RS LacCer
) 7\!31‘3 BLS/ _ a1 ,\\BLA B "..’ ‘«_ B4 B
O~ FOO @ cer e O @ cCer
Gba "’.. “u  Gwus
BL3_al4_BLa_ B e a13_ BL4__ B
OO @ cer 4O @ cer

Abb. 3. Verschiedene Kohlenhydratstrukturen zeigen innérhsafruktureller Familien unterschiedliche
Spezifitatert*®

In einem Liposom-Bindungsassay konnten dariberusizavei weitere Sachverhalte, welche
fur die Einnistung des Embryos in die Gebarmuttdesmhaut wichtig sind, dargestellt
werden. Zum einem zeigte sich die’ile&e-Wechselwirkung als repulsiv und zum anderen ist
die Interaktion zwischen Paund dem H-Antigen stark anziehend. Zunachst ensehaliese
Resultate widersprichlich, da die repulsive ’-Le’-Interaktion theoretisch eine
Schwangerschaft verhindert, aber Hakometial. postulieren in dieser Studie, dass es

wahrend der Einnistungsphase zu einer VeranderasgGlycosylierungsmusters kommen
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1. Einleitung

muss, da die Biosynthesen des H- und désAléigens im engen Zusammenhang stehen. Es
konnte jedoch nicht geklart werden, ob einé,3-Fucosyltransferase, die das H-Antigen in
Le umwandelt, runterreguliert ist oder eine entspeade Glycosidase Uberexprimiert wird.
In einer frilheren Arbeit von Lundblaet al. konnte mit Antikbrperbindungsassays gezeigt
werden, dass sich die Zusammensetzung der LewisARtigene im Uterus einer
befruchteten Maus wéhrend des Einnistungsprozéssst°® Zwar erhohte sich der Gehalt
an L€ in den ersten drei Tagen einer Schwangerschafamsuterusepithel, was theoretisch
zur Embryoabsto3ung fuhren wirde, aber kurz vorHEienistung begann eine signifikante
Umverteilung der Kohlenhydratepitope. Am flinftengTder Schwangerschaft entstanden
Inseln (patches) in der Gebarmutterschleimhaudeimen verstarkt das H-Antigen exprimiert
wurde. Ebenso wurde ein verringerter H-Antigen-Gtelm Uterussekret festgestellt. Aus
diesen Resultaten wurde schlie3lich folgendes Rastiber die Rolle von CCls in der
Embryogenese aufgestellt: Nach der Befruchtung Eieelle und damit bei Beginn der
Zellteilung produzieren die ersten EmbryonalzeNemmehrt Lé an ihrer Oberflache, was
einen festen Zellverband zur Folge hat, der vofille8 CCl zusammengehalten wird. Mit
Beginn der Zelldifferzierung andert sich auch dagGsylierungsmuster. Wahrend die innere
Zellmasse weiterhin zum Zusammenhalt* lexprimiert, wird in Vorbereitung auf eine
bevorstehende Einnistung in den Uterus mit dérRreduktion auf der Embryonenoberflache
begonnen. Gleichzeitig entstehen in der Gebarnsatiégimhaut Patches, die einen sehr
hohen Gehalt am H-Antigen haben. Die starke CCkaién L& und dem H-Antigen stellt
den initialen Kontakt zur Einbettung des jungen Brob in die Gebarmutter dar. Sollte aus
unbekannten Grinden eine Entstehung der H-Antigeahh nicht vorkommen, verhindert die
stark repulsive LeLe’-CCl diese Einnistung. Die Folge ist eine AbstoRdeg Embryos. Es
kommt also nicht zur Schwangerschatft.

In diesem Beispiel findet man die nach heutigemrieissstand hauftigsten Arten von CCls,
und es erlautert anschaulich die biologischen Kgusezen vormomo-transCCl (attraktive
Le*-Le*-CCl, repulsive L&Le’-CCl) undhetero-transCCl (attraktive L&-H-Antigen-CCl).
Dartber hinaus konnten innerhalb bestimmter Kohtdrat-Klassen, wie den Globiosiden
und den Gangliosiden, weitere Beispiele fur CCliiggen und charakterisiert werden. Diese

sind auszugsweise in Abbildung 3 dargestellt.
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1. Einleitung

Basierend auf diesen ersten strukturellen Grundlé@fger CCls und auf der Kenntnis vos-
CCl, sowie den ersten Erkenntnissen zu ihrer Wigkdozw. Funktion in biologischen
Systemen, wurde das Konzept der CCl-abhangigeno&yyapse entwickelt (Abb. %)’
Dabei lagern sich GSLs innerhalb einer Zellmembran sogenannten Mikrodomanen,
oftmals in Kooperation mit Transmembranglycoprot@inzusammen. Ihre Existenz wurde
Signal durch Rasterelektronenmikroskopie an

T Gefrierbruchfragmenten  von  nattrlichen

Cytosol . .
Zellmembranen nachgewiesé&fl. Der Beweis

fur die spontane GSL-Patchbildung wurde an

Extrazellular

| y .
‘%,—1"2;‘-\\: Cholesterol-freien Liposomen erbraéit. Die
S\;\Qg\ ...... ; ' ; ‘ Zusammenlagerung mit benachbarten
Cytosol l el Membranen moduliert bzw. inhibiert die
el lipid-Patches |nteraktion von Transmembranproteinen und
damit die Signaltransduktion in das Zellinnere
Abb. 4. Konzept der Glycosynapse. (Cytosol). Ein Beispiel daftr ist das System,
das aus GM3-Gangliosiden, den Tetraspaninprotei2CD82 und ITR I(ntegrirr ezeptor)
gebildet wird, an das eine bislang unbekannte Kiakisvitat gekoppelt ist. Dieses System
stellt eine Typ-3 Glycosynapse dar und zeigt dienkexitat voncis-CCls!® Sowohl ITR
als auch CD82 sind hochrangiy-glycosyliert und konnten in CMDs (carbohydrate
microdomains) lokalisiert werden. Diese Glycosymap®ntrolliert die Motilitdt und die
Inversivitat von Tumorzellen und spielt deshalbeeichtige Rolle bei der Metastasierung.
Aus klinischen Studien war bekannt, dass CD82 eliafluss auf die Metastasierung von
Prostatakrebs hat. Eine unterregulierte Expresswam CD82 fuhrt vermehrt zur
Metastasenbildung® @ Der intakte Komplex verhindert einen zu starkenntéét des
Integrins zur extrazellularen Matrix und inhibiéie Kinaseaktivitat. Die Untersuchung zum
Einfluss der Glycosylierung innerhalb dieses Kompe wurde an sogenannten IdID14-
Zellen durchgefuhrt. Dabei handelt es sich um UCH4sEpimerase defiziente CHO-Zellen
(Chinese Hamster Ovayydie nicht mehr in der Lage sind-Glycane zu synthetisieren.
Durch Transfektion mit dem CD82-Gen haben dieséedetin erhdhtes Vorkommen dieser
Typ-3 Glycosynapse. Der Vergleich mit normalen CHB€len zeigte, dass sowohl eine
erhohte CD82-Konzentration als auch die verringebzw. nicht vorhandendeN-
Glycosylierung den Komplex starken, wahrend nicit eine endogene sondern auch eine
exogene GM3-Zufuhr diesen schwalft® Die Schlussfolgerung ist, dass eine

Uberexpression von GM3 die Motilitat von Tumorzellerhoht und dariiber hinaus ein
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1. Einleitung

.malignes” Phosphorylierung-Signal verursacht. Eieblerhafte Expression dé&-Glycane
hingegen fuhrt verstarkt zu einem positiveren Mdrider Krebserkrankung, da die Motilitat

der Tumorzellen eingeschrankt ist.

1.2 »,Chemical Tools" - chemische Werkzeuge far die

Glycobiologieforschung

Um einen tieferen Einblick in die Funktion von Gyen zu erlangen, bedarf es einer
Vielzahl neuartiger Methoden und Techniken, mitetdeHilfe die Diversitat und Sensivitat
der Kohlenhydrat-basierten Wechselungen, insbesender CClIs, intensiver untersucht
werden konnen. Ein Ziel der vorliegenden Arbeitast einen konzeptionellen Beitrag zur
Entwicklung geeigneter Plattformen fir die Erfonse des Glycoms zu leisten. Ein
wesentlicher Teil dabei ist Kohlenhydrat-Funtiosi@iung von Goldoberflachen, die spater

als SPR-Sensoren eingesetzt werden kdnnen, un@elmanopartikeln.

~,Chemical Tools" fur die Glycobiologie

0) Kohlenhydrat-funktionalisierte Oberflachen:
mit Microarrays, Glyco-SAMs und
Glyconanopartikel kdnnen Zellmembranen

@) @) mimikriert werden und dienen als Modelle fiir
° ) die Untersuchung von Kohlenhydrat-basierten
() Interaktionen
o (@}

Bioorthogonal
funktionalierte Monosacchridil
dienen als Sonden

Kohlenhydrat—be;siye,
Sonden werden ) Interaktion

enzymatisch
in Glycoproteine,

oder —lipide iﬁ‘%
eingebaut ()
(O]

M O :

Abb. 5. Schematische Darstellung von Chemical Tools zusr&chung des Glycoms.

Glycoprotein mit Sonde
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1. Einleitung

In diesem Abschnitt der Einleitung soll in Kirzen eallgemeiner Uberblick (ber
leistungsfahige Konzepte und Methoden, sogenan@teemical Tools", gegeben werden
(Abb. 5). Es existieren viele Methoden zur Erforsulp des Glycoms, von denen hier die
chemischenn vivo-Markierung von Glycokonjugaten, Enzyminhibitoremdudie Darstellung
von Kohlenhydrat-funktionalisierten Oberflachenvtegehoben werden solléf!

1.2.1 Chemische Methoden zuiin vivo-Markierung von Glycokonjugaten

Um die begrenzten Méglichkeiten der Genetik undcBamie zu tberwinden, haben Bertozzi
et al’”! beruhend auf den Arbeiten von W. Reuter all’® eine Glycan-in vivo

Markierungsmethode entwickelt, mit der die Expresssvon bestimmten Glycanen in
differenten Geweben und der Verbleib bestimmter aldelite untersucht werden kdnnen.
Dabei wird das Zielkohlenhydrat oder ein Metabdétart modifiziert, das er zum einen tber
eine hohe Bioverflugbarkeit und zum anderen Uber sogenannte bioorthogondd&emical

Handle verfugt, d. h. eine Funktionalitat, die biologisnfcht vorkommt, aber auch nicht
cytotoxisch ist, und an die nachfolgend durch clsehe Reaktionen Reportermolekiile
angeheftet werden konnen. Diese sogenannte chemiScamde wird dann in den zu
untersuchenden Organismus gebracht. Dort erfolgt Heéwbau Uber enzymatische
Transformation in zellspezifische GlycanstruktureNach einer gewissen Zeit kann
abschlieBend die Visualisierung der Sonde mit deepoRermolekil, das z. B. eine

Fluoreszenzmarkierung tragt, erfolgen.

O
AcO— HN Aldolase Slalyl COOH
A%%&& +C3 NH COOH Transferase NH 0-Glycoprotein
OAc
E1
A
in vivo HIN NH
Biotinylierung (‘i 0
_ONH
s I etas
(CHy) H
O E4
O e A
OH NH OH
COOH N oH
N| HO,,, FITC-Avidin 0 e COOH
)\/\W Q7™0-Glycoprotein < sy ))J\N/(CHz)s N HO,
HO 24 H MNH Q7 ™ 0-Glycoprotein
© HO
(0]

E6 ES

Schema 11In vivo-Markierung von sialylierten Glycokonjugaten nactr®zziet all’”
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1. Einleitung

Das erste Beispiel dieser Methodik wurde von Bexiter al. erbracht (Scheme 1). Es konnte
gezeigt werden, dass N-Levulinoyl-tetraO-acetyl-mannosamin E1) uber die
Sialinsdurebiosynthese in levulinolyliertes SiaBMP E2 transformiert und anschlieend
durch Sialyltransferasen in ein modifiziertes SgliycokonjugatE3 eingebaut wird. Durch
Oximbildung mit einem biotinyliertem Aminooxy-Deav E4 wurde das levulinoylierte
SialylglycokonjugatE3 in vivo markiert. Abschliel3end konnte das Biotin-Sialylkmat E5
mit FITC-(Fluoresceiimsahiocyanat)-Avidin als fluoreszierender Komplex6 detektiert
werdenl’”! Im Grunde handelte es sich dabei um eine Weiteiekiing des Konzepts von
Reutteret al, die den Einbau vomN-Propanoyl-neuraminsaure in humane Glycoproteine
durch die Verwendung eine-Propanoyl-mannosaminderivates untersucht hfteres
hatte sich gezeigt, dass Azido-Kohlenhydratderivatgser fur die Biosynthese von Glycanen
verfigbar waren als Levulinsaurederivée. Die Detektion erfolgte (iber Phosphin-
Staudinger-Ligatiof” Diese Phosphine waren jedoch Hydrolyse-empfindhe&shalb von
Wong et al. fir die Detektierung die Cu-I-katalytierte Huisg@eaktion (Click-Chemie) auf
Azido- und Alkin-Fucosederivate angewendet wufdeKiirzlich wurde der Nachteil der
Cytotoxitat der Kupfersalze durch die Verwendungn voyclischen, gespannten Alkine
tiberwunden, was die Detektierung im lebenden Osgams erlaubf?

Genauso wichtig ist die Analyse der agierenden HBmrzy (Glycosidasen,
Glycosyltransferasen). Dabei unterscheidet man vitkts- und Affinitats-basierte
Methoden. Bei der Aktivitats-basierten Methode veerdbubstrate eingesetzt, bei denen das
Mechanismus-basierende Inhibierungsmotiv. mit einddukleophil in der aktiven
Bindungstasche reagiert. Der Inhibitor wird dadukdvalent gebunden. Die Detektierung
bzw. Reingigung erfolgt schlielRlich Uber ein Reportotiv. Diese Reportermotiv ist
entweder ein Fluorenszenzfarbstoff und/oder Biatin Affinitatsreinigund®® Ein Beispiel
fur diese Art des ,Enzym-Fischens® ist die Verwengudes Neuraminsaugetho-
fluormethylphenylglycosid$® Durch die Hydrolyse dieses Glycosids durch dielidiase
entsteht nach einer 1,4-Eliminierungsreaktion eachneaktiveso-Quinolinmethid. Dieser
elektrophile Michael-Akzeptor reagiert sofort mimem Nukleophil in der Bindungsstelle. An
das Enzym ist nun das Reporter-Aglycon kovalentugdbn. Ein weiteres Beispiel fur die
Aktivitats-basierte Methode ist die Verwendung vdhiAzido-2,6-didesoxy-2-fluof-
galactosylfluorid® Hier sorgt die 2-Fluorsubstitution fiir einen sarken Elektronenzug,
dass das Substrat nicht mehr aus der Bindungstéssgelassen wird. Das Reportermotiv in
Form der Azidogruppe, die im Saccharid mitgeliefentd, kann anschliel3end durch “Click-

Chemie” visualisiert werden. Die Affinitats-basemt Methoden werden vorwiegend fir
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Lectine etc. verwendet, die keine enzymatische \tkiti besitzen. Auf Grund der relativ
schwachen Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen desr oft multivalente Systeme
benutzt, um eine gute Bindung zu gewabhrleisten. Aldtivalente carrier dienen neben

Nanopartikelf® vor allem dendrimere Strukturen auf Polypeptice&5i®® So konnten zum

Beispiel Galectine, die in verschiedene biologiséhrezessen involviert sind, mit einem
trivalenten Lactosederivat, in dem die Lactosen®tiber ein verzweigtes Peptid mit einem
Fluorenszenzfarbstoff und einem Benzophenonankeémnugft waren, aus einer komplexen

Gewebemixtur isoliert und anschliessend analysiertien’®

1.2.2 Kohlenhydrat-funktionalisierte Oberflachen: Microar rays, Nanopartikel

und Sensoroberflachen

Nanopartikel eignen sich hervorragend als Trager dié multivalente Prasentation von
Kohlenhydraten. Die ersten synthetisierten Glycopantikel waren aus Gold oder SiltF&t.
Glyco-Goldnanopartikel finden heute breite Anwerglunmedizinisch-biologischen Studien.
So wurden sogenannte GaithnneGlyconanopartikel zur Inhibition der HIV-gp120-
Bindung zu DC-SIGN eingeset2!! Es wurden multifunktionale Glyco-Goldnanopartikds
Plattform fur potenzielle Antikrebsimpfstoffe entkelt’®™ Neben Goldnanopartikeln, die im
Rahmen der eigenen Synthesen noch explizit bebsamieverden, sind bis heute diverse
andere Kohlenhydrat-funktioanlisierte, nanostruktte Systeme bekannt. So wurden Core-
Shell-FeAu-NanopartikEf °! mit Kohlenhydrathiille als MRI-Kontrastmittel eirsgszt.
Amino-funktionalisierte nano-kolloidale Eisenoxicektran-Strukturen, auf die das ke
Tetrasaccharid aufgetragen wurde, konnten erfagreur MRI-Detektierung von cerebralen
MS-Léasionen eingesetzt werd€fl. Fluoreszierende ,quantum dots“ aus CdS kénnen zur
Visualisierung von bestimmten Kohlenhydratrezeptare lebenden® Zellassays verwendet
werden®® Es konnten ebenso biologisch-anorganische Maimialvie Calciumphosphat-
(Hydroxyapatit)-Nanostrukturen, mit Kohlenhydratelekoriert werdef?® Kohlenhydrat-
funktionalisierte Goldoberflachen wurden auch alBMA oder SPR-Sensoren eingesetzt.
Solche Oberflachen konnen in Kombination mit MALDOF-Experimenten zur
Detektierung von Glycosidase- oder GlycosyltraraderAktivitat sowie zum ,Lectin-
Fischen“ verwendet werdéf{!

Zum ,high throughout screenifigeignen sich Kohlenhydrat-Mikroarrays, in denemeei

grof3e Anzahl von Liganden uber unterschiedlichekéigysteme auf Glasplattchen fixiert
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und durch Fluoreszenz analysiert wer8nfirr diese Technik werden geringste Mengen an
Kohlenhydrat-Material benétigt. Durch enzymatisdl®ngation konnten in sogenannten
.nanodroplets* insgesamt 72 verschiedé&lycane in einem Arrays hergestellt werden.
Die Galactosylierung, Sialysierung und Fucosyligrikkonnte on-chip durch enzymatische

Umsetzungen realisiert werden. Der Erfolg wurdecdginen Lectinassay nachgewieSén.
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2. Zielsetzung

Wie in der Einleitung dargestellt wurde, ist das s¥éin Uber Kohlenhydrat-basierte
Erkennungsprozesse trotz zahlreicher Arbeiten aigsedh Gebiet, besonders zu
Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-Wechselwirkungen, nochragnvollstandig. Der Grund hierfur
durfte zum einen in der immensen Vielfalt der nattirvorkommenden Oligosaccharide,
deren Analyse, Strukturaufklarung und chemischemntt®ge liegen und zum anderen in der
Entwicklung geeigneter Plattformen zur Untersuchdegverschiedenen Wechselwirkungen.
Mit dem hier erarbeiteten Konzept soll in erstemiiein Beitrag zum besseren Verstandnis
Uber Mechanismen in Kohlenhydrat-Kohlenhydrat(Rnt&/echselwirkungen sowie Uber
Struktur-Wirkungsbeziehungen geleistet werden. Dabl den folgenden Fragestellungen,
die sich aus dem aktuellen Kenntnisstand herleitaahgegangen werden:
* st eine gewisse Selbst-Affinitat bereits zwischeinfachen Kohlenhydraten wie
Glucose oder Galactose nachweisbar?
e st ein Trend in der Kohlenhydrat-Selbsterkennungiseghen homogenen bzw.
heterogenen Paaren (Glucose-Glucose bzw. Glucosedda) erkennbar?
* Wenn ja, welche Schlisse lassen sich ziehen?
* Welchen Einfluss auf die Affinitat haben einzelngdrbxygruppen bei bekannten
homogenen Paaren, wie der‘tiee*-Erkennung?
* Welchen Einfluss hat die Kohlenhydratdichte sowie dPrasentation auf die
Wechselwirkung?
Im folgenden wird kurz dargestellt, auf welche Véetie Beantwortung der Fragestellung
konzeptionell angegangen werden soll.
FUr die Untersuchung von Kohlenhydrat-basierten Mgelwirkungen eignet sich besonders
die Oberflachenplasmonresonanz, da Bindungsersmgrdgekt visualisiert bzw. analysiert
werden konnen. Deshalb sollten Kohlenhydratstr@ktan SPR-Sensoroberflachen gebunden
werden. Uber selbstanordnenden Monoschichten (SsaNlassemblednonolayer) kann die
Oberflache individuell funktionalisiert werden. diesem Fall sollen die Sensorchips folgende
Eigenschaften besitzen:
Sie sollten biorepulsiv sein, d.h. unspezifische cid¢elwirkung zwischen Protein oder
Kohlenhydrat und der Oberflache sollten unterdriraétden.
Die Kohlenhydrat-Funktionalisierung sollte nach &%M-Bildung stattfinden, damit eine

Cluster-Bildung, die zu so genannten Carbohydraiddomains fihren, unterbunden wird.
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2. Zielsetzung

Dazu benttigt man Verdinnungs- und VerknUpfungss&pasowie funktionalisierte
Kohlenhydrat-Derivate.

Uber dieses Zweistufen-Konzept lasst sich auch Kidlenhydratdichte auf den SAM
steuern, indem fur die SAM-Bildung verschiedene dé@nungen der unterschiedlichen
Spacer verwendet werden. Das Glyco-SAM-Konzept salth auf die Synthese von
Kohlenhydrat-funktionalisierten Nanopartikeln angedtet werden. Mit dieser multivalenten
im -Biggeriment Kohlenhydrat-

Kohlenhydrat-Wechselwirkungen in definierter Weisgersuchen.

Prasentation der Glycostrukturen lassen sich

Goldnanopartikel
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Abb. 6. Schematische Darstellung des Konzepts, mit demadz84&Ms zur Untersuchung von Kohlenhydrat-
Kohlenhydrat(Protein)-Wechselwirkungen genutzt weardollen.

Aus der chemischen Vielfalt der Immobilisierungsiigitkeiten fur die Glycostrukturen
wurde die reduktive Aminierung bzw. die Oxim-Bildymls Mittel zur Fixierung auf den
Sensorchips bzw. den Nanopartikeln gewéhlt. Sovdidl Oberflachen der SPR-Chips als
auch die der Goldnanopartikel sollten Amino- bzwdkbxylamino-funktionalisiert werden,
damit Aldehyd-funktionalisierte Kohlenhydrate Ublkenin- bzw. Oxim-Bildung verankert

werden konnen.
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2. Zielsetzung

Das bringt folgende Vorteile mit sich:

* Die Einfuhrung einer Aminofunktion in die Spacer-ekile ist verhaltnismafig
einfach.

* In weiterfihrenden Untersuchungen kénnten aus lictén Quellen isolierte
Oligosacchride direkt Gber ihr reduktives Ende inbitisiert werden.

» Die Bildung der Schiff'schen Base ist reversibel,dass die Glycoderivate wieder
freigesetzt werden koénnten, wenn auf die reduktiveminierung im
Immobilisationsschritt verzichtet wird. Damit water SPR-Chip wiederbelegbar, was

fur eine kommerzielle Nutzung des Glyco-SAM-Konza=spton Interesse ist.

Die Kohlenhydrat-Derivate sollen tUber einen Benehid-Linker auf der SPR-Oberflache
und den Nanopartikeln immobilisiert werden. Die Keneinheit soll mdglichst spét in der
Synthese an die Glycostrukturen angebracht weldenKopplungschemie sollte orthogonal
zu den Schutzgruppen und anderen Funktionalitateolekil sein. Diese Eigenschaften

erfullt die Olefin-Metathese.
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3. Synthesen

3. Synthesen

Die Diskussion der durchgefuihrten Synthesen istfiinf Abschnitte unterteilt und
konzentriert sind auf die Funktionalisierung vonhkmhydrat-Strukturen zum Einsatz als
Bausteine in der Darstellung von ,chemical toolstr f die Erforschung der
Glycowissenschaften. Zunachst wird, losgeldst ven gtundlegenden Problemstellung, die
Synthese von Mannose-6-thiophosphaten behandeleseDi Amino-funktionalisierten
Mannose-Derivate sollen als Affinitdtschromatogiadtiganden dienen, und gebunden an
Agarose bei der Reinigung von einer bislang unbetamPhosphatase eingesetzt werden, die
bei der Rekrutierung und Freisetzung lysosomaleryfe im Lysosom eine entscheidende
Rolle spielt. Fehlerhafte Rekrutierung dieser Engyimaw. Entfernung spezifischer Marker
auf diesen Enzymen fuhren haufig zu fatalen Krarkhidern, besonders bei Kindern (siehe
Abschnitt 3.1).

Die folgenden Teile widmen sich der Synthese vonnza&lehyd-funktionalisierten
Kohlenhydraten. Zunachst wurde im zweiten Teil 8gnthesen das Konzept der Metathese
zur  Kohlenhydrat-Funktionalisierung an einfachen ndsacchariden entwickelt,
mechanistische Grundlagen diskutiert und Verglemhiebekannten Synthesen geschlossen.
Die konzeptionelle Evaluierung auf vielfaltige Andbarkeit erfolgte in der Erprobung an
verschiedenen Disacchariden und wird im dritter diskutiert. Der vierte Teil der Synthese
konzentriert sich auf die Darstellung komplexerulturen, insgesamt sieben verschiedene
Le*-Analoga, die zum groRten Teil in der Konstitutigheich sind, sich aber in der
Konfiguration der Hydroxygruppen sowohl des Galaetoals auch des Fucose-Bausteins
unterscheiden. In diesem Zusammenhang wurden vedssie Glycosylierungsmethoden
angewendet und die Resultate wurden mit literakabeten Synthesen verglichen und
diskutiert. Hier ist auch ein mechanistischer Ubekbiiber vorher durchgefiihrte und in
diesem Abschnitt verwendete Glycosylierungen zddm Dabei ist die anomere Allylgruppe
von zentraler Bedeutung (Abb. 7). Sie ist das Vepfungsmotiv des hier verfolgten
Konzepts, ist aber nicht orthogonal zu diversen iAdtungsmethoden in der
Glycosiddarstellung. In diesem vierten Teil wurdersucht, eine Losung zur Vermeidung
dieses Nachteils zu finden. Obwohl andere Verkmigdmotive vorteilhafter fur die
Glycosidsynthese sind, bietet die Allylfunktion gaxth enorme
Funktionalisierungsmdoglickkeiten. Zum einen kane sils temporare Schutzgruppe fir

anomere Hydroxygruppen dienen, zum anderen lasstich orthogonal zu vielen gangigen
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3. Synthesen

Schutzgruppen in der Kohlenhydratchemie und zu &diydraten per se in verschiedene
Gruppen transformieren. Um nur einige Beispieleneanen, lassen sich durch radikalische
Addition von Thioverbindungen Thiole darstef@f und Amine sind durch Hydroborierung

mit anschlieBender Aminierung leicht zugangléh. Des Weiteren ist eine Ozonolyse zum

Aldehyd realisierbat®? genauso wie eine Rutheniumtrichlorid-katalysieBeidation zur

Carbons&ur€?
NO
PGO w0
\/\
nachfolgende |Funktionisierung
1. hv, AcSH \ 1. BHs

/@AO 2. HoNOSO3H
%{O\/\/\O

-0 Aldehyd-Motiv -0
2 \/\/SAC Y % \/\/NHz

Thio-Motiv Amino-Motiv

Abb. 7. Die Allylgruppe als Precusor fur eine diverse Fumkalisierung. Ausgewahlte Beispiele.

Abschlie3end beschaftigt sich der funfte Teil mér &ynthese von Nanopartikeln, deren
Funtionalisierung  durch  SAM-Bildung und die Anhefty der erwéahnten
Kohlenhydratstrukturen. Die Charakterisierung diesddyconanopartikel wird ebenfalls
besprochen. Neben der GrolRenbestimmung und derfiZileing einer erfolgreichen
Kopplung nimmt dabei die Ermittlung der Kohlenhydiehte auf den Nanopartikeln eine
entscheidende Rolle ein, da sie fur das VerstandeisSPR-Resultate wichtig ist. Diese

Messungen und die Diskussion der Ergebnisse erdalgh in einem gesonderten Abschnitt.

3.1 Synthese von Mannose-6-thiophosphaten als Affinit&thromatographie-

Liganden

Die Affinitatschromatographie ist die Methode deahVbei der Reinigung von Coenzymen,
Antikorpern, Lectinen und anderen selektiv-bindend@omakromolekilen. Die Methodik

zur Praparation von Kohlenhydrat-enthaltenden Aalsatien ist lange bekannt und wurde
bereits 1981 in einem Ubersichtsartikel beschriét¥8nDie am haufigsten vorkommenden
Materialien sind dabei Agard$® oder Cellulose sowie Polyacrylamid-Harze und perds

Glasperler!®® 1% Teijl dieser vorliegenden Arbeit war die Synthese Affinitatsliganden
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3. Synthesen

zur Reinigung unbekannter lysosomaler Mannose-&pat-Hydrolasen. Dabei war die
Idee, dass Thiophosphat-Derivate des Mannose-Gsphats inhibitorisch die gesuchten
Hydrolasen binden und so ihre affinitditschromatphische Reinigung ermaoglichten
(Abb. 8). Dazu sollten die 6-Thiophosphate, dieerinrAminolinker tragen, an CNBr-
aktivierte Sepharose oder Agarose gekoppelt werde(A). Dieses
Affinitatschromatographiematerial wird anschlie3enceinen konventionellen Saulenkdrper
geflllt (B). Das lysierte Zellmaterial, das die ekbnnte Phosphase enthalt, wird auf die
Saulen gegeben (C). Durch verschiedene Puffer wetenicht-bindenden Proteine von der
Saule gespiilt (D). Die gesuchte Mannose-6-phosphaialite dabei auf der Saule verbleiben
und abschlieBend durch einen geeigneten Puffeereluierden. Das so gereinigte Protein

kann nun charakterisiert und seine biologischedRatitersucht werden.

H OH _O
(Thio)Phos HNso Ny
/&o N OH _O neC OH (Thio)Phos
HO™™™) \ &
0 s c-o OH HO™ Oy /wﬁo
~NO N HO

H HO”™ O._.NH O\/\/S\/\NH2
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= =
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Abb. 8. Konzeptionelle Darstellung des Prinzips zur affitithromatographischen Reiningung einer

unbekannten Mannose-6-phosphatase.

Lysosomen sind saure Membran-umgebene Zellorganetle eine wichtige Rolle beim
Abbau von Biomakromolekilen, wie Kohlenhydraten,otBinen, Nukleinsauren usw.
spielen’®® In den Lysosomonen befinden sich mehr als 50 tedene l6sliche, saure
Hydrolasen (z. B. Glycosidasen, Proteasen, Lipaddocleasen, Phosphatasen und
Sulfatasen) und tber 120 lysosomale Membranprotéfidie Biogenese von Lysosomen
bendtigt einen kontinuierlichen Nachschub von frisynthetisierten Komponenten. Viele

dieser lysosomalen Proteine werden Uber einen Mamfd?hosphatrezeptor-Pfad nach der
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3. Synthesen

Translation in das Lysosom transportiert. Dazu werdlie lysosomalen Hydrolasen mit
einem terminalen Mannose-6-phosphat-Rest (M6P)ehers Durch Bindung an den M6P-
Rezeptor werden die Proteine in das Lysosom ditigi¢egen des niedrigen pH-Wertes im
Lysosom dissoziert dieser Komplex, und der Rezepiaf recycelt. Genetische Fehler in der
Biosynthese, sowohl des Mannose-6-phosphate-Erkgsmarkers, als auch des M6P-
Rezeptors, kénnen zu schwerwiegenden lysosomaleict&perkrankungen fiihren. So
resultieren Mutationen im Gen der Glic-1-Phosphotransferase, einem Schlisselenzym in
der Mannose-6-Phosphat-Biosynthese, in den Kratéieies Mucolipidose-Typs Il (MLII)
und 111 (MLIN). 2 Wahrend der M6P-Rezeptor nach der Dissoziatiodevigerwendet wird,
ist der Verbleib des M6P-Restes an den lysosom@teteinen nicht abschlieRend geklart.
Auch ist das Wissen Uber die agierenden Hydrol&®sphatasen sehr beschrankt. Es gibt
Indizien, die eine Rolle der sauren Phosphasen A@€idic phosphataseund ACP5 in der
Entfernung des M6P-Markers vermuten lieB&H. Die hier synthetisierten Mannose-6-
thiophosphatderivate sollten als Affinitatschrongaphieliganden eingesetzt werden, um
eine unbekannte Phosphatase zu reinigen. Dadutdffter man sich, Hinweise auf den
Verbleib des M6P-Marker zu erhalten.

Die Syntheseplanung sah einen stufenweisen Aufbau Almino-funktionaliersierten
Mannose-6-(thio)phosphate8 (6-O-Thiophosphat),19 6-O-Phosphat, Referenzverbindung)
und 20 (6-SThiophosphat) vor. Nach Installierung der (Thid)eBphatgruppen sollte die
Amino-Funktionalisierung durch radikalische Additioon Cystamin-hydrochlorid an ein
allylisches Aglycon erfolgen. Dieser Ansatz wurdedits erfolgreich von Thierat al. mit
einem Sialinsdurederivat durchgefuhrt, das andgéiid als Affinitatsligand in der Reinigung
einer Neuramindase eingesetzt wurdg.

Eine heutzutage weitverbreitete Synthese der Platspton Kohlenhydraten, einschlief3lich
Nukleotiden, ist die Umsetzung von selektiv-gesetdit Derivaten (Kohlenhdrydrate oder
Nukleoside) ~ mit  Dibenzylphosphorchlorifdt™**  oder  BisbenzyloxyN,N-
diisopropylaminophosphin (Phosphoramidit-Methdd€)!!”! Beide Reagenzien bediirfen
zur Entschitzung eine Hydrogenolyse mit Wasserstaff Palladium/Aktivkohle.
Schwefelhaltige Verbindungen vergiften den Katalysaveshalb dieser Ansatz fur das hier
verfolgte Ziel nicht in Frage kam. In frihen Arlegit wurden 50©-Phosphate von
Nukleosiden durch Kondensation von Phosphorséaureestern und einem Nukleosid mit
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) hergestellt®’ Die Verwendung eines Thioanalogons fiihrte
aber fast ausschlieBlich zum Dicyclohexylthiohasffdt'® Zur Synthese von

Thiophosphaten wurde von Eckst&nal. ein Triimidazoyl-phosphinsulfid in Analogie zum
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3. Synthesen

Triimidazoyl-phosphinoxid benut?2® *?! Dieses Reagenz ist nicht kommerziell erhaltlich
und muss aus Thiophosphorylchlorid und Imidazobbstellt werdef?? Die Hydrolyse der
Imidazoylverbindung zum freien Phosphat erfolgtenrstark sauren, wéassrigen Bedingungen

bei hohen Temperaturen, was die Gefahr der Hydealgs Glycosids in sich tragt.

HO— OH TosO—, OH AcS—. OH
HO 0 b HO 0 d H o)
H&g b H&A 4. Hoo

10\/\ 40\/% 60\/\

S— OH
HO 0
OH H&g
HO O

HO (SNZEN

2:X=0 5
3:X=8S

Schema 2.Versuche zur Darstellung von Mannose-6-thiophosghdeagenzien und Bedingungen: a)2fiB-
ChlorcyclaSaligenylchlorphosphat in  THF, DMF/Pyridin 1/1, -04°C, 60 min, fir 3: 5-Chlor-
cycloSaligenylchlorphosphorinsulfid in THF, DMF/Pyridil, - 40 °C, 60 min; b) Pyridin, TosCl, 0 °G RT,
24 h, 58%; c) N#O;S * 3H,0, H,O (pH 10.3), RT, 48 h; d) KSAc, DMF, 60 °C, 12h.

Um die Syntheseroute so kurz und einfach wie migtie gestalten, wurden zunachst zwei
Ansatze verfolgt. Zum Einen sollte versucht werdeit, Hilfe descycldSal-Konzepts von
Meier et al. eine selektive Phosphorylierung der primaren Hyggouppe des ungeschutzten
Allyl-mannosids 1 zu realisierett?**?*! Die nachfolgende alkalische Verseifung des
Salicylester kénnte zwei der gesuchten Intermed@&@-Phosphat und ®-Thiophosphat) in
nur zwei Stufen freisetzen. Zum Anderen sollte alivekte nukleophile Substitution des 6-
Tosylats des Allyl-mannosids mit  Natriumthiophosphan einer zweistufigen
Synthesesequenz zum dritten gewuinschten Intermeg@i& Thiophosphat) umgesetzt
werden.

Jedoch war die Umsetzung des Allyl-mannosidsdas durch Fischer-Glycosylierung in
Allylalkohol erhalten wurde, bei — 4 in einem 1:1-Gemisch aus DMF und Pyridin sowohl
mit 5-Chlor<cyclaSaligenylchlorphosphat als auch mit 5-Chlor-
cycloSaligenylchlorphosphorinsulfid nicht erfolgreich cffema 2). Die phosphorylierten
Verbindunger? und3 konnten nicht isoliert werden.
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3. Synthesen

Knight et al. berichteten tber eine Synthese von Glucose-64tlogphat durch nukleophile
Substitution von 83-Tosyl-glucose mit Natriumthiophosphat in einer srégen Losung bei
pH 10.3™® Wong et al. konnten erfolgreich die &-Tosylgruppe eines Mannosederivats
durch ein Azid substituierél?”) Daher wurden hier versucht, diese Bedingungen zu
Ubertragen. Dazu wurde Allyl-mannosid unter Standardbedingungen in das Tosylat
Uberfuhrt. Dieses Tosylat wurde dann mit Natriumthiophosphat in einer wagsriLosung
behandelt, die mit M Natriumhydroxydlésung auf pH 10.3 eingestellt wairdie DC-
Analyse zeigte die vollstandige Umsetzung des EsMukin, aber neben dem Produktspot war
auch ein erheblicher Anteil an Allyl-mannosid austizar. Die *'P-NMR-Analyse des
Rohprodukts zeigte, dass die Verbind@ngit dem Phosphdt2 verunreinigt war (Abb. 9).
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Abb. 9. *P-Rohprodukt-NMR des Versuchs zur Synthese deriNeung5.

Dem Spektrum war zu entnehmen, dass unter den deerahlten Bedingungen ein
erheblicher Anteil an Natriumphosphat entstanden srisste, das mit dem Tosyktzum
Nebenproduktl? reagierte. Die Zuordnung der Signale erfolgte dufufnahme von
Referenzspektren des Natriumthiophosphats und dagiukhphosphats, sowie durch
Vergleich mit Literaturdaten. Nachdem das Phosmmatgch 5/12 durch Kieselgel- und
Biogel-Chromatographie gereinigt wurde, zeigte dieh der erneuten NMR-Analyse, dass
die Verbindung5 immer noch mit dem Phospha® verunreinigt war. Das Gemisch war

chromatographisch nicht auftrennbar.
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3. Synthesen

Weil neben der Nichttrennbarkeit der Verbindungeand 12 die Gesamtausbeute mit 57%
fur das Gemisch verbesserungsbedurftig war, wuveeschiedene Losungsmittelsysteme auf
den Verlauf dieser nukleophilen Substutionsreaktiod die Vermeidung der Hydrolyse des
Thiophosphat-Salzes zum Phosphat-Salz untersucht &ste Experiment wurde mit
Natriumthiophosphat in DMF bei 60 °C durchgefiulurch die erhdhte Temperatur sollte
die Nukleophilie des Thiophosphats verbessert werbée Analyse der Umsetzung erfolgte
durch **P-NMR-Spektroskopie (Abb. 10, 1). In diesem Ansatrde ein geringer Umsatz
festgestellt (Verhaltnis Na-Salz zu Man-6-phosphétidem konnte eine gréf3ere Menge an
Verbindung 12 als an Thiophosphad ermittelt werden. Visuell liel3 sich die schlechte
Loslichkeit des Thiophosphatsalzes durch TrubunglLdsung beobachten. Deshalb wurden
wassrige Losungen von DMF (Abb. 10, 2) und DMSO [{ADO, 3) untersucht. Es konnte
zwar in beiden Féllen eine Verbesserung des Unsdestgestellt werden, jedoch wurde
jeweils das unerwiinschte Man-6-Of12 als Hauptprodukt gebildet.

Auch konnte eine nukleophile Substitution des Taisy# mit Kaliumthioacetat zur 6-
Thioacetyl-Verbindung 6 nicht verwirklicht werden, welche als Precusor zinee

modifizierten Synthese der Verbindulgliente (Schema 2).

1)
Man-6-PO, Na,PO,

Man-6-P0,S {
|

Na,PO,S

2) Man-6-PO,
Man-6-P0O,S

Na,P0,§ H ‘
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Na,PO,
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Man-6-PO,

3)

Na,P0,S Man-6-P0,S8

A J,

Abb. 10. ¥P-Rohprodukt-NMR zu Versuchen zur Synthese der idtng5: 1) 4, Na;PO,S * 3H,0, DMF, 60
°C, 24 h; 2, N&PGsS * 3H,0, DMF/ H,0, 60 °C, 24 h; 14, N&PO;S * 3H,0, DMSO/H0, 60 °C, 24 h.

Weil sowohl die Verwendung votycloSaligenyl-Phosphorylierungsreagenzien, als auch die

direkte nukleophile Substitution mit Natriumthiogpbat nicht die gewilnschten Resulte
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3. Synthesen

brachten, musste ein langerer Syntheseweg Ubdttigsedeschiitzte Intermediate beschritten
werden. Pintoet al. konnten selektiv geschutztes Allyl-mannosid mito§thorylchlorid
POCE in 6-Position phosphorylieren, entschitzen, mitst@sin-hydrochlorid in das
entsprechende 3-(2-Aminoethylthio)propyl-mannosid  beriiihren und zur
affinitatschromatographischen Reinigung des M6PeR&xs an ein Polymerharz bind&ff!
Dieser Ansatz wurde in dieser Arbeit mit einem wekiten Schutzgruppenansatz auf die
analogen Derivat® und 16 mit dem entsprechenden Thiophosphorylchlorid BR%@Hd
Phosphorylchlorid PO@Ilangewendet. Die 6-OH-freie Verbindurgy wurde durch eine
Synthesesequenz  aus  selektiver  Schitzung der 64Qpp& mit tert.-
Butyldimethylsilylchlorid,  Acetylierung der verblienen Hydroxygruppen und

anschlie3ender Desilylierung mit einer Ausbeute toer 60% erhalten (Schema 3).

HO— OH TBDMSO—, OH TBDMSO—, OAc
HO O a HO O b AcO O
HO — HO — AcO

. o0~ ; o0~ s (OGS
X X
HO— OAc Ho-R~oH Ho-R~oH
c AcO (0] d (0] OAc e (0] OH
8 AcO — ™ AcO 0 — ™  Ho 0
O AcO HO
9 o o
10: X=0 12: X=0
11: X=S 13: X=8

Schema 3.Synthese von Allyl-D-mannopyranosid-6-phosphaf und 6-Thiophosphat3. Reagenzien und
Bedingungen: a) TBDMSCI, Pyridin, O G RT, iiber Nacht, 76%; b) Ac,O, Pyridin, RT, tiber Nacht, 96%; c)
TBAF, AcOH, RT, Uber Nacht, 82%; d) 1. PQQ@®lir 5 oder PSGI fur 6, N-Ethylmorpholin, DCM, RT, Uber
Nacht, 2. HO, 40 °C, 1 h10:67%,11: 72%; e) KCOs;, MeOH, RT, 3-5 h12: 95%,13: 98%.

In Analogie zur Arbeit von Pintet al. wurde anschlieRend die Phosphorylierung mit BOCI
und N-Ethylmorpholin als HCI-Fanger in DCM bei Raumtemgiar durchgefiihrt. Der
intermediare Chlorphosphatester wurde mit Wassed®eC fur eine Stunde zum Phosphat
10 hydrolysiert. Dabei betrug die Ausbeute 67%. Daope Umsetzung des Alkohd®smit
PSC} brachte nach Hydrolyse das Thiophosphatmit einer verbesserten Ausbeute von
72%. Um eine Verseifung des Phosphorsaureestersrhindern, wurden die Acetylgruppen
unter sehr milden Bedinungen mit®&O; in Methanol entfernt (Schema 3). So konnten die
entschitzen Verbindungdr? und 13 mit sehr guten Ausbeuten von 95% bzw. 98% erhalten

werden.
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3. Synthesen

Fiur die Synthese der $Thiophosphatverbindung musste zunachst die 6-tydiraippe in
ein Thiol umgeformt werden. Da die nukleophile SitbBon des 60-Tosylats 4 mit
Kaliumthioacetat nicht gelang, wurde in einer Mitsbu-Reaktion die Thioacetatgruppe
selektiv in das Allylmannosid mit Thioessigsaure, DIAD und Triphenylphosphin %4
Ausbeute eingefiihrt. Nach Zemplén-Deactylierung deudas Thiol selektiv mit 67%
Ausbeute alsert.-Butyldimethylsilylthioether geschitzt. Nach Acegyling der verbliebenen
Hydroxygruppen und selektiver Desilylierung kondies 6-SH-freie Mannosederivat mit
82% Ausbeute Uber zwei Stufen erhalten werden (Bah®). Wie bereits bei der Synthese
von VerbindundLO erfolgreich erprobt, konnte die Phosphorylierueg @hiols16 mit POCk

in guter Ausbeute von 70% nach Hydrolyse des inteigren Chlorphosphatesters zurfs-6-
Thiophosphatl7 umgesetzt werden. Die Entfernung der Acetatgrupp#érKaliumcarbonat
in Methanol lieferte anschlieRend den Precudstiir die nachfolgende radikalische Addition

des Cystamin-hydrochlorids nahezu quantitativ.

AcS OH TBDMSS OH TBDMSS OAc
HO 0 HO 0 c AcO 0

6 O~ P .5 (NP
14
Q Q
HS—  OAc .R—OH _R-OH
\ \
d AcO O e HO™s_ oac ¢ HO" s _ oH
1 AcO AcO o] ™ HO O
(SN CNGZEN
16 17 5

Schema 4.Synthese von Allyl-6-thiax-D-mannopyranosid-6-phosph&t Reagenzien und Bedingungen: a)
AcSH, DIAD, PPR, THF, 0 °C— RT, 3h, 48%; b) 1. NaOMe, MeOH, RT, Uber Nacht;TBDMSCI, Pyridin,

0 °C — RT, iiber Nacht, 67%; c) Ac,O, Pyridin, RT., Uber Nacht, 97%; d) TBAF, AcOHT Riber Nacht,
85%; e) 1. POGIN-Ethylmorpholin, DCM, RT, tber Nacht, 2,8, 40 °C, 1 h, 70%; f) $CO;, MeOH, RT, 3-

5 h, 95%.

Die *'P-NMR-Analyse der Intermediat 12 und 13 zeigte, dass die Phosphatgruppen nach
der Deacetylierung intakt und einheitlich waren I0Abl1). Die Signale hatten die
charakteristischen chemischen Verschiebungen, die pweiligen Phosphaten exakt
zugeordnet werden konnten. So hatte der Phospkds-@dPhosphate?2 eine Verschiebung
von 0.7 ppm, was in Ubereinstimmung mit Literatunes war. Fir das &-Thiophosphat.3

und das 65 Thiophosphab wurden ebenfalls in guter Uberstimmung mit deetatur Werte
von 17.1 ppm (fud3) und 47.5 ppm (fub) gefunden.
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Abb. 11.*'P-NMR Verbindungeri2, 13 und5.
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5: X=0;Y=S 18: X=0;Y=S
12: X=0;Y=0 19: X=0;Y=0
13: X=S;Y=0 20: X=S;Y=0

Schema 5.Synthese der 3-(2-Aminoethylthio)-propytb-mannosid-6-phosphate8, 19 und 17. Reagenzien
und Bedingungen: a) Cystamin-hydrochlorid, RT, 3h,18: 72%,19: 75%,20: 69%.

Abschlie3end erfolgte die Amino-Funktionalisierurdurch radikalische Addition von
Cystamin-hydrochlorid an die allylische Doppelbindu Dazu wurde jeweils die
Verbindungerb, 12 und 13 mit 20 Aquivalenten Cystamin-hydrochlorid in wagsr Losung
fur drei Stunden mit UV-Licht bestrahlt (Schema”%“}]. Nach Biogel-Chromatographie
konnte die 3-(2-Aminoethylthio)propyl-mannosid&8, 19 und 20 jedoch nur mit
Verunreinigungen von Cystamin-hydrochlorid und d8martmaterial erhalten werden. Die
'H-NMR-Sprektren zeigten die charakteristischen Sligriiir den Linker (L1 bis L5) und die
exocyclischen CHOH-Protonen, die wegen der (Thio)phosphatgruppeek stTieffeld-
verschoben waren (bespielhaft 2@, Abb. 12). Mit MALDI-TOF-Experimenten konnten
weitere Nachweise fiir die Bildung des gewlnschtemldktes erbracht werden. So zeigt das
kleine Fenster in der Abb. 12 das Natriumadukkt{Na") mit m/z = 416 (M = 393.0681).
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3. Synthesen

Die Ausbeuten dieser Reaktionen zu den Verbinduriggnl9 und 20 wurden aus dem
Verhaltnis der Integrale von Hgg zu H-Zinker bestimmt, da diese Signale separiert lagen

und deshalb gut integrierbar waren.

S MALDI-TOF
HO,\,\D\\% 1H-NMR evarcats
o}
Og M+K]:a33 |
"o H1 Ha 7
L2 S \) s !
o~ e )
20 L1 L3 ol
bl ,!H AT v SRR ol
; 2000(
L2 -
H1 L4 L3 i
— 1000(
J H6ab L1 s :

5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Abb. 12.*H-NMR-Sprektrum der Verbindur20 mit MALDI-TOF-Spektrum (kleines Fenster).

Trotz der Verunreinigungen sollten die Verbindungés Affinitdtschromatographie-Ligand
getestet werden, da keine negativen Beeinflussuageerwarten waren. Das Allylglycosid
ware nicht immobilisierbar, und von Cystamin-hydrocid waren keine negativen
Bindungseigenschaften oder Interaktionen zu erwart®ennoch sollte bei einer
Wiederholung der Synthese Uber eine Verbesserundreimgungsprozeduren nachgedacht
werden. Eine frihe Einfuhrung der Aminofunktion aeschitzte Gruppe koénnte die
problematische Trennung von sehr polaren Substamggken, wie sie hier entstanden
waren, vermeiden. Die finale Entschitzung braaitht trennbare Verbindungen.
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3. Synthesen

3.2  Synthese Benzaldehyd-funktionalisierter Monosacchade

In dieser Arbeit wurde ein modulares Konzept ve@tfol das die Benzaldehyd-
Funktionaliserung der Kohlenhydratstrukturen durklheuzmetathese beinhaltet. Diese
Benzaldehydderivate werden schliel3lich auf Amin@wb Aminoxo-terminierten SPR-
Sensoroberflachen und Goldnanopartikeln angehdd@tu wurde in allen in dieser Arbeit
synthetisierten Kohlenhydratverbindungen eine teat@ Doppelbindung im Aglycon
bendtigt. Als besonders vorteilhaft erwies sichadabe Einfuhrung der Allylfunktion in die
anomere Position der Kohlenhydratderivate. Bei dieflachen, haufig vorkommenden und
deshalb glnstigen Zuckern wie-Glucose, b-Mannose, bD-Galactose undN-Acetyl-D-
glucosamin wurde die einfache Fischer-Glycosyligruealisert'*® Dazu wurden jeweils-
Glucose21, b-Mannose22, D-Galactose25 und N-Acetyl-D-glucosamin26 in Allylalkohol
suspendiert und unter Schwefelsaure-Katalyse b&iC80ur Reaktion gebracht (Schema 6).
Da die Fischer-Glycosylierung stereounspezifisthwsirden die Allylglycoside als anomere
Gemische erhalten. Eine grundsatzliche, mechagcigis Diskussion von
Glycosylierungsreaktionen befindet sich in Abschri#t4, in dem die Synthesen der

Trisaccharide besprochen werden.

HO R2 AcO R2
HO AcO TG o~

R' 'OH
21: R'= OH, R? = H; D-Glc 23: R'= OAc, R? = H; D-Glc
22: R'=H, R? = OH; D-Man 24: R'=H, R? = OAc; D-Man
r2 OH r2 OAc
R3 o) a R3 0
HO AcO
R! 'OH R ‘0" ™N\F
25: R'=0OH, R2= OH; R® = H; D-Gal 27: R'= OAc, R2 = OAc; R® = H; D-Gal
26: R' = NHAc, R? = H; R® = OH; D-GIcNAc 28: R' = NHAc, R? = H; R® = OAc; D-GIcNAc

Schema 6.Synthese der peracetylierten Allyl-monosacchayidggide. Reagenzien und Bedingungah:1.
Allylalkohol, konz. HSQ, 80 °C, 34 h; 2. AgO, Pyridin, RT, 1618 h; Ausbeute Uber 2 Stufen:
2301: 36%; 23B: 25%); 240::34%; 24[3: 21%; 27a: 41%; 27B: 21%; 280a: 34%; 28(3: 15%.

Die ungeschutzten Allylglycoside wurden anschliel3eohne weitere Reinigung als

Anomerengemisch unter basischen Bedingungen mitg&sseanhydrid acetyliert. Als
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3. Synthesen

Acetate war eine saulenchromatographische Trendangnomeren moglich. So konnten in
einem Schritt sehr einfach die gewtinschten perbedggn Allylglycoside der einfachen
Zucker 23af, 24af, 27af und 28af in ausreichender Ausbeute erhalten werden. Diese
wurden spater fur die Kreuzmetathese eingesetzt.

Etwas aufwendiger war die Synthese der Allylglydestler seltenen Zuckerldose undb-
Talose. Zwar ist bisher tber die biologische Bedegtsowohl vorp-ldose als aucb-Talose

nur wenig bekannt, aber fur die systematische Watttung zu Mechanismen in der CCI sind
sie interessant, da sie eiag-ax-axodertrans-trans(fir Idose) bzw. ein@x-eq-axodercis-

cis (fur Talose) Konfiguration der Hydroxygruppen OH-QH-3 und OH-4 aufweisen.
Besonders dieax-eg-axKonfiguration in derdb-Talose begtinstigt die Komplexierung von
Calcium-lonen und kénnte eine CCI unterstiitz&hDariiber hinaus weist dizIdose (bzw.
L-Idose /L-lduronsaure) eine besonders hohe konformativeilstlgét auf, was eine fir CCl
benétigte Orientierung der Hydroxygruppen ermogitkonntd!32134

Auf Grund der Bedeutung vor-ldose /L-lduronsaure in der Synthese von Heparin und
dessen Analoga sind zahlreiche SynthesenvLvtmlose bzw.L-Iduronsaure literaturbekannt.
Da es sich bei-ldose um das C5-Epimer defGlucose handelt, starten alle Synthesen von
kostengunstigen Derivaten derGlucose. Allen gemein ist aber, dass sie synthesssiv
sind und eine aufwendige Schutzgruppenstrategighbien. So erreichten z. B. Jaquierét

al. die C5-Epimerisierung durch selektive Hydroboneyues Exoglycals eines Methytp-
glucopyranosid-Derivaté®® S. Ikegamiet al. haben die Epimerisierung an einem selektiv
geschutzten und durch Benzylhydroxyamin geéffnetefdluconolacton durch Mitsunobu-
Reaktion durchgefiihH*® Eine bereits frilh entwickelte und heute oft beteytteilsweise
modizierte Methode geht von Diisopropyliden-glucassi**" %%l Nach Benzylierung der 3-
OH-Gruppe, sowie anschlieBender Abspaltung desA&egdenids, werden die freien
Hydroxygruppen mesyliert und die primare OH-Gruppedas Acetat Uberfuhrt. Nun erfolgt
die Epimerisierung durch eine intramolekulare Stilgsbnsreaktion, wobei die 5,6-
Anhydroverbindung unter Inversion der C5-Konfigizat gebildet wird. Diese Synthesen
sind nur bedingt auf die Synthese votidose anwendbar, da man von der sehr teueren
Glucose ausgehen musste. Zwar sind Synthesen-@ncose au®-Glucose beschrieben,
aber diese sind ebenfalls sehr aufwendig und waéeshalb nicht praktikab&f* 242

Die Losung zur Vermeidung einer aufwendigen, stufehen Sythese konnte eine von
Paulseret al. gefundene und fast vergessene Acetoxoniumumlagesein'**® Paulseret al.
hatten beobachtet, dass bei der Behandlung voraReatetyl-3p-glucopyranose29) mit
Antimonpentachlorid nach kurzer Zeit ein in trocken Dichlormethan unldsliches Salz
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3. Synthesen

entstand. Dieses Salz konnte als @:#«cetoxonium-1,2,3-tri@-acetylwo-D-idopyranosyl-
acetoxopentachloroantimona0 identifiziert werden. Dieser Befund wurde zur Syse

des Allylidopyranosids genutzt (Schema 7).

@ ©
OAc
OAc \oo SbCls0AC AcO PBS AcO /"OAc
AcO 0 a, OAc _bec_ o d_ 0
AcO OAc 2 |
OAc OAc OAc OAc 0\)
OAc OAc
29 30 31 32

Schema 7 .Synthese von Allyl-D-idopyranosid32. Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) SBCQM, -
10 °C, 1h, 51%; b) NaOAc, 4, RT, 20 min; c) AgO, Pyridin, RT, 16 h, Gber 2 Stufen 80%; d) I: Bni\NH
DCM, RT, 25h; IIl: CCICN, DBU, DCM, RT, 1 h; lll: Allylalkohol, 4A MolSTMSOTf,, DCM, 4 h, tber 3
Stufen 48%.

Lie3 man das Pentaacefft mit Antimonpentachlorid bei — 10 °C reagieren bidete sich
nach wenigen Minuten ein weilRer Niederschlag. Diddiederschlag konnte nach einer
Stunde Reaktionszeit abfiltriert und als Verbindi@gidentifiziert werden (Schema 6). Bei
dieser Reaktion handelt es sich um eine Umlageraafggon, bei der es vermutlich im ersten
Schritt zur Anlagerung der Lewis-Saure Shb@h den Carbonylsauerstoff der anomeren
Acetatgruppe kommt. Dieser Schritt ist analog zwikeSaure aktivierten Glycosylierungen
bei anomeren Acetaten zu verstehen. Da aber eohalischer Akzeptor fehlt, erfolgt ein
nukleophiler Angriff der 20-Acetatgruppe auf das anomere Kohlenstoffatom.rEsteht ein
Antimonacetylpentachloridacetoxonium-lon, welchesgen fehlender Nukleophile nur von
der 3O-Acetylgruppe unter Inversion der C-2-Konfigurati@ngegriffen werden kann.
Erneut entsteht ein Antimonacetylpentachloridacetaxm-lon, jetzt aber zwischen der 2-
und 3-Hydroxygruppe. Dieses Mannose-2,3-acetoxofiaim durchléauft die inversive
Umlagerungskaskade Uber ein Altrose-3,4-acetoxoiiam bis das Ido-4,6-acetoxonium-
Salz 30 aus der Losung ausfallt. Der jeweilige Angriff déwcetylgruppe auf das
Acetoxonium-lon kann nur aus der trans-Konfigumatierfolgen, weshalb die-Penta©-
acetyl-glucopyranose nicht reagiert. Dass es siai UHieser Reaktion um eine
Gleichgewichtsreaktion handelte, die durch das &llesi des Salzes auf die Produktseite
gezogen wurde, konnte durch NMR-Studien von Pausavie Waschke gezeigt werden, in
denen bei unterschiedlichen Temparaturen und Ld&suitigln verschiedene Verhaltnisse

zwischen den maéglichen Acetoxonium-lonen festgtstelrden konntef*3 144
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Nach Hydrolyse des Salz89 und anschlieRender Acetylierung der freien Hydgoxppen,
konnte diea-Penta©-acetyl-idopyranose3() mit 80% Ausbeute erhalten werden. Nach
selektiver Entschitzung des anomeren Acetates emzyamin wurde das Trichloracetimidat
mit DBU und Trichloracetonitril hergestellt. Die y&bsylierung von Allylalkohol mit dem
Idopyranosyltrichloracetimidat brachte dann dasylAlopyranosid32 mit einer Ausbeute
von 48% uber drei Stufen (Schema 7).

In weiterfUhrenden Arbeiten konnten Paulgg¢ral. zeigen, dass sowoBFAcetochlorglucose
als auchp-Acetochlorgalactose ebenfalls diese Umlagerungoea mit SbC§ eingingen.
Aus B-Acetochlorgalactose entstand dabei unter geeignBedingungen das Talose-2,3-
acetoxonium-Sal?®® Zzunachst wurde deshalb Pefeacetylf-D-galactose 33 mit
Aluminiumtrichlorid  in die B-Acetochlorgalactose uberfiif® Die so erhalteneB-
Acetochlorgalactose wurde dann mit SHGICCl, bei 50°C behandelt. Nach kurzer Zeit fiel
das Salz34 aus. Das Rohprodukt konnte mit 54% Ausbeute Ub8tugen erhalten werden.
Im Salz34 stehen die Hydroxylgruppen an C-3 und C-4 in ¢edk$hg, so dass eine trans-
Offnung des Dioxolanylium-Ringes unter Nachbargenigeteiligung der Acetoxygruppe am
C-4 hier nicht mdglich ist. Jeder weitere Umlagegsscthritt ist damit blockiert. Das S&2
stand mit dem Galactose-1,2-acetoxonium-Salz imc@gewicht. Dieses Gleichgewicht war
bei niedrigen Reaktionstemparaturen fast aussdide@in Richtung Galactosederivat
verschoben, weshalb hohe Temperaturen angewendeenvenussten. Nach Hydrolyse und
Nachacetylierung konnte deePenta©-acetyl-talopyranose3) neben dem Galactosederivat

in 20% Ausbeute isoliert werden (Schema 8).

AcO OAc OA
o) OAc c
Aco PAC é 0 AcO /“0OAc AcO /" OAc
O Jﬁ o
fe) a b, c (0] d
AcO &/OAC \é OAc AcO AcO \J
OAc SHCI;OAC OAc ©
33 34 35 36

Schema 8 Synthese von Allyla-D-talopyranosidB6. Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) |:  AIDCM,
RT, 2 h; Il: SbC{, CCl,, 50 °C, 15 min, Uber 2 Stufen 54%; b) NaOA¢DHRT, 20 min; c) AgO, Pyridin, RT,
16 h, Uber 2 Stufen 20%; d) I: BhANHDCM, RT, 25h; II: CCICN, DBU, DCM, RT, 1 h; lil: Allylalkohol, 4A
MolS, TMSOTf, DCM, 4 h, uber 3 Stufen 45%.
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Nach einer Synthesesequenz aus Entschitzung dermeagio Acetatgruppe,
Trichloracetimidat-Derivatisierung und abschlieskan Glycosylierung konnte Uber drei
Stufen das Allyl-talopyranosid 36 mit einer Gesamtseute von 45% hergestellt werden
(Schema 8).

Mit diesen Allylmonosacchariden wurde die BenzaldkeRunktionalisierung als
Bindungsmotiv fur die Glyco-SAM-Bildung angegangdbiese Funktionalisierung sollte
durch Olefin-Metathese erfolgen. Die Metathese-Reakn, Kreuz-, Ringschluss- und
Ringoffnungspolymerisation-Metathese, gehéren hewta den wichtigsten C-C-
Verknupfungsreaktionen, deren Entdeckung und Ektwng im Jahr 2005 mit dem
Nobelpreis fir Y. Chauvin, R. H. Grubbs, und R. $throck geehrt wurd&’ 49 Die
Metathese ist eine durch Ubergangsmetalle katatgsi€leichgewichtsreaktion, bei der
zwischen zwei Kohlenstoff-Doppelbindungen Alkylid&muppen Ubertragen bzw.
ausgetauscht werdéi®**? Fur diese Reaktion gilt heute der sogenannte Ghauv
Mechanismus als gesich&rt! Die Metathese ist eine Folge von Cycloadditionsd u
Cycloreversionsschritten zwischen einem Metall-€arBKomplex und einem Olefin (Abb.
13). Sie konnte mit dem Ruthenium-Katalysadr, dem sogenannten Grubbs-Katalysator
der ersten Generation, sehr genau untersucht werddgr@chst kommt es zur Dissoziation
eines Phosphinliganden aus dem Metallkomp@¥**¥ Unter Anlagerung des Substr@4

an den KomplexX3 wird eint-KomplexK4 gebildet, in dem sich der Ligar@il vermutlich
cis zum Carben befindet. Wahrscheinlich findet diesDmation vor der Bildung des-
Komplexes statt>® **®! Aus diesemm-Komplex findet die [2+2]-Cycloaddition unter Bildg
eines Metalla-Cyclobutanrindg5 statt. Im Cycloreversionsschritt kommt es zur Bild des
neuen, Produkt-nahem-Komplexes K6. Durch Freisetzung des Olefin®2 wird der
StartkomplexK3 zuriickerhalten, wodurch ein neuer Katalysezykhigiert werden kann.
Diese Details wurden zunachst aus kinetischen Bumtbrungen abgeleitet. Es konnte jedoch

bereits eint-Komplex eines Metathese-Katalysators isoliert eaftf”!
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Abb. 13.Mechanismus der Olefinmetathese.

Anfanglich, in den friithen 1960er Jahren, warenkditalysatoren relativ einfache, heterogene
Systeme auf Wolfram- oder Molybdan-Basis, z.B. y\0f SiQ. Sie wurden ausschliel3lich
in der Petro- und Kunststoff-chemischen Industreswendet. Wenig spater wurde von
Calderon et al. fur die Goodyear Tire & Rubber Companyein homogener
Wolframhexachlorid-Katalysator entwickelt, der Btkymethylaluminium als Cokatalysator
benotigtd*® Calderonet al. waren es auch, die den Begriff Olefin-Metatheseyerd Den
Einzug in die klassische organische Chemie fandddigdinmetathese durch die Entwicklung
der sehr empfindlichen ,Schrock-Carbeffé® *” Die meisten heutzutage verwendeten
Metathesekatalysatoren sind Ruthenium-basierte ly&ai@mren. Die Reaktivitat gegentber
Doppelbindungen und damit die relative Toleranzegedper anderen funktionellen Gruppen
nimmt in der Reihe Titan<Wolfram<Molybdan<Rutheniwa™® Zu diesen Ruthenium-
Katalysatoren gehdrt auch der erstmals von Grubbgestellte Ruthenium-Carben-Komplex
K1.'®Y Die Katalysatoren auf Rutheniumbasis sind verksittaRig wenig luft- und
feuchtigkeitsempfindlich und kénnen im Gegensatzdam Molybdankatalysatoren unter
Stickstoff als Schutzgas verwendet werden.

Der Austausch eines Tricyclohexylphosphinligandamchk ein heterocyclisches Carben
fuhrte schlieRlich zum Grubbs-Katalysator der ,2eeiGeneration“37 in Schema 8}%% 153!

Er zeichnet sich durch eine héhere Aktivitat, Sitiund Toleranz gegeniber funktionellen
Gruppen aus. Eine weitere Stabilisierung des Kstdtys im festen Zustand wird nach
Hoveyda durch die Einfilhrung eines Oxo-Ligandemient 38 in Schema 8)1*%* % Der
ortho-Isopropoxybenzyliden-Ligand am Ruthenium dissogziie ahnlich  wie der

Phosphinligand im Katalysatd¢l, zu Beginn der katalytischen Aktivitat vom Ruthami
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Nachdem das Substrat verbraucht ist, wird dako-Isopropoxystyrol vom Ruthenium
wieder ,eingefangen®. Dadurch ist dieser Rutheniamglex 38 wiederverwendbar und
kann theoretisch sogar saulenchromatographischinigiraverden’® Inzwischen wurde
auch schon von asymmetrischen Metathese-Reaktiomégr Verwendung von chiralen
Katalysatoren bericht&{?¢-268]

Insgesamt ist die Zahl der Veroffentlichungen zu tdfteesereaktionen in der
Kohlenhydratchemie, im Gegensatz zur Ubrigen osgdu@ Chemie, eher gering. Einen ersten
Uberblick zu den bereits durchgefiihrten Umsetzurtjeten Ubersichtsartikel von RS
und Jorgenséh’” Die Hauptziele der Anwendungen der Metathese inr de
Kohlenhydratchemie  waren  zunachst auf methodischentersuchungen  zur
Homodimerisierung von AllyD- und Allyl-C-glycosiden beschranktf*’¥ Spater kamen
auch Funktionalisierungen von Allg- und Allyl-C-glycosiden und anderen olefinischen
Kohlenhydratderivaten durch die Kreuzmetatheseiiz*’”! SchlieBlich wurde begonnen,
die Metathese zur Synthese biologisch relevantédfinydratderivate zu nutzen. So wurden
multivalente Glyco-Cluster  aufgebdtff! Durch RingschluBmetathese  von

Kohlenhydratderivaten konnten carbocyclische Deéeisgnthetisiert werdeh’

Mes’NT//N\Mes

Mes—NxN-Mes
T cl,

’ Ru=—
CI(’RU_ o Tu
| o)

PCY3 \<
37 38

Schema 9Metathesekatalysatoren: Grubbs-2. Generaibund Hoveyda-2. Generati@8.

In dieser Arbeit wurde die Kreuzmetathese zur Bleleteyd-Derivatisierung von Allyl-
glycosiden eingesetzt. Dieses Ziel héatte auch d@lgloosylierung verfolgt werden kénnen,
doch bieten Allyl-glycoside eine Vielzahl von anelerDerivatisierungsmethoden, was ihre
potenzielle Verwendbarkeit erhdHit”

Erste Versuche zur Metathese wurden mit d@sAllyl-glucopyranosid 233 und dem
Dimethylacetal-geschiitztep-Allyloxy-benzaldehyd 41 durchgefihrt (Schema 10). Die
Verbindung41 wurde dazu zunachst synthetisiert, indpralydroxybenzaldehyd3@) mit
Allylbromid und KoCO;s in Aceton bei Riickfluss verethert wurd®! AnschlieRend wurde
die Aldehydfunktion mit Trimethybrtho-formiat als Dimethylacetal geschitZ? Beide

Transformationen lieferten mit 94% und 98% heragende Ausbeuten. Diese Reaktionen
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und die Isolierung der Produkte waren einfach duutithren, was eine Herstellung des
Kupplungspartnerdlim Multigramm-Mal3stab erlaubte.

OMe
=0 =0
©/\ —>a ™ _’b OMe
HO o A N o
39 40 41
OAc
AcO ®)
AcO oL~ c
OAc mit Katalysator
37 oder 38
23B
OAc OMe
OMe
AcO O /@
AcO O™ o
OAc

42

Schema 10. Synthese des Benzaldehyd-funktionalisierten Gludeds 42. Reagenzien und
Reaktionsbedingungen: a) Allylboromid,,®80s;, Aceton, Rickfluss, 17 h, 94%; b) pTSA, Trimetoytho-
formiat, RT, 6h, 98%.; c) fir Reaktionsbedingungaahe Tabelle 3.

Diese grol3en Mengen der gunstigen Verbinduntflewaren auch erforderlich, da sie durch
die Reaktionsfihrung der Metathese benétigt wur@@e.Komponentetl sollte in groRem
Uberschuss von bis zu zehn Aquivalenten eingeseten, um eine Homodimerisierung des
Allylglycosids zu verhindern.

Um eine mdglichst hohe Ausbeute des Kreuzmetathedekts zu erzielen, sollten die
Bedingungen fur die Metathese mit den Allylglyc&sidund dem Benzaldehydderivét
optimiert werden. Dazu wurden das Allylglucosi&® und die Verbindungd4l unter
verschiedenen Bedingungen mit den Katalysatd@&noder 38 (jeweils 10 mol%) zur
Reaktion gebracht (Tabelle 3). In keinem Fall kenatne Homodimerisierung des Allyl-
glycosids als ungewiinschtes Nebenprodukt beobauwlgaten. Bei gleicher Reaktionszeit
von drei Stunden konnte mit KatalysaB8 die Ausbeute an Produk® von 36% auf 55 %
durch eine Temperatur Erhéhung von 25 °C auf 4@ésteigert werden (Tabelle 3, 1 + 2).
Dieses Ergebnis zeigte, das eine hthere Temperatigr war, um das entstandene Ethen aus
der Reaktionslésung auszutreiben. Nur so konnte dRiickreaktion zu den Edukten
verhindert werden. Die DC-Analyse des Ansatzes igtegedoch eine nicht vollstandige
Umsetzung des Allylglycosids, weshalb die Reaktginauf sechs Stunden verdoppelt wurde

(Tabelle 3, 3). Es konnte eine erhebliche Steigpraes Umsatzes erzielt werden.
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Nach Reinigung konnte 92% Ausbeute erlangt wer@anim Dunnschichtchromatogramm
immer noch Startmaterial, wenn auch nur sehr wemrkggnnbar war, wurde die Reaktionszeit
abermals verdoppelt (Tabelle 3, 4). Die Ausbeutenk® jedoch nicht verbessert werden.
Sowohl bei Ansatz 4 als auch bei Ansatz 3 wurdes esohwarz-grauliche Farbung der
ehemals grinen Losung festgestellt, was auf dieefaung des Katalysators hindeutete. Es
wurde vermutet, dass deshalb keine Verbesserung Utasatzes erzielt wurde. Das
Reaktionsoptimum lag offensichtlich zwischen dredsechs Stunden Reaktionszeit. Durch
den Austausch des Katalysatd38 gegen37 konnte nur 54% Ausbeute des Produktes
erhalten werden (Tabelle 3, 5). Der KatalysaBar erschien unter diesen Bedingungen
weniger stabil bzw. tolerant gegeniber den hocltfanalisierten Kohlenhydratderivaten zu
sein. Durch 'H-NMR-Spektroskopie konnte in allen Fallen fir dieeugebildete

Doppelbindung ausschlief3licB)¢Konfiguration nachgewiesen werden.

Tabelle 3. Optimisierung der Reaktionsbedingungen fiir die Kneetathese zur Synthese der Benzaldehyde-

funktionalisierten Glycoderivat®.

Katalysatof’ Temperatur Zeit Ausbelite
1 38 25 °C 3h 36%
2 38 40 °C 3h 55%
3 38 40 °C 6 h 92%
4 38 40 °C 12 h 89%
5 37 40 °C 6 h 54%

[a] Die Reaktionen wurden in entgastem, trockenéohlbrmethan mit den Verbindung@a und41 (5 Aqg.)
durchgefiihrt; [b] 10 mol%,; [ahur E)-Konfiguration wurde durcfiH-NMR-Spektrokopie beobachtet.

In den folgenden Kreuzmetathesereaktionen zur kamdisierung sollten deshalb die
optimalen Bedingungen des Ansatzes 3 (Tabelle 8pwendet werdefi® Dazu wurden
zundchst jeweils die Allylmonosaccharidglycosid23a (a-gluco, 24 (a-manng,

27 (B-galactog, 28 (B-NAc-gluco), 32 (a-ido) und 36 (a-talo) mit dem KatalysatoB8 und
dem Kreuzmetathesepartnét bei 40 °C fir sechs Stunden zur Reaktion gebrabld.
Ergebnisse der Kreuzmetathesereaktionen sind iellEadb zusammengefasst. Abgesehen von
der Synthese der Idoseverbinduhifj(66%) konnten durchweg gute bis sehr gute Ausieute
von 75% bis 87% erhalten werden. Diese Ausbeutemrwatwas geringer als fur dfs

Glucosederivati2.
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Tabelle 4.Darstellung Benzaldehyd-funktionalisierter Monoswuide durch Metathedd.

OMe
SO S0~ L @OMe
0
N Kat 38 a0 =2 P
Edukt Produkt Ausbeuté
OAc
OMe
0
1 234 A&‘E&ﬁ @/%Me 76%
AcO
O\/\/\O 43
AcO—,_ OAc
ACO o OMe
2 24 Aco QAOMG 87%
O\/\/\O 44
Ao OAc OMe
3 27 < o @*om 75%
© oAc > © 45
OAc OMe
R PPN -
T ACHN N0 46
OAc
AcO/ OAc OMe
5 32 2 J@/%Me 66%
OAc O\/\/\o 47
OAc
AcO [ OAc OMe
6 36 AcoR QAOMG 82%
O\/\/\o 48

[a] Die Reaktionen wurden in entgastem, trockendohlbrmethan mit dem Katalysat88 (10 mol%) und der Verbindungyl (5 Aq.) bei
40 °C firr drei Stunden durchgefiihrt; finjr ()—Konfiguration wurde durchH-NMR-Spektrokopie beobachtet.

Verglich man die Ausbeuten fir die-Mannoverbindung44 (87%) und der a-
Taloverbindung48 (82%), die beide 1,Banskonfiguriert sind, mit dea-Glucoverbindung
43 (76%), die 1,Zis-konfiguriert ist, konnte man zu dem Schluss komnuass es im 1,2-
cis-Fall im Katalysekomplex zu einer sogenanntaramatchedSituation kam (Tabelle 4, 2 +
6 vs.1). So kdnnte die geringere Ausbeute erklart wertta Fall dera-ldoseverbindung7
brachte wohl die all-axiale Anordnung der Hydroxygpen besondere sterische Effekte mit
sich, die die Ausbeute fur die Kreuzmetathese negaeinflussten. Generell konnte jedoch
festgestellt werden, dass die Kreuzmetathese eimevoliagende Methode zur

Funktionaliserung von Allylglycosiden ist. Im Allgeeinen konnten so die Benzaldehyd-
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verknupften Glycoderivate nach dem Baukastenprimziguten bis sehr guten Ausbeuten
hergestellt werden. Es konnte das Risiko der Eiitzang des Dimethylacetals in der
Verbindung 41, die mit (Lewis)-Saure katalysierten Glycosyliegareaktionen verbunden
waren, vermieden werden. Im nachsten Schritt sditDoppelbindung der C4-Linkereinheit
hydriert und die temponaren Schutzgruppen (Dimettethl und Acetate) entfernt werden.
Eine Alkyl-C4-Einheit sollte in den CPI- und CClI-ténsuchungen eine grof3ere Flexibilitat

gegenuber der Alken-C4-Kette aufweisen, was dieréktion beguinstigen sollte.

a "0
o
\/\O
~"o

b

50
OAc OMe OAc
B
e} c X
AcO et ~ X0 OAc (0]
42 51

b
OH OAc
N N
HO& LT 4 ol IO
HO O™~"0 <94 Aco O ™~"0
OH OAc
52

53
Schema 11. Versuche zur selektiven Hydrierung und Erprobungr dgntschitzung/Hydrierung am
Metatheseprodulk42. Reagenzien und Reaktionsbedingungen: #Pd{ ag. MeOH, RT, 12h, quant.; b}/Pd,
PhSPh, EtOAc, RT, 12h, quant; ¢c) TFA(ITHF (0.1/9.9/90 v/v), RT, 6 h, quant.; d) NaONi&eOH, RT, 6h,
Uber 3 Stufen 89%.

Die Palladium/Aktivkohle-(Pd/C)-katalysierte Hydtigg mit Wasserstoff ist die wohl in der
organischen Chemie am haufigsten anwendete Methoge Transformation einer

Doppelbindungen in eine aliphatische Kette. Diesghdde wird aber auch zur Entschitzung
von Benzylethern (Hydrogenolyse), und im indudsiiel Mal3stab zur Sythese von
Benzylalkohol aus Benzaldehyd einges&f?t.'®" Um diese ungewiinschte Nebenreaktion
bei den dargestellten Benzaldehyd-funktionalisre@ycoderivaten zu verhindern, muss die
Katalysatoraktivitat des Pd/C mit einem geeigneléittel gebremst werden. Sogenannte

Vergiftungsmittel sind in diesem Zusammenhang Staff-enthaltende Basen wie
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Ammoniak, Pyridin oder 2,2 -Dipyridyt®®! Mit diesen Basen ist jedoch Chemoselektivitat
schwierig zu kontrollieren und bedarf einer aufwiged Optimierung der
Reaktionsbedingungen. Besser eignen sich Schwebahdeingen wie Thiophen,
Butylmercaptali®® oder Platinsulfid*®”! Mori et al. konnten zeigen, dass Diphenylsulfid ein
geeignetes Katalysatorgift ist, um eine chemoseiektlydrierung einer Doppelbindung in
Anwesenheit einer Benzaldehyd-Funktion durchzuftifif€ Diese Bedingungen wurden
hier zunachst am p-Allyloxybenzaldehyd 40 getestet und mit den Standard-
Hydrierbedingungen verglichen (Schema 11).

L e

\ ‘ ‘ \
10 5¢C

Abb. 14. 'H-NMR-Spektren zur Analyse der chemoselektiven figrdng. Verbindungd0 vor Hydrierung
(unten); Produk#9 durch Standard-Hydrierung (Mitte); Prodd durch chemoselektive Hydrierung mit Pd/C
+ Katalysatorgift P§5 (oben).

Mit normalem Pd/C-Katalysator in Methanol konnteazwlie Doppelbindung zum Propylrest
hydriert werden, jedoch war auch eine Reduktion Alelehyd-Funktion zum Alkohol zu
beobachten (Schema 10). Die Signale desNMR-Spektrums konnten eindeutig der
Verbindung49 zugeordnet werden (Abb. 14, Mitte). Die typisci&gnale der Allylgruppe
zwischen 6 und 5 ppm waren verschwunden, was didrietyng der Doppelbindung
bestatigte. Aber zugleich war das Aldehydsignaldteia 10 ppm nicht mehr im Spektrum zu
erkennen. Das zusétzliche Signal bei ca. 4.8 ppm ewvadeutig der Bn-CHOH-Gruppe

zuzuordnen. Wurde die Hydrierung der Verbindulyin absolutem Ethylacetat mit dem
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Zusatz von 0.01 mol% Diphenylsulfid durchgefuhripnkte nur die Hydrierung der
Doppelbindung zur VerbindungO festgestellt werden. Da¥i-NMR zeigte das typische
Aldehydsignal (9.8 ppm), wohingegen die allylisch®mgnale nicht mehr zu detektieren
waren. Es konnte dariber hinaus auch keine Bp-@QH-Gruppe wie bei Verbindung9
nachgewiesen werden (Abb. 14, oben). Damit konaieigt werden, dass unter Vergiftung
des Katalysators mit Diphenylsulfid in trockenemhyacetat eine chemoselektive
Hydrierung der Doppelbindung in Anwesenheit derZdaehydgruppen zu realisieren war.
Diese Methotik wurde schlie3lich auf die Anwendladirlauf die Metatheseprodukte gepruft.
Dartber hinaus sollte an der Verbindut@yexemplarisch gezeigt werden, dass die gesamte
Entschitzungsprozedur ohne chromatographische igaimygy der Zwischenstufen vollzogen
werden konnte. Dieses Vorgehen war wichtig, deulie j€hromatographie verringgrer se
die Ausbeute. So konnte auch Zeit eingespart wemierfir die Reinigung bendtigt wirde.
Dazu wurde das Dimethylacetal der Verbindutyunter Standardbedinungen quantitativ
zum Benzaldehyd-Motiv hydrolysiert (Schema 11). Ribbildung 15 (unten) zeigt das
Rohprodukt*H-NMR-Spektrum des Hydrolyseproduld4 mit den charakterischen Signalen
der Aldehydgruppe (ca. 9.8 ppm) und der Buten-Dtippeung (ca. 5.8 ppm). Anschliel3end
wurde dieser Aldehyd51 mit dem Katalysatorsystem Pd/C#B8h hydriert. Ebenfalls
guantitativ wurde nun der Aldehya® erhalten, in dem sich ausschlief3lich die Butenyieit
hydriert zeigte. Wie dem Rohprodult-NMR-Spektrum zu entnehmen war, blieb das
Aldehyd-Signal unangetastet. Nur das Signal dere®geinheit (5.8 ppm) wurde in das
Signal einer Butyleinheit (ca 1.8 ppm) transformigbb. 15, oben). Abschliel3end wurden
die Acetate unter Zemplén-Bedingungen mit einealigischen Menge Natriummethanolat in
Methanol entfernt. Nach finaler Reinigung durch @hatographie an Kieselgel mit dem
Eluentensystem DCM/MeOH konnte das Benzaldehydtfonélisierte Glycoderivab3, das
nun fertig flr die Immobilisierung war, mit eineusbeute von 89% erhalten werden. Dieses
Beispiel zeigte eindrucksvoll die Einfachheit derethbde zur Bereitstellung der
Zielverbindungen nactler Metathese-Funktionalisierung mit dem Benzaldehpker. Diese
Methotik sollte allgemeingultig auf die in dieserb&it angestrebten Zielverbindungen

anwendbar sein.
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OAc Haide
H 9]
o) 2
Haige AcOS 0L
OAc H,
52
OAc X Haige
H 0]
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\ [
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Abb. 15. 'H-NMR-Spektren zur Analyse der chemoselektiven fi&rdng von Verbindunél vor (unten) und
nach Hydrierung (oben, Verbindubg).

Diese Prozedur wurde auf die Monosaccharidderivi8e- 48 angewendet. Nach den
Hydrolysen der Dimethylacetale wurden die Doppealbimgen zu den Butyllinkern hydriert.
AbschlieRend fanden die Entschitzungen der Hydmwpumen statt. Es konnten die
Benzaldehyd-verknipften Monosaccharidle- 59 tiber jeweils drei Stufen mit sehr guten bis
hervorragenden Ausbeuten von 79% bis 92% erhalesden (Tabelle 5). Diese Ergebnisse

bestétigten die universelle Anwendbarkeit dieseszepts.

Tabelle 5.Entschiitzung der Aldehyd-funktionalisierten Monasezide®

OMe
=0
OMe abec O /@A
SGO%ONO/Q)\ HO ~ "0
Edukt Produkt Ausbeuté
on
HO 0

1 43 HO X0 91%
e
O\/\/\O 54
HO—_ OH
(0]
2 44 Hﬁo@ﬁ /@AO 92%
O\/\/\O 55
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OH
3 45 Ho§ o /@Ao 89%
HO O~
OH 56
OH
4 46 Ho < o @Ao 80%
HO O "~"0
AcHN 57
OH
HO /[ OH
5 47 %@ jon: 84%
H
HO/ OH

6 48 HONR @AO 79%
O\/\/\O 59

[a] Reagenzien und Reaktionsbedingungen: 1) THR, F:0, RT, 1 h; 2) Pd/C, K DPS, EtOAc, RT, 24-48 h;
3) NaOMe, MeOH, RT, 24 h; [b] Ausbeute Uber 3 Stufe

3.3  Synthese Benzaldehyd-funktionalisierter Disaccharié

Das Konzept der Benzaldehyd-Funktionalisierung lutdefin-Kreuzmetathese wurde auf
Grund der sehr guten Resultate von Abschnitt 3.2 ds Synthese von derivatisierten
Dissachariden ausgedehnt. Zunachst wurden die @ggseh Allylglycoside von Cellobiose,
Lactose, Maltose uni-Acetyl-lactosamin synthetisieft”

Dabei konnte das peracetylierte Allylcellobio$id und Allyllactosid 65 durch Koenigs-
Knorr-Glycosylierung von Allylalkohol mit dem Celdaosylbromid62 bzw. Lactosylbromid
63 unter Silbercarbonat-Aktivierung mit 75% bzw. 7Résbeute erhalten werd€f” Das
Cellobiosylbromid62 bzw. Lactosylbromidb3 konnte zuvor aus den Peracetaé&hund 61
durch Reaktion mit Bromwasserstoff in Eisessig Bei°C hergestellt werden, wobei
Essigsaureanhydrid als Losungsmittel diéfif&.Die Glycosyldonorer62 und 63 wurden
dabei mit Ausbeuten von 85% bzw. 92% erhalten (®eh&2).
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AcO _a_ Ac AcO é&
(o) Ac (o) AcO 0O AcO
AcO OAc

R2 OAc R2 OAc R2 OAc
60: R' = OAc, R% = H; D-Cell 62: R' = OAc, R2 = H: D-Cell 64: R' = OAc, R? = H; D-Cell
61: R'=H, R%2 = OAc; D-Lac 63: R'=H, R? = OAc; D-Lac 65: R' = H, R = OAc; D-Lac

Schema 12.Synthese der Allyldisaccharidglycosid@ und 65. Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a)
Ac,0, AcOH, HBr, 0 °C, 4h62: 85%;63: 92%; b) Allylalkohol, AgCOs;, DCM, RT, 12 h64: 75%;65: 71%.

Das Allylmaltosid69 wurde durch Schmidt-Glycosylierung mit dem Trighlcetimidat68
hergestellt (Schema 13). Dazu wurde zunachst dienare Acetatgruppe der Odaacetyl-
maltose66 mit Benzylamin in THF entfernt. Nach Chromatognapkonnte die 1-OH-freie
Verbindung67 mit 72% Ausbeute erhalten werden. Durch Reaktien\éerbindung67 mit
Trichloracetonitril und DBU wurde das Maltosyltriohacetimidat68 synthetisiert*" Aus
dieser Verbindun®8 gewann man das Allylglycosi@® durch Behandlung mit Allylalkohol
und einer katalytischen Menge Trimethylsilyltriflaach zwei Stunden mit einer Ausbeute
von 83%.

OAc
OAc ACO o oA OAc
AcO 0 AcO © AcO o)
C
AcO OAc b ACOo o} c AcO OAc
AcO I AcO - AcO
0 AcO 0
AcO O. _NH AcO NS
AcO 'OR \f AcO
a <> 66: R=Ac CCl
67:R=H 68 69

Schema 13.Synthese vorB-Allylmaltosid 69. Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) Benzyl|ahtiF,
RT, 16 h, 72%; b) Trichloracetonitril, DBU, DCM,,TR1 h, 76%; c) Allylalkohol, TSMOTf, 0 °C, 2h, 83%

Grundsatzlich kdnnte entweder die Koenigs-Knorreradie Schmidt-Glycosylierung auf ein
entsprechendes Lactosaminderivat angewendet wetdatosamin ist jedoch ein relativ
teures Ausgangsmaterial, weshalb in dieser Arbeié éMethode von Lafonet al. zur
Synthese des Allyllactosaminid§3 angewendet wurdé®® Es sind auch elegante
chemoenzymatische Synthesen beschrieben, die jedachynthetisch sinnvoll im unteren
Milligrammbereich erschienéf?® Die Methode von Laforgt al. beinhaltete die Sequenz aus
lodoacetoxylierung an einen Glycal, Azidaustauset abschlieRender Staudinger-Reaktion
mit intramolekularer Umlagerung. Hierzu wurde daactal 70 nach einer Methode von
Somsak mit Zink und 1-Methylimidazol in 87 % Ausbe synthetisiert (Schema 14). Dabei

wird das Glycosylbromi&3 mit Hilfe von Zink reduktiv eliminiert. Allerdingsst der genaue
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Mechanismus noch nicht aufgeklart. Es konnte aucte €@rganozink-Verbindung als

Intermediat entstehen.

Ac
A O
AcHN

AcO “OAc AcO OAc AcO OAC

71: R= OAc 73
72:R=N,

Schema 14 Synthese von peracetyliertem Alljacetyl-lactosaminsid 73.  Reagenzien und
Reaktionsbedingungen: a) 1-Methylimidazol, Zn, HEhgtat, Ruckfluss, 3h, 87%; b) Cu(OAcl,, AcOH, 80
°C, 6h, 96%; c) TMSKN TMSOTf, Dichlormethan, RT, 16h, 94%; d) Allylalkol, PPh, Dichlormethan, 0 °c
nach RT, 4h; e) DOWEX (OB, EtOH, Saulenfiltration; f) NaOMe, MeOH, RT, 12 Ac,O, Py., 12h, 82%
Uber 3 Stufen.

In einer lodoacetoxylierung wurde dann das Héxaeetyl-lactal {0) mit lod und
Kupferacetat umgesetzt. Das intermediar gebildeteriumion wurde dabei so von dem
Acetanion angegriffen, dass stereoselektiv das omdischetrans-Produkt71 entstand. Es
wurde eine Ausbeute von 96 % erreicht. Aus dem dodtat71 wurde unter Einsatz von
Trimetylsilylazid und Trimetylsilyltriflat in 94 %Ausbeute das Azid@2 erzeugt. Als nachstes
erfolgte die Bildung deB-glycosidischerN-Acetyllactosamins. In Gegenwart eines Alkohols,
hier Allylalkohol, fuhrte eine Staudinger-Reaktian der anomeren Azidgruppe zum
Iminophosphorar?2a das sich unter Eliminierung von lodid an C-2 mee Aziridiniumion
72b umlagerte (Schema 15). Dieses Intermediat reagigofort mit dem in der Lésung
vorhandenen Alkohol zunf-Produkt 72c AnschlieBend wurde das lodid-Anion mittels
lonentauscher durch Hydroxid ersetzt. Wegen péaatieDeactylierung unter diesen
Bedingungen, wurde das Rohprodukt mit Natriummetteinin Methanol vollstandig
entschitzt. Das Rohprodukt dieser Reaktion wurden danter Standardbedingungen zur
Verbindung73reacetyliert (Schema 14).

PPh, /"0 O
)ﬂ , g/,\? .

N |
T2a 'IDIPhg 72b ||=|‘Ph3
1. Dowex 2X8 (OH")
o 2. MeOH, NaOMe o
OH — 3. Ac,0, Pyridin —
A % % O\/\ % O\/\
P ONH NHAC
72e¢ PPh; 73

Schema 15.Mechanismus der Allylglycosylierung aus dem AZRI

48



3. Synthesen

Nachdem nun die Allyldisaccharidglycoside bereitden, wurden die Benzaldehyd-
Funktionalisierungen durch Kreuzmetathese durchgefiDazu wurden jeweils die
Dissacharidglycosidé4 (Cellobiose),65 (Lactose),69 (Maltose) und73 (Lactosamin) mit

nun 8 Aquivalenten des Kreuzmetathesepartddrsind dem Katalysato88 zur Reaktion
gebracht (Tabelle 6).

Tabelle 6.Darstellung Benzaldehyd-funktionalisierter Disactte durch Metathesd.
OMe

a1
B/O
o _— OMe
SGO + O~ Kat. 38 >/o /@)\
SGO -0 "0
Edukt Produkt Ausbeuté
OAc OMe
OA
1 64 AcO °o§o ©/k OMe 46%
AcO O AcO O\/\/\o
OAc AcO 74
OAc OMe
OA
2 65 AcO Coé& /©/kOMe 52%
O AcO O\/\/\O
AcO OAc AcO 75
OAc
AcO 0 OMe
OAc
AcO 0,
3 69 éﬁcoo é@v @/%Me 76%
AcO Ocx0
AcO 76
OAc OMe
OA
4 73 AcO °o§& @ OMe 12%
O AcO O\/\/\O
AcO “OAc AchN 77

[a] Die Reaktionen wurden in entgastem, trockendahlbrmethan mit dem Katalysat88 (10 mol%) und der Verbindurgyl (8 Aq.) bei
40 °C firr drei Stunden durchgefiihrt; finjr ()—-Konfiguration wurde durchH-NMR-Spektrokopie beobachtet.

Die hier erzielten Ausbeuten waren mit 46% und 5&¥ das Cellobiose74 und das
Lactosederiva?5 erheblich geringer als fur die Monosaccharide. Maamtosaminderivat 7
konnten sogar nur 12% isoliert werden. Nur fur Mi@toseverbindungd6 liel3 sich eine gute
Ausbeute von 76% erhalten. Der Grund hierfiir komtder héheren Zahl an Funktionalitat
gelegen haben, die die Stabilitdt bzw. die Aktivitles Katalysators negativ beeinflussen
konnte. Ein weiterer Grund hétte die Erhéhung dquidalente des Kopplungspartnets

sein konnen. Bei erhohter HomodimerisierungsrateVaebindung41 und gleichbleibender
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Wechselzahl turn  over numbégr also der maximalen Umwandlungen pro
Katalysatormolekiil, musste  zwangslaufig  die  Ausbeutdes  gewlnschten
Kreuzmetatheseproduktes abnehmen. Es konnte jepizehigt werden, dass die Verwendung
von 9-10 Aguivalenten in den Kreuzmetathesereaktionzu den Benzaldehyd-
funktionalisierten L&Analoga zu guten Ausbeuten zwischen 74% und 878tefiikonnte
(Tabelle 11, Abschnitt 3.4). Deshalb war wahrscleher, dass die Charge des verwendeten
Katalysators wegen nicht ndher bestimmbarer Faktoneht die erforderliche Qualitat
aufweisen konnte, was die Ausbeute unerwartet kikrslsterte. Auf eine Wiederholung der
Versuche zur Prifung dieser Vermutung wurde weges Leitaufwandes verzichtet. Die
erhaltenen Substanzmengen waren ausreichend, udentintschitzung fortzufahren.

Tabelle 7.Entschiitzung der Aldehyd-funktionalisierten Disaaride®

OMe
OMe a, b, c O O/\O
560 =0~ g /@ HO NN
Edukt Produkt Ausbeuté
OH
1 74 Ho—— oé& /@AO 80%
Ho%%r HO O~
OH HO 78
OH
2 75 Ho—— o/é& @AO 82%
%\HO O\/\/\o
HO “OH HO 79
OH
HO 0
0
3 76 HOA— g N 7%
e O
HO O~ o
HO 80
OH
4 77 Ho L oﬁ J@AO 79%
WHO O~~g
HO “OH AcHN 81

[a] Reagenzien und Reaktionsbedingungen: 1) THR, F0, RT, 1 h; 2) Pd/C, H DPS, EtOAc, RT, 24-48 h;
3) NaOMe, MeOH, RT, 24 h; [b] Ausbeute Uber 3 Stufe

Die vier Aldehyd-funktionalisierten Dissacharidé — 77 wurden nun der Entschitzung- und

Hydriersequenz unterzogen. Durch Behandlung mitlubriessigséure in wassrigem THF

konnten die Dimethylacetale entfernt werden. Nagchiriérung der Linker-Doppelbindung
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mit Wasserstoff an Palladium/Aktivkohle wurden digeldisaccharide78 — 81 durch
Zemplen-Deacetylierung erhalten. Die finale chragedphische Reinigung brachte die
Benzaldehyd-verknipften Zieldisaccharit®— 81 mit hervorragenden Ausbeuten von 77%
— 82% Uber drei Stufen hervor (Tabél)e

3.4  Synthese Benzaldehyd-funktionalisierter L&Analoga

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, ist Hmmotyp-L&-CCl zwar bereits friiher
intensiv untersucht wurden, dennoch fehlt bis heeitee systematische Studie Uber den
Einfluss bestimmter Hydroxygruppen auf die °Giationen abhangige Selbsterkennung
dieses Trisaccharides. Theoretische Berechnungeah dwlecular modellingAnalyse der
Kristallstruktur sowie die NMR-Studien geben Inéizi daftr, welche Hydroxygruppen
besonders an der Wechselwirkung beteiligt sind wetthe nur eine untergeordnete Rolle
spielen. Eine ausfuhrliche Diskussion dieser Bedumdrd im Zusammenhang mit den
eigenen Ergebnissen zur *t€CI, die durch SPR-Untersuchungen erhalten wurden,
Abschnitt 4.2 vorgenommen. Die Auswahl der syntietien L&-Analoga basierte auf
diesen theoretischen Arbeiten und ist in Schema Form der geschitzten Derivegg-88
dargestellt, wie sie aus der Synthesesequenz emhalbd in der Metathese-Reaktion
eingesetzt wurden. Der Ansatz zur Synthese sollfeeenem modularen Baukastenprinzip
basieren, das den sequentiellen Aufbau der erwtersclrisaccharide erlaubt. Dabei sollte
der Akzeptor89 regio- und stereoselektiv jeweils mit den Dono8gnhbis 96 glycosyliert
werden. Das bietet den Vorteil, dass Zwischenstuieth Nebenprodukte, insbesondere die
Disaccharide116 und 117 (Tabelle 8), fur verschiedene Zielverbindungen Bldukte
eingesetzt werden konnen. Theoretisch waren misedie Ansatz, der eine gewisse
Kombinatorik impliziert, weit mehr Trisaccharidstturen zuganglich. Es wurde jedoch
wegen des enormen Arbeitsaufwandes darauf vertialhtemdoglichen Nebenprodukte in den
Syntheseplan zu integrieren. Aus dem inzwischemn gadfien Pool an Glycosyldonoren fir
chemische Glycosylierungen wurden fir die Synthesler Lé&-Analoga die
Trichloracetimidate und Thioethylglycoside als Rismr gewahlt, weil sie einfach
herzustellen und zu aktivieren sind. Ebenso kara Atktivierung orthogonal zum allylischen
Aglycon des Akzeptor89 erfolgen. In Schema 18 sind die grundsétzlichenhameistischen
Aspekte von chemischen Glycosylierungsreaktionenwieso die verschiedenen

Aktivierungsmethoden dargestellt.
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OTBDPS

AcO AcO
OAc ACO OAc OAc
AcO o % o C o OTBDPS SN OAc
R o O PERTEIRN OTBDPS
R “N0Ac c N A0 —0- ° o o0 0 %
37=0 0 C 0
R 5 OAc T—-onc AcNH M\ 0 AcHN "\
Ac (o
AcO AcO AcO ~OAc
82: R'= OAc, R2=H, R3 = CH, 85 86
83: R'=H, R? = OAc, R3 = CH,
84: R' = OAc, R? = H, R3= CH,0OAc
OTBDPS
AcOg. OTBDPS
OAc OAc
AcO 0 0 o O~ _0 o)
o O AcO o) o)
acoSome | AN TN Aco] AcHN N\
0 AcO
AcO o
OACOAC AcO
87 88
Bausteine fiir die Trisaccharidsynthese
OAc OAc
AcO
OTBDPS
0 AcO o} 0-7—SEt
HO 0 AcO AcO OTES
AcHN ™\ N 3
NH NH
89 90 91 92
Cl,C Cl,C
TESO NH NH TESO
o?Ets o 7 AcO o J TESO St
TEsGOTES AcO 7 A OAc TESO
ACOAC AcONC
93 94 95 96

Schema 16.Ubersicht iiber die synthesierten geschitztefrAraloga, die in den Metathese-Reaktionen

eingesetzt wurderie Bausteing9 bis 96 wurden dabei in einem modularen Ansatz verwendet.

Generell werden zwei Typen vdb-glycosidischen Bindungen unterschieden. Man sprich
unter stereochemischen Gesichtspunkten meist v@uig, oder von 1,2rans-Glycosiden.
Ihre stereospezifische Darstellung ist teilsweiseutd immer noch eine grol3e

Herausforderung. Beispiele fur in der Natur hawfagkommende 1,2is-Verknipfungen

sind a-Glycoside vorp-Galactose in Gangliosidél??! L-Fucose in Fucanen (Antikoagulans)
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aus marinen Algél® oderB-Glycoside vonp-Mannose inN-Glycoproteined™®® Die 1,2-

trans-Verkniipfungen sind bep-Glycosiden vonp-Glucose in Cellulod®” oder in a-

Glycosiden von-Rhamnose in Antigenen dBscillus anhtraci&®® zu finden (Schema 17).

é/zgﬂ Og&\
HO H
R HO
© OR

1,2-cis

1,2-trans

a-D-Galactopyranoside o-L-Fucopyranoside

OR

Schema 17Haufige Beispiele fli©-glycosidische Bindungen.

B-D-Mannopyranoside

B-D-Galactopyranoside a-L-Rhamnopyranoside o-D-Mannopyranoside

Als weitlaufig anerkannter Mechanismus der Glycesyihgsreaktion ist das Konzept

gebrauchlich, dass eine gute exocyclische Abgangpgr X: am anomeren Zentrum durch

einen elektrophilen Aktivator Eaktiviert wird (I in Schema 18). Dieser koorditi@n ein

freies Elektronenpaar der Abgangsgruppen X:, pasiti X: (positive Teilladungdt),

wodurch die Bindung zum anomeren Zentrum geschwaaiak (11). Schlie3lich kommt es

zum Bindungsbruch, so dass ein Carboxonium-lontedmitgIll). Durch den Ringsauerstoff

wird dieses als Oxocarbenium-lon stabilisiert (lllaDas Oxocarbenium-lon wird

anschlie3end von einem Nukleophil Nu-H angegrifi@m] das neue Glycosid wird gebildet

(IV) [199]

RO~ v—

Ila

E"‘ RO%L R

llb

1. X: = OH; E*= H*, R,S*-X, R3P*-X (Hemiacetal-Aktivierung)
2. X: =F, Cl, Br, I, E*= M*(halophil) , R,S*-X, RzP*-X (Halogenid-Aktivierung)

3. X: = OC(=NH)CCls, OC(=NPh)CF; E*= TSMOTY, BF4-Et,0O (Imidat-Aktivierung)
4. X: = S-Alkyl/Aryl; E*= Br*, I", R,S™-X, RS" (Thioglycosid-Aktivierung)

5. X: = 0-P(=0)(0-R),; E*= TSMOTf (Phosphat/Phosphit-Aktivierung)

Schema 18Mechanistische Aspekte der chemischen Glycosylgerun
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3. Synthesen

Da die Reaktionspartner in Glycosylierungen meist gsekundares, resonanzstabilisiertes
Carboxoniumion und ein schwaches Nukleophil (Zuakeeptor) sind, verlaufen diese
vorwiegend nach einem unimolekularenylSMechanismus. Die Stereochemie der
glycosidischen Bindungen wird dabei pragend von @ét-Schutzgruppe in Position 2
beeinflusst. Ist die Schutzgruppe eine Acylgruppe wB. O-Acetyl, O-Benzoyl oderN-
Phthalimido, wird bevorzugt die 1tPans Bindung gebildet (Schema 18), weil das
Carbenium-lon Il nicht nur als Oxocarbenium-lofalisondern auch als Acyloxonium-lon
lllb stabilisiert wird. Ein Beweis fUr das Auftretedes Acyloxonium-lons ist der gezielte
Abfang durch Orthoesterbildung. Auf diese Weisedwein 1,2eis-Angriff des Nukleophils
verhindert, so dass es nur zur Ausbildung dertra2s-Bindung kommen kann. Man spricht
in diesem Fall von einer so genannten Nachbargnimteiligung oder —effeld®*2°? Fehlt
dieser Nachbargruppeneffekt, wie z.B. @iBenzyl, 2-Azido — als Vorstufe fir R-
Acetamido-Verbindungen — ode©-Silyl, kann zwar der Sphybridisierte anomere
Kohlenstoff von dercis{a, fur gluco-Serie) odetrans(B)-Seite gleichermal3en angegriffen
werden, doch wird auf Grund des Anomereneffekts dan meisten Fallen das
thermodynamisch bevorzugte-Produkt gebildef®! Vielfach kommt es jedoch zu einer
Verteilung zwischen 1,Bans und 1,2eis mit einer stereoselektiven Praferenz fur ein
Anomer. Dieses Verhéltnis hangt im Einzelfall vorerschiedenen Faktoren ab, wie
Temperatur, Schutzgruppen, Konformation, LésungsmiPromoter, Abgangsgruppe und
sterischer Hinderung®* 2%

Deshalb wurde tUber die Jahrzehnte eine grol3e AnvmahMethoden entwickelt, mit denen
die unterschiedlichsten Abgangsgruppen aktivientdere kénnen. Das erste Beispiel fir die
Aktivierung von Hemiacetalen (1. in Schema 18) Hutotonensauren als Promotor wurde
von Emil Fischer bereits 1893 gelief@?f’.] Weitere Beispiele fir Hemiacetal-Aktivierung ist
die Verwendung von Phosphor-Elektrophilen in Anvm¢iseit von Dialkylazodicarboxylaten
in Analogie zur Mitsunobu-Reakti6fi®?°®® oder die Verwendung von Schwefel-
Elektrophilen?® 2'°! Eine der ersten Glycosylierungen des letzten Typsde von Leroux
und Perlin mit Trifluoromethansulfonsaureanhydrichdu Tetrabutylammoniumbromid
durchgefuhrf?*!! Letztendlich handelt sich bei der Synthese vonliPetoch um eine
Substitution eines Glycosylhalogenids (2. in Sché®g da das entstehende anomere Triflat
in das thermodynamisch stabilemeGlycosylbromid tberfuhrt wird, welches anschlieften
nukleophil substituiert wird. Dieses Prinzip der y&isylhalogenid-Aktivierung mit
Silbersalzen wurde bereits acht Jahre nach FisdPierserarbeit von Koenigs und Knorr

eingefihrt’®®  Weiterentwicklungen wurden von Zemplén und Hedtferidurch die

54



3. Synthesen

Einfuhrung von  Quecksilbersalzen als  Aktivatoren mgeht?*> 231 Dje
Glycosylierungsreaktionen mit Glycosylhalogenidésm @onoren waren Jahrzehnte lang die
die klassischen Methoden zur Herstellung kompleeukturen. Neuere Ansétze erlauben
auch den Einsatz von den weitaus stabileren Glyitogsiden. Hierzu wurde auch ein
Beitrag aus dem Labor Thiem geleistet, in dem HRd@ormit Tetrafluortitan aktiviert
wurden?*¥! Erst in den 1970ern und frihen 1980ern wurden zmamie Klassen von
Glycosyldonoren entwickelt: zum einen die AcetiméATrichloracetimidate, entwickelt von
P. Sinay und R. R. Schmidt, bzw. spater Mi€henyl-trifluoracetimidate, die sich jeweils
mit TSMOTf oder BE*Etherat aktivieren lassen (3. in Schema #8)* und zum anderen
die Thioglycoside von Ferrier, Garegg und anden¢éenisiv bearbeitet (4. in Schema £85:
219 Eine weitere wichtige Methode stellt die Aktiviegivon Phosphaten und Phosphiten dar
(5. in Schema 187*” Die wohl groBte Auswahl an Promotoren wurde figr Thioglycosid-
Aktivierung entwickelt. Alleine 45 verschiedene &yse sind fur Thiomethyl-, Thioethyl-
und Thiophenylglycoside beschriebé!

Fur die Synthese von [drisacchariden und deren Analoga wurden so gut jede
Donorgruppe und Aktivierung eingesetzt. Singtyal. benutzten 1979 Hg(ll)-bromid um
TetraO-acetyla-D-galactosylbromid mit einem selektivgeschit2¢icetyl-D-glucosamin-
derivat in Position 4 zu kondensieren. Anschlieanade nach 3-Entschitzung unter
gleicher Promotion Tr®-benzyli-fucosylbromid eingefiihfé®? R. R. Schmidtet al.
glycosylierten zunachst Position 3 eines @&enzylidenN-acetylb-glucosamin-Derivats
mit einem Fucosyl-trichloracetmidat. Nach selektiRngoffnung wurde die 4-Position mit
einem Galactosyl-trichloracetimidat glycosyliff! Dekanyet al. setzten auf eine reine
Thioglycosid-Aktivierungsstrategie mit DMTST (Dintt(methylthio)sulfoniumtriflat) als
Promotor, wobei erst die Fucose und dann die Gadacin dasN-Acetyl-glucosamin
eingefihrt wurd&?? Dartiber hinaus sind diverse Mischformen (Glycosyitid +
Thioglycosid / Thioglycosid + Trichloracetimid&?) > sowie chemoenzymatische Ansatze
in der Literatur beschriebéff®

In dieser Arbeit wurde ebenfalls ein Ansatz gewdbdi dem sowohl Trichloracetmidate als
auch Thioglycoside unter verschiedenen Aktiviermmgihoden in einer konvergenten 1+1+1-
Synthese verwendet wurden. Die fr@as-glycosidischen Bindungen in den Trisacchariden
82-88 sollten dabei mit 2>-Acetyl-trichloracetimidaterf0, 91, 94 und 95 selektiv unter
Nachgruppenbeteiligung aufgebaut werden, wohingegaie 1,2¢€is-glycosidischen
Bindungen mit den Thioglycoside®2, 93 und 96, realisiert werden, denen eine

Nachgruppeneffekt-aktive Schutzgruppe in Positideh2.(Schema 16).
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Zunéchst wurde der Akzept&9 synthesiert (Schema 19) und anschlief3end die igeedt
Donoren. Dazu wurde daB-Peracetat97 mit Allylalkohol unter Bortrifluorid-Etherat-
Katalyse in dag3-Allylglycosid Uberfuhrt. Die Verbindun@®8B konnte in 78% Ausbeute
isoliert werden. Auf Grund deN-Acetylgruppe in Position 2 mit ihrer3-dirigierenden
Nachbargruppen-Effekts verlief diese Umsetzungestlektiv. Die oftmals beobachtete,
ungewiinschte Nebenreaktion bei Lewis-saure kattgsi Glycosylierungen von I2-Acyl-
Pyranosen zum stabilen Oxazolin wurde hier nictitirggen. Grund hierfir war wohl der
groRe Uberschuss und damit die immer hinreicherig: konzentration an Akzeptor. Unter
Zemplén-Bedingungen wurde schlief3lich das Allylglsid 283 O-deacetyliert. Das erhaltene
Rohprodukt  wurde regioselektiv.  mit der sterisch panshsvollen tert.-
Butyldiphenylsilylgruppe gestitzt. Die Silylverethag der Hydroxygruppe lauft tGber einen
basenkatalysierten, nukleophilen  Substitutionsmeishausi®>”!  Zunachst wird die
Hydroxygruppe deprotoniert und DMAP an die Silylstzgruppe angelagert, wobei Triflat
als Abgangsgruppe das Molekull verlasst. Das gdkildékoholat greift das Siliciumatom
nukleophil an und DMAP wird zuriickgewonnen. Ausgehevon peracetyliertem
Allylglycosid 97 konnte so der Akzeptd@9 Uber zwei Stufen mit einer Ausbeute von 80%
erhalten werden. Dies ist in guter Ubereinstimmuomgder Synthese von R. Ra&y al, die

diesen Akzeptor ebenfalls firr die Synthese vohDerivaten eingesetzt habEff!

OAc OTBDPS
o} bc HO O
A or 2 B
AcHN AcHN X\
97 :R=0Ac
a(_28p: R = OAIl 89

Schema 19.Synthese des AkzeptoB9. Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) AllylakoBR*Et,0,
DCM, 0 °C, 4 h, 78%; b) NaOMe, MeOH, RT, 13 h; 8OPSCI, Py., kat. DMAP, 18 h, tber 2 Stufen 80% .

Der galacte und der gluco-Donor 90 und 91 wurden auf dem klassischen Weg der
Trichloracetimidat-Synthese erhalten und sind dutifih in der Literatur beschrieben
(Schema 20%%92%! zur selektiven Entfernung des anomeren Acetatsievauf den Einsatz
von Benzylamin in THF anstelle von Hydrazin-Acetdgs toxisch und karzinogen ist,
zuriickgegriffert’** Diese Methode liefert zwar, verglichen mit der azin-Methode, etwas
geringere Ausbeuten, ihre Handhabung ist aberidewdicherer. So konnten nach 16 Stunden
Reaktionzeit die 1-OH-freien Verbindung&®8 (60%) und99 (93%) in guten Ausbeuten

erhalten werden. Durch Reaktion dieser VerbindungénTrichloracetonitril in DCM unter

56



3. Synthesen

Katalyse mit DBU wurden die Donoré&® und91 in zwei Stufen sauber mit Ausbeuten von
66% bzw. 87% isoliert.

2, OAc

R R R
R! 0 a R! 0] b Rt (0]
AC&OAC — AC&% T Ao
C!
OAc AcO 'OH O\H/CCls
NH

33:R'=H, R2 = OAc 98: R = H, R2 = OAc 90: R" = H, R? = OAc
29: R = OAc, R? = H 99: R = OAc, R? = H 91: R = OAc, R? = H

Schema 20Synthese der Glycosyldonor&0 und91. Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) Benzylamin,
THF, RT, 16 h98: 60%,99: 93%, ; b) Trichloracetonitril, DBU, DCM, 0°C, Z0: 66%,91: 87%.

Um den Thioethyl--fucose-Donor 92 zu erhalten, wurde zundchst die kommerziell
erhaltlicheL-Fucose peracetyliert und anschlieRend untgrBRerat-Katalyse mit Ethanthiol
in das Thioethylfucosid 101 Uberfuhrt, wobei @ifm-Anomerengemisch von 7:1 bei 72%
Gesamtausbeute erhalten wurde (Schema 20). Dabéelh&s sich um die Standardmethode
zur Synthese von einfachen Thioglycosiden, sigigfach beschrieben und in Handbiichern

zu finden?%!

SEt
WBTES
OTES

TESO

OAc SEt SEt
Lone 2. Llowe b Lrow <
AcOPAC AcOPAC HoOH
100 101 102 92

Schema 21.Synthese des-Fucose-Donors92. Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) Ethdnthio
BF:*Et,0, DCM, 0 °C— RT, 20h, 72%; b) NaOMe, MeOH, RT, 13 h, 96%,; c)STH, Py., kat. DMAP, 18 h,
84% .

Die Nachgruppen-aktive @-Acetat-Gruppe musste fur die Synthese der cis2-
glycosidischen Bindung der Fucose in defrDerivaten ausgetauscht werden. Oft wird dazu
die Benzylgruppe verwend@ét>>*"! Die perbenzylierten Thioglycoside zeigten aucheein
hohere Reaktivitat im Vergleich zu Acylderivatéif: 2>% Jedoch ist diese Schutzgruppe auf
Grund der zur Entschitzung bendétigten Hydrogenolggdht mit der Allylgruppe als
Ankermotiv kompatibel. Kosmat al. beschrieben die Synthese vori{Ieisacchrid-Analoga
mit allylischem Aglycon, wie hier angestrebt, alleigs benutzten sie dabei das Thioethyl-

3,4-O-isopropyliden-20-4-methoxybenzyp-L-fucopyranosid>*® Dieser Donor ist deutlich
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aufwendiger darzustellen als ein nur mit einer Sajruppe geschiitztes Glyco&itH Eine
Losung konnte der Gebrauch einer Silylschutzgriggpe. Penadest al. hatten sich bei ihrer
Le*- und Lé-Synthese einen pertrimethylsilylierten Fucose-Domanutze gemachft!?
Diese Schutzgruppe erschien aber fir die angestreBlycosylierungsbedingungen nicht
stabil genug. Nach dem Literaturvergleich verscohinent Silyl-Schutzgruppen wurde die
Triethylsilyl-(TES)-Schutzgruppe gewahlt. Sie iglicht essigsauer in wassrigem THF zu
entfernen und ist ebenso einfach durch das Silgtachin Pyridin einzufihren. Sie ist nicht so
sterisch anspruchvoll wie die Triisopropyl- odee tkrt-Butyldimethylsilylschutzgruppe, was
zu dem Problem einer partiellen ,Unterschiutzunghréin kann. Unter wasserfreien
Bedingungen ist sie hinreichend stabil gegenibektEphilen, Lewis-Sauren und ,Soft
Acids®, wie Ag'-, Hg?*- und Cd™-lonen®*® Deshalb lieferte eine Zemplén-Entschiitzung,
ausgehend vom PeracetHdl, die OH-freie Verbindundl02 nahezu quantitativ, welche
anschlieBend in Pyridin unter DMAP-Katalyse mit TESzum Zieldonor92 mit 84%
Ausbeute umgesetzt wurde (Schema!#4) Mechanistisch entspricht diese Umsetzung der
zu VerbindungB9 (Schema 19).

OH

OH AcO OAc AcO SEt AcO OR

oMo ab Lone e L2one R Lon
ACOOAc ACOOAc ACOOAc

OH

103 104 105 107: R = OH

9C o5 R = OCNHCCl,

lo

SEt
TESO HO
SEt
2 OTES < 7 oH
TEsQOTES HoOH
93 106

Schema 22 Synthese der-Galactose-Donorefi3 und 95. Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) NaBH
H*, MeOH/H,0, 0 °C— RT, 2h; b) AgO, Py., 16h, RT, uiber 2 Stufen 68%; c) Ethantt#;*Et,0, DCM, 0
°C — RT, 20h, 75%; d) NaOMe, MeOH, RT, 13 h, quant.; e) TESCI, Pat, DMAP, 18 h, 79%; f) NIS, TfOH,
THF/H,0, 0 °C— RT, 2h; g) Trichloracetonitril, DBU, DCM, 0°C, 2h, Uber 2 Stufen 71%.

Die Synthese zum persilyliertenrGalactosedonoB3 sollte analog zur Synthese voin
Fucose-Donor verlaufen (Schema 22). DiGalactose als Precursor ist zwar kommerziell
erhaltlich, aber im Vergleich zuFucose sehr teuer (1LgGalactose = € 913,- im Vgl. zu 1g
L-Fucose = € 28,-; Sigma-Aldrich, Juni 2010). Dekhalrde dieL-Galactose synthetisch

hergestellt. Es sind Synthesen vorGalactose auo-Galactose beschrieb&f” Dabei
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handelt sich aber um komplexe vielstufige Synthedeneher von akademischem Interesse
sind als praparativ sinnvoll. Weitaus lukrativelsarien die partielle Reduktion von
Galactono-1,4-lacton, wie sie bereits von Bimthal. fir die Synthese von GDRGalactose
benutzt worden idt*® L-Galactono-1,4-lacton ist gunstig, da es ein indeifs
Nebenprodukt ist, das bei der RiibenzuckerherstgilmniTonnenmaRstab anfdft” Es kann

in einer dreistufigen Synthese in Vitamin C u(berfilverden und ist deshalb von
kommerziellem Interess&® Die Reduktion von-Galactono-1,4-lacton zi+Galactose kann
zum einen mit Natriumamalgd?! und zum anderen mit Natriumborhydftd bei pH 3-5
(Amberlite IR 120) durchgefuhrt werden. Hier wurdee Natriumborhydrid-Methode aus
Sicherheitsgriinden benutzt, obwohl es zu einer fl@daktion zum Galactitol kommen kann.
Dazu wurdeL-Galactono-1,4-lacton in einem Gemisch aus Methamod Wasser mit
Natriumborhydrid bei 0 °C so versetzt, dass depr@ingestellte pH-Wert immer zwischen 3
und 5 pendelte. Nach vollstadndiger Reaktion wurndesdtstandene Borsaure entfernt und das
Rohprodukt unter Standardbedingungen acetyliert k@mte Uber zwei Stufen mit einer
Ausbeute von 68% peracetylierteGalactose104 erhalten werden (Schema 21). Das
Anomerenverhaltnis betrug : B 1:1.5. Das Vorliegen des-Enantiomers der Galactose
konnte durch den Vergleich der optischen Drehweftg die anomerenreinen
Trichloracetimidaten90 und 95 mit den Literaturwerten bestéatigt werden. Fir das
Enantiomer90 wurde ein Drehwert von + 116 ° (Lit.-Wert]p°= + 115.0° ¢ = 1.0,
CHCIy))?*! ermittelt, wohingegen fiir dasEnantiome95 der Wert — 113.6 ° betrug.

Dieser Vorlauferl04 wurde, wie bereits ber-Fucose durchgefuhrt, in das Thioethylglycosid
105 tberfuhrt, welches das Ausgangsmaterial fur diedden93 und95 bildete (Schema 21).
Auch hier konnte ein Anomerengemisch von Ja7z( 3) beobachtet werden. Die Synthese
des Silyl-geschitzen Thioethyldon®@3wurde analog zu der oben besprochenen Synthese zu
Donor92 durchgefiuihrt. Die Zemplén-Deacetylierung liefatie Verbindungl06 quantitativ.
Diese wurde dann wiederum mit TESCI in guter Ausbewon 79% zum Zieldono®3
silyliert. FUr die Synthese des Trichloracetimid@ts musste zunachst das Thioglycosid
hydrolysiert werden. Das wurde mit NIS und Trifloe@thansulfonsaure in wassrigem THF
bei 0 °C vollzogen. Nach zwei Stunden Reaktionszeitde die vollstandige Umsetzung des
Eduktes detektiert, und nach Aufarbeitung wurde Batprodukt direkt der folgenden
Synthese zugefuhrt. So konnte nach Behandlung nnichl®racetonitrii und einer
katalytischen Menge DBU der Don®b tber zwei Stufen mit einer sehr guten Ausbeute von

71% erhalten werden.
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Zur Darstellung des Rhamnosyltrichloracetimid@dskonnte wieder auf die bereits bewahrte
Synthesesequenz aus selektiver Deacetylierungraeneren Acetatgruppe mit Benzylamin
und anschlieender Umsetzung mit Triacetonitril B zurtickgegriffen werden. Auch
hier konnten gute Ausbeuten von 78% bzw. 85% dnzietden (Schema 23), die sogar besser
als in den literaturbeschriebenen Synthesen aesffé’

HN
OAc OH »\CC:'S
COW _a, ACOWJ b ?
OACOac OACAac ACO@#
OACOAc

108 109

Schema 23Synthese des RhamnopyranosyldortstsReagenzien und Reaktionsbedingungen: a) Benzylamin,
THF, RT, 16 h, 78%; (b) Trichloracetonitril, DBDCM, 0°C, 2h 85%.

DaD-Fucose etwa viermal so teuer (1g = € 98,-; Sigritaiéh, Juni 2010) ist wie-Fucose,
wurde auch dieser Zucker aus gunstigen Vorlaufeergdstellt. Dazu wurde das
Diisopropyliden-Derivatl10, das leicht au®-Galactose in Aceton mit einer katalytischen
Menge Schwefelsaure zu synthetisieren ist, in d@TEhiocarbonylimidazoyl-Verbindung
111 Gberfihrt (Schema 24).

*O%L*%Q *% LR el

HO 'OH

110 111 112 113 114

le

TESO HO
0 f 0
TESO SEt =—— HO SEt
TESO HO
96 115

Schema 24.Synthese des-Fucose-Donor96. Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) TDCI,, TRIF
40h, 60%; b) BsSnH, Toluol, Riickfluss, 15 h, ~30%; c) Q2H,SO;, 60 °C, 12h; d) I. A, Py. RT, 12h; II:
Ethanthiol, BR*Et,O, DCM, 0 °C— RT, 20h, uber 3 Stufen 49%; e) NaOMe, MeOH, RT,hl3uant.; f)
TESCI, Py., kat. DMAP, 18 h, 86%.
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Barton und McCombie zeigten, dass sich solche H®nbmnylverbindungen mit
Tributylzinnhydrid radikalisch desoxygenieren las$e” Dazu eignen sich vor allem
Xanthogenyl!?>® Phenoxythiocarbonyf®* oder ThiocarbonylimidazoylverbindungBrt’
Bei der Desoxygenierung von Kohlenhydraten habehn sowohl das Phenoxythiocarbonyl-
als auch das Thiocarbonylimidazoylderivat als geei herausgestelft® 2°! Mit 1,1'-
Thiocarbonyldiimidazol (TCDI) in THF wurde deshatlie Verbindungl1l mit moderater
Ausbeute hergestellt. Die folgende DesoxygeniemitgBusSnH in Toluol unter Ruckfluss
lieferte diep-Fucoseverbindun@l12in Ausbeute von etwa 30%, da das gewlnschte Produk
112 nicht vollstandig gereinigt werden konnte. Dask®pan zeigte eindeutig die Signale der
H-5, H-1 und H-6 Protonen des gewinschten Prodis.Verhéltnis zwischen Produkt und
Verunreinigung betrug etwa 4:1. Die Verunreinigmmnnte nicht identifiziert werden. Ein
weiterer Grund fir den mafigen Erfolg dieser Tramsftion liegt wohl auch in dem
Umstand, dass im Verlauf der Reaktion ein Radikal Zuckerkohlenstoff entsteht. Diese
Radikale sind bei sekundaren Ring-C-Atomen stalailerbeim primaren exocylischen C-6,
was im letzten Fall zu einer signifikanten Ruckteak fihren kann. Dennoch konnte mit
einer ausreichenden Menge Material der Synthesdptégefihrt werden. Die Entschitzung
der Isopropylidenverbindung erfolgte mit M2 H,SO, bei 60 °C Uber 12 Stunden. Das
Rohprodukt 113 wurde ohne weitere Aufarbeitung mit Essigsauredntyin Pyridin
acetyliert und in das Thioethylglycositil4 Uberfiihrt. Uber drei Stufen konnte so das
Intermediatl14 mit 49% Gesamtausbeute isoliert werden. Nach dantifativen Zemplén-
Deacetylierung wurde das Thioglycosid5, wie bereits mehrfach zuvor durchgeftihrt, mit
TESCI in Pyridin geschitzt (Schema 24). Damit wiar Slynthese aller Donoren sowie des
Startakzeptors abgeschlossen.

Mit diesen Monosaccharidbausteinégd® — 96 wurden nun die Trisaccharidsynthesen
angegegangen. Zunachst wurden die Disacchafife- 122 synthetisiert (Tabelle 8). Fur die
Synthese dedl-Acetyllactosamin-Motivs in L&Trisacchariden sind verschiedene Ansatze
beschriebeff°®%%% Dabei zeigte sich, dass die sekundare Hydroxygrupm C-4 einer
Hexopyranose in “Ci-Konformation besonders unreaktiv ist, wenn die tligken
Hydroxygruppen acylgeschuitzt sind. Eine verbesdeeaktivitat zeigten Benzyl-geschitzte
Derivate!?®!! Ein anderer Ansatz zur Verbesserung der Reaktidité 4-OH-Gruppe wurde
durch den Einsatz von Vorlauferstufen verwirkliadie nicht in*C;-Konformation vorliegen.
Zum einen kam bei Sinast al. als'C,-Konformer die 2-Acetamido-1,6-anhydro-2-desdsey-
D-glucopyranose zum Einsdf?? und zum anderen wurde von Pauls¢ral. ein acyclisches

N-Acetyl-glucosamin-Derivat benut?f® Diese Synthesewege erfordern aber einen enormen
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Aufwand an Umschitzungsprozeduren. Um diesen Néchieimgehen, wurde das Konzept
der ,leicht geschutzten“ Akzeptoren vorgestellt, mbgemeint ist, dass der Akzeptor nicht
vollstdndig geschutzt ist, sondern mindestens zingge Hydroxygruppen aufweist: von
diesen konkurierenden Hydroxygruppen wird eine @eufpevorzugt glycosyliert. Dieses
Konzept wurde u.a. von den Gruppen Odé&Wa Sinaf?®® und Matt&®® an 60-Pivaloyl-
oder 60-Benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-glucose-Derivatefokgreich getestet, wobei das
ungewunschte3(1—3)-verknlpfte Nebenprodukt nur zu 8% bis 25% bebtecwerden
konnte. Royet al. haben schliel3lich einen@-+ert.-Butyldiphenylsilyl-glucosamin-Akzeptor,
in dem die 3- und 4-Hydroxygruppen ungeschitzt wanmit einem perbenzoylierter
Thiophenylgalactosid-Donor in 74% Ausbeute regieisil in Position 4 glycosyliert, ohne
das ungewilnschte Nebenprodukt beobachten zu kéime&mer weiteren Arbeit zu dieser
regioselektiven  Glycosylierung hatten Royet al. Allyl-2-acetamido-60-tert.-
butyldiphenylsilyl-2-desoxy3-D-glucopyranosid mit 2,3,4,6-Tet@-acetyla-D-
galactosyltrichloracetimidat unter BEtherat-Katalyse regioselektiv mit 68% Ausbeute
(1—4)-glycosyliert?®! Die Nebenprodukte, die in geringem Umfang zu etsvamwaren,
wurden hier nicht beschrieben. Diese Bedingungeth der gleiche Donor wie Akzeptor
wurden in dieser Arbeit auch zur Darstellung destasamin-Intermediats verwendet. Bei der
Umsetzung des Dono@0 mit dem Akzeptoi89 und einem Aquivalent des PromoterssBF
Etherat in DCM bei -45 °C wurde nach einer Stundak®onszeit eine Produktverteilung
zwischen dem (@4)-verknipften und dem {23)-verkniipften Dissacharid sowie dem
Trisaccharid gefunden (Tabelle 8, 1). Nach Chrographie wurde das gewlnschte
Disaccharidl16 mit 43% Ausbeute neben dem-B)-verknipften Nebenprodultl7 (23%)
und dem Trisaccharidl18 (16%) erhalten. Dieses Verhdaltnis bzw. diese Ausbe
unterscheidet sich erheblich von jenen Befundea,vin Royet al. beschrieben wurden,
wobei ein rationeller Grund fur diese Abweichunghti zu erkennen ist. Andererseits
beschrieben Davist al. eine Synthese eines vergleichbaren Disaccharidder sie ein &-
tert.-Butyldimethylsilyl-derivat des Akzeptor8 mit dem Donor90 unter den gleichen
Bedingungen zum (4)-Disaccharid umgesetzt hattéfl.In dieser Arbeit wurde das gleiche
Resultat wie hier erhalten (43%-¢4)-Disaccharid), jedoch sind mégliche Nebenprodukte
nicht beschrieben bzw. diskutiert wurden. Da das—3}Disaccharid 117 als
Ausgangsmaterial fur die Synthese de&-Derivats86 dienen sollte, war das Ergebnis als
positiv zu bewerten, da in einer Synthesestufe mightige Zwischenprodukte in verniftigen
Mengen isoliert werden konnten. Im Hinblick auf darstellung der Disaccharidel9 und
121 bzw. den Nebenprodukteh?0 und 122, von denen keine Trisaccharide dargestellt
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werden sollten, war es erforderlich, die Ausbeute (3—4)-Disaccharid zu verbessern.
Deshalb wurde der Promotor geandert. Die Glycosytig von89 mit 1.5 Aquivalenten des
Trichloracetimidats90, das bei -45 °C mit einer katalytischen Menge TM$@10%)
aktiviert wurde, brachte keine Verbesserung dera@¢glycosylierung (Promotor BFfEL,O
(1): 43% + 23% + 16% = 82 % zu Promotor TMSOTf &% + 19% + 7% = 82 %), aber
die Regioselektivitat konnte von 1.8 [43%+4) / 23% (1-3)] auf 2.9 [56% (+4) / 16%
(1—3)] erhbht werden (Tabelle 8, 2). Diese verbessaBedingungen wurden schlief3lich auf
die Synthese der Disaccharid@9 und 121 Gbertragen. Erstaunlicherweise gab es bei der
Verwendung degluco-Donors91 eine inverse Selektivitat. Bei der Umsetzung vam@r 91
mit dem Akzeptor89 unter TMSOTf-Katalyse wurde das —B)-Disaccharid120 als
Hauptprodukt (49%) erhalten, wohingegen das>4)-Disaccharid nur mit 25% Ausbeute
isoliert werden konnte (Tabelle 8, 3). Das Trisacth konnte nicht isoliert bzw.
nachgewiesen werden. Die Glycosylierung vom Dioké&tor89 mit demL-Galactosedonor
95 verlief wieder mit der gewlinschten Regioselekdilyiso dass das Disaccharitizl mit
45% Ausbeute neben der VerbindutizR (20%) isoliert werden konnte (Tabelle 8.4). Auch

hier konnte kein Trisaccharid isoliert werden.

Tabelle 8.Synthese der Disaccharid-Intermediate.

OTBDPS OTBDPS
Donor
HO 0 — R'O o]

HO o Aktivierung R20 o
AcHN X\ AcHN X\,
89

Donor Aktivierung Produkt (Ausbeute in %)
Aco O OTBDPS
O AcO OAcO o AcO
AcO 1 eq. BR*Et,0 ¢ &\kf o @3\
1 AcO 2 0 Ho OAC  oTBDPS
o\n/cCI3 DCM, -45 °C, 1h Aco Sone AcHN N\  AcO o
NH 116 o= o
90(1.5 eq.) AcOQ AcHN "\
OTBDPS 0
OA AcO OAc AcO
AcO /¢ o Ho/é&o Ao OAc
0 ACO%O 118
) AcO =~ 10% TMSOTH, OAc ACNH N
C
O._CClz; DCM, -45 °C, 1h 17
hs fur 1: 116 (43%),117 (23%),118 (16%)
90 (1.5 eq) fiir 2: 116 (56%),117 (19%),118 (7%)
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Phe OTBDPS OTBDPS
OAc &/ OAc
AcO 0 AcO o) 0 Ao oHo é&
Acoéﬁ 10% TMSOTT, ACO% HOS= O ACO o o
3 A% _ccl, DCM., -45 °C, 1h OAc ¢ N OAc ~ AGNH "\
\,[l; 119 120
9 0
91 (1.5 eq. 119(25%) und120(49%)
OTBDPS
ClsC ACOq A OTBDPS
s M’S" o) AcO HO/&&/O
? AcO o) 070
AcO 10% TMSOTHf, c HOA= OAc AcHN X
QZoac DCM, -45 °C, 1h © A AcoOAC
AcoOA® 121 122
95(1.5 eq.) 121 (45%) undl122 (20%)

Uber solche Phanomene beziiglich der Regioselektiviin Glycosylierung mit Donoren in
unterschiedlicher Konfiguration ist wenig bekanmgshalb eine Interpretation schwierig ist.
Hier sind zwei Beispiele von Matwiejukt al. zur Basen-induzierten Glycosylierung von
ungeschitzten bzw. partiell geschitzten Akzeptaremennen, wobei die Verwendung von
Glycosyldonoren in unterschiedlicher Konfiguratiaxin anderes Glycosylierungsprofil
ergibt!?®” 28 Dariiber hinaus sind in der Literatur einige Be#ifiir unterschiedliche
Regioselektivtaten bezuglich der Glycosylierungsearedener Akzeptoren genannt, wie z. B.
bei enantiomeren D- und  L-Chiroinositol-Diolef?®?  oder  2,3-cis-Diolen
(Mannoseakzeptdff” mit unterschiedlichen Schutzgruppen, oder der @&lytierung eines
4,6-Diols?""! wenn Donoren mit verschiedenen Schutzgruppen vetetewerder?’? Die
moderate Ausbeute fir das—#)-Disaccharid119 war schlieRlich ausreichend um den
Syntheseweg bis zum Ende zu beschreiten. Bei Anwendleicher Bedingungen konnte mit
demL-galacteDonor95 wiederum das (34)-DisaccharidL21 regioselektiv erhalten werden
(Tabelle 8.4). In allen Fallen verliefen die Glyglsrungen auf Grund der Acetyl-
Nachgruppenbeteiligung in den Donoren stereospehifiwie an Hand der H-1",H-2°-

Kopplungskonstanteril- »- ~ 8.0 Hz) bestatigt werden konnte.
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Abb. 16.2D-NMR-Spektren des {%4)-Disaccharid416.Im GroRbereich ist ein Ausschnitt aus dem HSQC-
Spektrum zu sehen, der kleine Ausschnitt zeigiGlaSY -Spektrum.

Der Beweis fUr die regio- und stereospezifischerrkiW@pfungen in den hergestellten
Disacchariden116 bis 122 wurde durch normale und C,H-gekoppelte HSQC-NMR-
Experimente, sowiéH-, H,H-COSY- und HMBC-NMR-Experimente erbra¢Ht: 2" Diese
Beweisfuihrung soll am Beispiel dBél—4)-Disaccharid416 und de{3(1—3)-Disaccharids
117 detailliert erklart werden. Zunachst erfolgte digordnung des H-4-Signals mit Hilfe des
H,H-COSY-Sprektrums (Abb.16). Das anomere Prot@NdAcetyl-glucosamins zeigt einen
cross peak(l—2) mit dem charakteristischen H-2-Proton, das awinG der N-Acyl-
Funktion stark Hochfeld-verschoben ist und eine lopg auf das ebenfalls charakteristische
C-2-Atom (ca. 55 ppm) zeigt. Die Argumentations&etvird fortgefuhrt und ist der
Abbildung 16 graphisch zu entnehmen: H-2 koppettHa8 (2—3) und H-3 koppelt mit H-4
(3—4). Mit dem HSQC-Spektrum war nun die Zuordnung @e%-Signals moglich, und die
chemische Verschiebung konnte mit 79.5 ppm bestimentden.

65



3. Synthesen
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Abb. 17.HMBC-NMR-Spektrum des (b4)-Disaccharid416 mit Vergrof3erung der (H-1>C-4)-

Kopplungregion (kleines Fenster).

Die relativ starke Tieffeldverschiebung des C-4n@ig (C-4: 79.5 ppm zu z. B. C-3: 71.3
ppm) ist ein erstes Indiz fur eine{#)-glycosidische Bindung, da an Glycosylierungssiel
oftmals starkere Tieffeldverschiebungen (>75 pprs) laei freien oder acylgeschitzten
Hydroxyl-Kohlenstoffatomen beobachtet werden. Dées¥erhalten der chemischen
Verschiebung ist bereits bei den zuvor synthetmner peracetylierten Allyl-
disacchridglycoside®4, 65 und 73, die alle eineg3(1—4)-glycosidische Bindung aufweisen
(vgl. NMR-Daten im experimentellen Teil: C-84): 76.4; C-4 65): 76.2; C-4 {3): 75.3), zu
finden. Die Auswertung des HMBC-Spektrums bractgerndden endgultigen Beweis fur das
Vorliegen eines G8(1—4)GIcNAc-Derivats (Abb. 17). Mit HMBC-Experimenten werden
C-H-Kopplungen sichtbar gemacht, die mehr als Bwedungen entfernt sind und auch tber
Heteroatome wie den glycosidischen Sauerstoff hgnwerken. Wie in Abbildung 17
erkennbar ist, koppelt das Galactose-H-1"-Protdrdas C-4-Atom (79.5 ppm) désAcetyl-

Glucosamin-Ringes. Damit war die Struktur des Dibacids116 eindeutig verifiziert.
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Abb. 18. Ausschnitt aus der@,H-gekoppelten HSQGIMR-Spektrum (anomere Kopplungsregion) des>&)-
Disaccharidd.16 mit Abbildung der gleichen Region im normalen HS@MR-Spektrum (kleines Fenster).

Mit Hilfe des C,H-gekoppelten HSQC-NMR-Spektrums,usa dem die Jc -
Kopplungskonstante bestimmt werden kann, und dumittlung der 3Ju1no-
Kopplungskonstanten liel3 sich die Konfiguration deugeknipften glycosidischen Bindung
ermitteln. Auf Grund der Karplus-Beziehung 18ti1.+1- fiir eine-Verkniipfung {u1m2~ 8
Hz) groRer als die eines-Glycosids tJu1n2 = 3 Hz), wenn die Hydroxygruppe am C2
aquatorial stehtgluco-, galacto oderfuco-Konfiguration). Fir axial stehende 2-OH-Gruppen
(manne oderrhamnoeKonfiguration)gilt das nicht, hier sind in beiden Fallen die Kypmen
ungefahr gleich %0112 =~ 3 Hz)?™ In solchen Fallen kann die Stereokonfiguration am
anomeren Zentrum durch Bestimmung ter-Kopplungskonstante bestimmt werden. Bock
et al. konnten zeigen, dass didc -Kopplungskonstante einer-glycosidischen Bindung
groRer ist als die ein@-glycosidischen. Die GréRenordnungen sind dakei (o) =~ 170 Hz
und e (B) = 160 HZ*'® Dieses Verfahren zur Determinierung der Stereodhenird
haufig bei der Charakterisierung von grol3eren Qbgohariden angewandt, wenn sich
anomere Signale Uberlagéfff! Die *J41.4-Kopplungskonstanten fiir das Disacchatith
waren 3y = 7.9 Hz und®Ju12=81Hz, was fir das Verliegen von zwdl-
glycosidischen Bindungen spricht. Bestatigt wurdaes ddurch das C,H-gekoppelte HSQC-
NMR-Spektrum, in dem di&lc +-Kopplungskonstanten zu 161.4 Hz (C-1) und 164.3Ez
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1) bestimmt wurden (Abb 18).

= = -

AcO _OAC OTBDPS C-3(83.3 ppm)
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117

D
c1 &

C-1

()

1-2

| b ! € o
5.00 4.50 \ 7
@ o & oo AN o
ppm m

Abb. 19. 2D-NMR-Spektren des (24)-Disacchariddl17.Im GroR3bereich ist ein Ausschnitt aus dem HSQC-
Spektrum zu sehen und der kleine Ausschnitt ze&gt@OSY-Spektrum.

Zur Absicherung des Ergebnisses wurde diese NMRy&eazur Bestimmung der
Konfiguration ebenfalls fir dag(1—3)-Regioisomel 17 durchgefihrt. Zunachst wurde die
Zuordnung defH-Signale anhand des COSY-Spektrums>pLlund 2-3) vorgenommen und
mit dieser Information das C-3-Signal im HSQC-Spakt ermittelt (Abb. 19). Auch hier ist
eine starke Tieffeldverschiebung des C-3-SignaB3($pm) zu beobachten. Im Gegensatz
dazu ist nun die Lage des C-4-Signals (69.3 ppnchkedd-verschoben. Dieses Indiz fur das
Vorliegen der (33)-glycosidischen Bindung konnte mit dem HMBC-Spekt bestatigt
werden (Abb. 20). Es ist eindeutig die Kopplung #e$ -Protones tUber den Sauerstoff der
glycosidischen Bindung auf das C-3-Kohlenstoffatiamtbar.
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Abb. 20. HMBC-NMR-Spektrum des (®4)-Disaccharids 117 mit VergréRerung der (H-15C-4)-

Kopplungregion (kleines Fenster).

Die NMR-Daten zur Festlegung der Stereochemie aomanren Zentrum der Galactose im
Disaccharid117 lieferten den Beweis fiir diB-Verknipfung. Die*Jyrnz- und  die'de
Kopplungskonstanten betrugen 8.1 Hz bzw. 164.3 A#.diese Weise wurden schlief3lich
auch die Strukturen des T®°-Disaccharids 119 und des L&P~“-Disaccharids 121
eindeutig charakterisiert. Eine Zusammenfassungeaushlter NMR-Daten ist in der Tabelle
10 (Seite 82) zu finden.

Mit den Dissaccharidet16 (fur Le*, Le“PF¢ Lg% und L&RM® 117 (fur Le?), 119 (fur
Le*®") und121 (fur Le“P~Y) in der Hand wurde die Synthese der Trisacchaiggangen.
Dieser Schritt stellte die Schliisselreaktion in 8gnthesesequenz zu’ t&naloga dar, weil
ein neuartiger synthetischer Ansatz durch die Vaduwag von persilylierten Thioethyl-
Donoren etabliert werden musste. Der Einsatz vandstrdmafilig benutzten perbenzylierten
Glycosyltrichloracetimidatéff® oder —bromidef?® schied aus, weil eine Entschiitzung

durch Hydrierung nicht mit der Allylgruppe kompagllwar. Kosmeet al. und Nifantewet al,

¥ Anderungen gegeniiber natiirlicheni-Teisaccharid in LE®": p-Galactose ist durch-Glucose ausgetauscht;
" Le“"Pt: p-Galactose durch-Galactose und-Fucose durch-Fucose ersetzt;

© LePFue | -Fucosep-glycosidisch anstatti-glycosidisch gebunden; F&®: L-Fucose durch.-Galactose
ersetzt; LER™™ | -Fucose durch-Rhamnose ersetzt. Die Strukturen def-Realoga sind in Tabelle 12, S. 85

dargestellt.
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die jeweils ebenfalls ein Allylglycosid in Synthesguenz zu glycosylieren und anschliel3end
orthogonal zu entschitzen hatten, setzten beideilewin perbenzoyliertes Fucosylbromid
einl?® 278 gje erhielten damit auf Grund der Nachgruppenbgteig ein o/p-
Anomerengemisch von etwa 1 : 1 mit gering&iSelektivitat, die das ungewinschte
Nebenprodukt lieferte. Grundsatzlich werden fur di&tivierung von Thioglycosiden
Elektrophile wie NIS benutzt, die zu Nebenreaktiomeit der allylischen Doppelbindung
fuhren kdnnen. Deshalb wurde in dieser Arbeit vensudie Thioethylgruppe als temporare
Schutzgruppe fur die Synthese eines persilyliefiechloracetimidat-Donors zu nutzen. Der
Versuch der Hydrolyse des Thioethylderivats mit NU8d TfOH in wassrigem THF
scheiterte. Die Synthese eines TES-geschutzteml@racetimidat-Donors Uber ein Benzyl-
Glycosid ist zwar mdglich, jedoch ist diese Synéhdé8r den hier verfolgten Zweck zu
komplex?”® Um das Thioethylglycosid als Donor universellsgitzen zu kénnen, wurden
funf verschiedene Aktivierungsmethoden fiir di€-Bgnthese mit dem Fucosedora und
dem Lactosamin-Akzeptat16 untersucht und zusammen mit allen Trisaccharidi®gen
zu den L&-Analoga82 — 88 aufgelistet (Tabelle 9, 1-5).

Kunz et al. beschrieben die Synthese von Sialyl-b&t einem Thioethylfucosylglycosid, das
mit Kupfer-(I)-bromid und Tetrabutylammoniumbromidktiviert wurdé??® Bei der
Aktivierung wird das Thioglycosid vom thiophilen gier angriffen und durch das Bromid-
lon substituier’®® Das Glycosylbromid ist nun der eigentliche Donatas durch
Tetrabutylammoniumbromid nach Lemieui situ anomerisiert wird und so die
Stereoselektivitit der Glycosylierung verbessernll.'$ Die Anwendung dieser
Bedingungen lieferte anndherend ein 1:1-Anomeremgmmit leichter Praferenz fur das
nicht gewunschte 3-Produkt in guter Ausbeute von 68% (Tabelle 9, Das
Anomerenverhaltnis konnte aber erst bestimmt werdeachdem das Produktgemisch aus
Verbindung82'®® und85"° umgeschiitzt wurde.

Die Abtrennung des nicht umgesetzten Dor@2sund Akzeptorsl16 vom Trisaccharid, in
dem der Fucosylrest TES-geschutzt war, konnte d@8tdndard-Saulenchromatographie
realisiert werden, aber eine Anomerentrennung sewie Bestimmung des/[3-Verhéaltnisses
durch NMR-Spektroskopie war nicht moglich. Erst maginer Umschitzung der TES-
geschutzten Hydroxygruppen der Fucose zu Acetatemtk per NMR-Analyse das/[3-
Verhéltnis bestimmt werden. Des Weiteren war eshnder Umschitzung mdglich, die

Verbindunger82 und85 zu trennen.
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3. Synthesen

Tabelle 9. Synthese der PeTrisaccharid-Analoga. In allen Reaktionen wurde® Aquivalente der Donoren

eingesetzt.

Nach der

Glycosylierung wurden die TESppen durch Acetylgruppen zur

besseren

Charakterisierung ausgetauscht. Bedingungen: BHE./H,O, Essigsaure; 2. A©, Pyridin.
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Akzeptoren: Donoren:
OTBDPS
OAc SEt
Aco%pfgo %0 ﬁ&foms
o) OTES
AcO Sonc AcHN \/\ TESO
116 92
TESO
0 SEt
AcO _OAc OTBDPS \MTES
AcO
OAc AcNH N\ o3
Aktivierung
117 + cl.C —— > Produkt s.u.
3
OTBDPS NH
OAc o)
AcO 0 (0]
AcO 0 Ho 0\/\ AcO ZrL
OAc AcHN \ OACOAC
119 94
AcO OTBDPS
a0’ 000N o &&sa
AcHN \/\ TESO 1250
121 96
Produkt
Akzeptor Donor Aktivierung (Ausbeute in %,
a,B-Anomerenverhaltnis)
1 116 92 CuBr,, nBu,NBr, OTBDPS A0 on
DMF, rt, 24h OAc AcO * oreoes
AcO [e} Q (0]
) 116 92 NIS, TfOH, -20 °C, Acﬁ? T N A o9
DCM, 1h ﬁ & or  AcNH TN\
OR OR
OR RO
3 116 92 DMTST, DCM, rt, 1h RO a)CSZTES:R=TES a)(SSTES:R=TES
Me Sz-TfO DCM 82: R=Ac 85: R=Ac
4 116 92 “20°C 1h fiir 182/85(68%, 1 : 1.1)
fiir 282/85(-)
filr 382/85(39%, 4.3 : 1)
5 116 92 Me4%TjéD(13'r\]"* fiir 482/85(67%, 8.3 : 1)
- ' fiir 582/85(21%, 5.6 : 1)
OTBDPS
AcO OAc o
A S
5 119 92 Me,S,-Tf,0, DCM, one | AcHN \
-40 °C, 1h Q/ or
OR
RO a) ( 83"ES: R = TES
83 R=Ac 83(63%, 9.5:1)
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OTBDPS

T oo

116 93 MGzSZ'Tf20,1|aCM, -40 °C, ACO%A AcHN V\

(84755 R=TES

R=Ac 84 (53%, 8.7 : 1)

OTBDPS
- - ° AcO
117 op  MeSThO, DCM, -40°C, ﬁé&

1h AcHN
AcO “OAc
CssTEs R =TES
R=Ac 86 (59%, 7.8 : 1)
OTBDPS
116 94 TMSOTf, DCM, -40 °C, 1h AcO OAC ACHN
o 87 (42%, nura)
OTBDPS
COAEE& g&
10 121 96 MeZSZ_TfZO;]-?CM, -40 C, Roﬁ AcHN
RO )CssTES R =TES

R=Ac  88(59%, 6.9 : 1)

Die Abbildung 21 zeigt das NMR-Spektrum des Genescl82'=>/85'=° vor der
Umschitzung und danach. In der TES geschitztenintrrbg fielen die Signale der
anomeren Protonen alle zusammen, wie in dem HSQ@®tSpn und'H-Spektrum (unten
Abb. 21) zu erkennen ist. Das H-6-Signal der Fudasente ebenso nicht fur die Analyse
herangezogen werden, da es komplett von den Sigrde TES-Schutzgruppe Uberlagert
wurde. Nach dem das nicht trennbare Gemig2lF>/85"%° in wassrigem THF mit einer
katalytischen Menge Essigsaure fir drei Stundemilgemurd&®? und anschlieBend mit
Acetanhydrid und Pyridin in ein Gemisch der Verhingen82 bzw. 85 tberftuhrt wurde, war
neben einer Anomerentrennung auch die NMR-Analgsop-Verhaltnisses moglich. Dies
ist in Abbildung 21 (oben) im Rohprodukt-NMR-Spektr nach Acetylierung zu sehen. Das
H-1"-Signal bzw. H-1-Signal dar-Verbindung82 (ca. 5.45 ppm/Integral 1.00, H-@iFuc)
und derf3-Verbindung85 (ca. 4.85 ppm/Integral 1.21, HitFuc) waren deutlich voneinander
separiert und Uberlagerten nicht mit anderen Sgmalvas die Bestimmung des/[3-
Verhéltnisses der Glycosylierungsreaktion ermégiichm Folgenden wurde wenn notig nach
allen Glycosylierungen mit TES-geschitzten Donogare Umschitzung durchgefiihrt und

anschlieBend das Anomerenverhaltis der acetyli&eghindungen ermittelt.
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C-6-Region der Fucose | [~ 150
I 1000¢

I s000(

~—  Rohprodukt-NMR von 82/85 N

= Ansatz 1 8 U
| | | ‘ | | P_

5.00 T Lo
ppm (1) -
]‘ '
aw
' 8
’

@ ~100 ppm |*

Anomerenregion -

i
Rohprodukt-NMR von 82/85 ‘ : ‘ [ome

N
3 s a S 2 ! a

Ansatz 1 vor TES—Acetyl-Umschiitzung e "
| | | ‘ | | | ‘
5.00 4.5C

ppm (1)
Abb. 21. Ausschnitt aus detH-NMR-Spektren der Glycosylierung vdrl6 mit 92 (Ansatz 1, Tabelle 9) vor

(unten) und nach (oben) Umschitzung.

Weil die Aktivierung des Thioethylglycosid® mit CuBr keine Stereoselektivitat zeigte,
wurden andere Aktivierungsmethoden gesucht, dieimar Verbesserung fuhren kdnnten.
Unterschiedliche Promotoren filhren zu unterschébdlh Ubergangszustanden am Cl1-
Kohlenstoffatom und damit zu unterschiedlichen Rieasmechanismen (3p~ S\2 gegen
spf — Sy1). Bei Nicht-Nachbarbeteiligung hat dieser Effekien erheblichen Anteil an der
Verteilung zwischem undp.?®* 284 Es war zwar bekannt, dass Thioglycoside nach éexi
in Anwesentheit einer Allylgruppe mit IDCPadoniundicollidinperchlorat) aktiviert werden
konnten, aber zunéchst erschien diese Variante pialtikabel?>2” Das IDCP ist schlecht
lagerfahig und deshalb nicht kommerziell erhaltliés muss aufwendig nach folgender
Reaktionsgleichung aus relativ teuren Ausgangsmasitar hergestellt werden (B = Base =
symCollidin):

AgNO; + NaCIQ, + 2B — [Ag(B)2]CIO, | + NaNGs

[Ag(B)2]ClO4+ 12 — [I(B)2]CIO4 + Agl]

Aus diesem Grund wurden zunachst Standardmethodersucht, die jedoch auch die
Gefahr einer elektrophilen Nebenreaktion mit ddylgtuppe mit sich bringen. Dazu zahlten
die Aktivierung mit NIS und Trifluormethansulfonsalf® mit DMTST!?® 290 mijt

Methyltriflat®** sowie mit Dimethyldisulfid und Trifluormethansutfsaureanhydriéf®
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3. Synthesen

Ublicherweise werden in Glycosylierungen der Doood der Akzeptor im Lésungsmittel
gemischt, auf Reaktionstemperatur gebracht, undchéie8end erfolgt die Zugabe des
Promotors/Aktivators. Um die Gefahr der Nebenreaktzu minimieren, wurden in dieser
Arbeit die Reaktionsbedingungen so gewahlt, dassachst der Donor92 mit den

verschiedenen Promotoren unter wasserfreien Bedgeguim aquimolaren Verhéltnis geldst
wurden. Man liel3 dem Don@2 jeweils 30 Minuten Zeit, um die aktive Spezieslzlden

und erst dann wurde der Akzeptor im gelosten Zuktaimzugegeben. Die Resultate fur

dieses Vorgehen bei unterschiedlicher Aktivieruimgl $n der Tabelle 9 (2-5) wiedergegeben.

U ||1| H-1" 82 (a)|und H-1" 85 (B)

b}
AR T

e Rohprodukt-NMR von 82/85 -~ -
5§  Ansatz3 5 L

‘ \ ‘ \
5.00 45¢
ppm (t1)

H-1" 82 (a) und H-1" 85 (B) L

W

e Rohprodukt-NMR von 82/85 o
] Ansatz 1 S

a
o
S
Q

-

-5000

| | | ‘ | ‘
5.00 4.5¢
ppm (t1)

Abb. 22.Beispielhafte Auswahl von NMR-Spektren anhand ddeso/3-Verhéltnis der

Glycosylierungsreaktionen bestimmt wurden

Nach jeweils einer Stunde Reaktionszeit wurden Reaktionen abgebrochen, und das
Rohgemisch wurde zur Entfernung der TES-Schutzgmpp wassrigem, essigsaurem THF
geldst. Nach drei Stunden wurde neutralisiert, (N&cht acetyliert und schlussendlich das
Gemisch der Trisaccharid2/85 vom verbleibenem Don@2 und Akzeptorl16 abgetrennt.
Das Anomerenverhaltnis wurde dann duféhNMR-Experimente ermittelt. Exemplarisch
sind in Abbildung 22 Ausschnitte dii-NMR-Sprektren der Ansatze 1 und 3 dargestelis. Al
Bemessungsgrundlage dienten die Integrale der kiieaistischen Signale der anomeren
Protonen den-Fucose und das anomere Proton escetylglucosamins, an das die Fucose

B-glycosidisch gebunden war. DasFuc-H-1"-Signal erschien bei ca. 5.45 ppm, wohgame
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3. Synthesen

das B-Fuc-H-1-Signal bei ca. 4.85 ppm zu erkennen wae Daten hierzu sind fur die
Ansatze 2 bis 5 in der Tabelle 9 (2-5) zu finden.

Eine Aktivierung des Thioethylglycosids mit NIS/THOwar nicht erfolgreich. Es konnte kein
Produkt isoliert werden (Tabelle 9, 2). Bei den &men 3-5, in denen Promotoren auf
Methyltriflat- und Dimethyldisulfid-Basis verwendetvurden, war die Glycosylierung
erfolgreich. Das DMTST wurde vor der Reaktion fhis@aus Dimethyldisulfid und
Methyltriflat hergestellt und als Salz erhaltéfi! Mit diesem Promotorsystem konnte die
Stereoselektivitat deutlich gegentber Ansatz 1 essbrt werden. Die Ausbeute war jedoch
mit 39% sehr moderat (Tabelle 9, 3). Die Grundefiwenvaren wohl hauptsachlich darin zu
suchen, dass zum einen Nebenreaktionen mit defgaliypé?®* auftreten konnten, und zum
anderen ublicherweise ein 4-5facher Uberschuss OBETST eingesetzt wird (hier
aquimolar)?®! Die Verwendung von Methyltriflat verbessert dieer®bselektivitat, brachte
aber keine Verbesserung der Ausbeute. Im Gegemtede sogar nur eine Umsetzung zum
Trisaccharid von 21% beobachtet (Tabelle 9, 5).

0 SEt
OTES
Ve TeSCTES o,
MeSSMe + MeOTf ——> Me-S-S® OOTf
‘Me :Nu
T © (
DMTST @ Me(EY)
. 0 S
ﬁ\z‘OT&
O\\SE(F)S TESOO TE°
MeSSMe + TR0 — | Me-s-s@ ooTf
Me 92A
Aktivatorkomplex AK
MeOTf

Schema 25.Mechanistische Betrachtung verschiedener Promattase.

Methyltriflat S methyliert auch in der Anwesenheit von Akzeptordikbxygruppen bevorzugt
Thioglycoside, um ein Glycosylsulfonium-I@2A zu bilden (Schema 247* #*°|n einigen
Fallen ist dennochO-Methylierung gefunden worden. Auch in der hier dhgeflhrten
Reaktion konnte ein methylierter Akzeptdt6”® durch MALDI-TOF (116 m/z = 852.3
[M+Na'] — 116" m/z = 866.3 [M+N%]) des Rohgemisches nachgewiesen werden. Der
methylierte Akzeptor war nicht mehr glycosylierbaseshalb die geringe Ausbeute erhalten
wurde. Sowohl die beste Ausbeute fur das Trisaathals auch die beste Stereoselektivitat
brachte die Glycosylierung mit dem Promotorsystemms aDimethyldisulfid und

Trifluormethansulfonsaureanhydrid (Tabelle 9, 4)it Miner Ausbeute von 67% fur die
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3. Synthesen

Trisaccharide und einena/B-Verhaltnis von 8.3 zu 1 brachte die Glycosylieruaim
vergleichbar gutes Ergebnis, wie fur andere Promsgsteme bereits beschrieben war. Kunz
et al. erhielten 65-75% Ausbeute mit CyBmd TBAB, Kosmeaet al. konnten mit IDCP ein
3-4-Diol selektiv mit 49 % in 3-Position fucosyler. Vergleicht man die &hnlichen
Aktivierungsmethoden mit DMTST und Dimethyldisuliidethyltriflat unter mechanistischen
Gesichtspunkten, wird der Vorteil von DimethyldisdiMethyltriflat deutlich (Schema 24).
Beide Promotoren liefern ein Sulfonium-lo®2A, das nukleophil am anomeren
Kohlenstoffatom in einem &@-artigen Ubergangszustand angegriffen wird. Digsegriff
erfolgt von der 1,Zis-Seite unter Ausbildung dem-glycosidischen Bindung, weil der
Komplex sowohl mit DMTST als auch mit DimethyldiBdIMethyltriflat die Unterseite des
Thioethylglycosids92A abschirmt. Der AktivierungskompleXK aus Dimethyldisulfid und
Methyltriflat bringt eine gro3ere Aktivitat gegerditdem DMTST, weil die Elektrophilie des
Sulfonium-lonsAK durch den Elektronenzug der Triflyl-Gruppe erhitt Im DMTST ist
die Stabilitdt des Sulfonium-lons durch die Elekndonor-Methylgruppen erhoht, weshalb
in Glycosylierungen grundséatzlich ein 4-5 facheret#ichluss eingesetzt werden muss.
Wegen dieser Uberlegungen und des guten Glycosglsergebnisses mit
Dimethyldisulfid/Methyltriflat wurden diese Bedinggen auch auf die Synthese der
Trisaccharide83, 84, 86 und 88 angewendet. Das E®erivat 86 konnte mit 59% /B =
7.8:1) Ausbeute erhalten werden, und di&-Araloga83 (Le*°"), 84 (Le*-*®) und 88 (Le*
D=Ly wurden mit 63% ¢/p = 9.5:1), 53% @/ = 8.7:1) bzw. 59%q/p = 6.9:1) Ausbeute
gewonnen (Tabelle 9, 6-8, 10). Damit waren die timiahen Lé&-Analoga durch die
Verwendung persilylierter  Thioethylglycoside unteDimethyldisulfid/Methyltriflat-
Promotion mit sehr guter Stereoselektivitat und euge zugénglich. Das TrisacchaBd
(Le*R"aM wurde durch Schmidt-Glycosylierung am Akzeptd6 mit dem Trichloracetimidat
94 in 42% Ausbeute erhalten (Tabelle 9, 9). Auf Grutel 2O-Acetylgruppe wurde
ausschlief3lich die-Verbindung isoliert. Die Konfiguration der glycdschen Bindung in
allen Trisacchariden wurde mit C,H-gekoppelten HSQ@R-Experimenten bestimmt. Die
charakterischen Daten sind zusammen mit denen accharide in Tabelle 10 (Seite 82)

aufgelistet.
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LY.
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Abb. 23. HSQC-NMR-Spektrum der Verbindur@® mit VergréRerung der anomer&e-Signalregion.

Wie bereits dargestellt, sind die C,H-Kopplungkansen fiirde 1 (o) = 170 Hz und filtde 4
(B) = 160 Hz. Diese sind charakteristisch und beweisas ‘derliegen dem- oder (3-
glycosidischen Bindung. Im Folgenden werden dieserdnungen exemplarisch fur die
Verbindungen LE*FUc 82, LegPFuc 85 |eotCa 84 und L&*R"™ 87 vorgestellt und
miteinander verglichen. Die Abbildung 23 zeigt destkoppelte HSQC-Spektrum der
Verbindung82, mit dem die Signale den Kohlenstoffatomen C-1I,"@nd C-1"" zugeordnet
wurden. Anhand dieser Zuordnung wurden im C,H-gpktipn HSQC-NMR-Spektrum die
Kopplungskonstanten ermittelt (Abb. 23).
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b
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Abb. 24 C,H-gekoppeltes HSQC-NMR-Spektrum der Verbind88ganomere>C-Signalregion).

Das N-Acetylglucosamin istp-glycosidisch ¥Jcin: = 161.4 Hz) mit dem Allylalkohol
verbunden, ebenso die Galactose an die 4-OH-GrugpeN-Acetylglucosamins(cy -y =
164.3 Hz). Die Kopplungskonstante vOdci - = 178.9 Hz ist der Beleg fir die-

fucosidische Bindung.

ACO OA - © = e e @ o ()] ; 7C
AcO ¢ o @ - :
0 OTBDPS o L

— 8C
1” ® L
AcO —3-0 O ° L

O ) 0 —a
?\ZBAC AN WM om -
OAc L

AcO g5 @ > — 10c
- ey Cl c-1 e

= = S e
= © L

} 12¢

R

e *® 50 50 e a0 50
| ‘ | | ‘ | | ‘ | | ‘ | | ‘ | | ‘ | ‘
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Abb. 25. HSQC-NMR-Spektrum der Verbindud$ mit VergroRerung der anomer&ie-Signalregion.
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Im Gegensatz dazu zeigt dieFucosylverbindung & 85 dn deutlich unterschiedliches
HSQC-NMR-Spektrum (Abb. 25). Di&C-Verschiebungen fiir die anomeren Kohlenstoffe
liegen bei ca. 99 ppm. Fiir dieFucosylverbindung konnte eif#C-Verschiebung von ~ 105
ppm festgestellt werden. Dieses erste Indiz fur\datiegen dei3-Fucosylverbindung konnte
mit den C,H-Kopplungkonstanten verifiziert werdenAbpildung 26). Alle
Kopplungkonstanten liegen mit ca. 165 Hz im Bereddr [3-glycosidischen Bindungen
(N1 ni= 167.3 Hz, ey w1 = 164.4 Hz, ')y 11 = 164.3 Hz). Damit konnte eindeutig die

Stereoisomerie der Verbindungen‘&“°82 und L&®°85 bewiesen werden.

R N S

o1 c-1”

Q Jermy = 167.3 Hz @ Jer —1643H2@
Jepay = 164.4 Hz

C-1
OAc o1
Ao, OTBDPS
1
AcO T (0] 0 102.C
070 ©
?\Z&Ac ACHN T
A OOAC 103
C

85

[

pm (t1

| | | | ‘ | | | | ‘ | | | | ‘ | | | | ‘ | | | | ‘ | | | | ‘ | | | | ‘ | | | | ‘
5.1C 5.00 490 4.80 4.70 4.60 4.5¢
ppm (t2)

Abb. 26.C,H-gekoppeltes HSQC-NMR-Spektrum der Verbind86ganomere>C-Signalregion).

Interessant ist das HSQC-NMR-Spektrum deRhamnosylverbindung E€"a™ 87 (Abb.
27). Hier zeigt das Signal fur dasRhamnosyl-C1-Kohlenstoffatom mit ca. 97 ppm die
geringste Tieffeldverschiebung aller anomerer Kosieffatome, was ungewohnlich ist fik
glycosidische Verknipfungen. Die Konfiguration dramnosylbindung lasst sich auch mit
Hilfe der 1,2-Protonenkopplungskonstanten nichtibesen, da die Karplus-Beziehung fur
Rhamnose- wie Mannose-Konfiguration ahnliche Kopgikonstanten fur die- und die-
Verknuipfungen vorhersagtl{, (a) = %J;, (B) = 3 Hz). Fiur die Verbindung Ké&RMm g7
konnte also nur die Analyse des C,H-gekoppelten EGBMR-Experiments die

Konfiguration am anomeren Zentrum Kklaren.
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Abb. 27.HSQC-NMR-Spektrum der Verbindu®y mit VergroRerung der anomer&ie-Signalregion.

Die B-glycosidische Verknipfung der Galactose undNléscetylglucosamins zeigen jeweils
eine typischd3-Kopplungskonstante von ca. 160 Hicf 1= 164.3 Hz undJcy” 1= 161.3
Hz). Mit *Jc1 w1 = 173.2 Hz zeigt die Kopplungskonstante fiir die iRhasyl-Verkniipfung
den typischen Wert (~170 Hz) derglycosidischen Bindungen (Abb. 28).
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Abb. 28.C,H-gekoppeltes HSQC-NMR-Spektrum der Verbind8iganomere>C-Signalregion).
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Abb. 29. HSQC-NMR-Spektrum der Verbindui@g mit VergroRerung der anomer&ie-Signalregion.

Auch beim L-Gal-Derivat 84 war eine Bestimmung dem-Konfiguration nur durch die
Analyse des C,H-gekoppelten HSQC-NMR-Experimentsgliold, da das Signal des
anomeren.-Gal-Protons mit anderen (iberlagerte und'd@Verschiebungen der C1-Atome

sich nicht signifikant unterschieden (Abb. 29).
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Abb. 30.C,H-gekoppeltes HSQC-NMR-Spektrum der Verbind8dganomere>C-Signalregion).
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Galactose

und

dasN-Acetylglucosamin

C,H-

Kopplungskonstanten von 161.3 Hz bzw. 164.3 Hzteaigmusste bei dar-Galactose in

Position 3 des Glucosaminbausteins ainglycosidische Bindung vorliegen, daci 11 zu
173.2 Hz ermittelt werden konnte (Abb. 30). Die relkéeristischen NMR-Daten fir wichtige
Intermediate sind mit den C,H-Kopplungskonstantehie die Konfigurationen der

glycosidischen Bindungen belegen, in der nachstiemabelle 10 zusammengefasst.

Tabelle 10.Charateristische NMR-Daten fiir wichtige Intermeeliddie'Jc -Kopplungskonstanten belegen die

Konfiguration der jeweiligen glycosidischen Bindung

Verbindung

C1/ Hilppml, Y1

C1" / H1 [ppm],
19t
C1H1

C1”"/H1 Tppm], Y Je1 a-

DiLe* 116

DiLe* 117
DiLe*®* 119
DiLe*P~t 121
Le" 82
Le*C 83
Le*-%2 84
Le*PFuc g5
Le? 86
Lex-Rha 87

Le*P~t 88

98.8/4.77,161.4 Hz
97.5/4.97,164.3 Hz
98.9/4.76, 161.4 Hz
99.0/4.80, 161.0 Hz
99.0/4.57,161.4 Hz
100.4/4.59, 162.6 Hz
98.9/4.83, 164.3 Hz
98.6/4.83, 162.5 Hz
95.9/5.10, 161.5 Hz
97.4/4.84,164.3 Hz

100.1/4.80, 162.9 Hz

100.9/4.70, 160.4 Hz
101.4/4.57,162.3 Hz
100.5/4.82, 164.0 Hz
101.9/4.75, 163.5 Hz
105.7/5.43,178.9 Hz
103.3/5.40, 175.3 Hz
101.0/4.96, 173.2 Hz
99.4/4.95,171.9 Hz
97.1/4.49, 163.9 Hz
97.1/492,173.2 Hz

104.6 / 5.40, 170.5 Hz

oA B9, 164.3 Hz
994.52, 163.9 Hz
oglpl, 161.3 Hz
08159, 164.0 Hz
10G25, 172.0 Hz
oAUL6, 161.3 Hz

104.85, 161.1 Hz

Die so erhaltenen, gut charakterisierten Trisadearivurden nun der Benzaldehyd-

Funktionalisierung durch Olefinmetathese zugefibreé Ergebnisse sind in der Tabelle 11

enthalten.
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Tabelle 11.Dastellung der Benzaldehyd-verkniipften Trisaccteaddrch Olefin-Metathedd.

OMe

O 4

SGO -0 Kat 38 -0 OMe
: “ 0

SG = Schutzgruppe SGO X "0

3. Synthesen

Edukt Produkt Ausbeuté
OTBDPS OMe
OAC /@OMe
1 82 Aco AcHN o 81%
O OAc
123
OTBDPS OMe
AcO @OMe
AcO
2 83 # o Yo 87%
?\QOAC
124
OTBDPS OMe
OAC @OMe
3 84 Aco AcHN o 85%
O OAc
125
% OTBDPS OMe
4 85 /©/%Me 79%
?f AcNH "o
126
&% OMe
5 86 o OTBOPS J@AOMG 74%
W AHN T Yo
AcO SOAc 127
OTBDPS OMe
OAC @OMG
6 87 Aco AcHN "o 84%
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OMe
ACOOAC OTBDPS
/&6&98& OMe
7 88 AcO 0 O "0 55%
Aco| AcHN
AcO
(6]
AcO 129

[a] Reagenzien und Reaktionsbedingungen: 9-1@%&dl0 mol% Katalysato88, DCM, Riickfluss, 6 h. [b] Es

wurden nur E)-konfigurierte Produkte gefunden.

Mit den unter 3.2 fur die Funktionalisierung deryihonosaccharidglycoside erarbeiteten
Bedingungen konnten auch erfolgreich die Trisaddea82 — 88 in die Benzaldehyd-
funktionalisierten Glycoderivatel23 - 129 dberfihrt werden. Dazu lie3 man die
VerbindungerB2 — 88 jeweils mit 9 bis 10 Aquivalenten des allyliscHg@enzaldehydderivats
41 in der Anwesenheit des Grubbs-Hoveyda-Metatheabjsattors38 (0.1 Aquivalente) fiir
sechs Stunden in DCM refluxieren. Die leichte Ednidnvon 5-8 Aquivalenten der Menge an
Komponente4l fuihrte zu einer allgemeinen Verbesserung der AutebeSo wurden die
Verbindungen123 — 128 mit hervorragenden Ausbeuten von 74% bis 87% d#elie
lediglich bei der Synthese von Verbindub®P konnte nur eine moderate Ausbeute von 55%
erzielt werden (Tabelle 11).

AbschlieRend mussten die tAnaloga durch eine vierstufige Sequenz entschiitzt die
Doppelbindung zur Einfachbindung umgewandelt werd&ie Charakterisierung der
Produkte 130 — 136 erfolgte erst nach der vollstandigen Transfornmtidn den
Verbindungen123 - 129 wurde zunéchst die Aldehydfunktion durch die eindige
Behandlung mit Trifluoressigsaure in wassrigem Tiibtgesetzt. Ohne die Benzaldehyd-
Funktion zu beeinflussen, konnte die Doppelbindumigy Palladium auf Aktivkohle und
Wasserstoff hydriert werden. Allerdings musste Hetalysator dazu mit Diphenylsulfid
passiviert werden. Anders als zuvor fur die Monad uDisaccharide, mussten die
Silylschutzgruppen mit TBAF und Eisessig in THF femit werden, bevor die
Zielverbindungen durch Zemplén-Deacetylierung ¢emalvurden. Nach vier Stufen konnten
die Aldehyd-funktionalisierten LeAnaloga130 — 136 mit sehr guten Gesamtausbeuten von
63% - 78% synthetisiert werden (Tabelle 12).

Somit war die Synthese der mit einem Benzaldehydtdn ausgestatteten
Kohlenhydratderivate abgeschlossen. Nun konnte Bbwmit der Synthese der

Glyconanopartikel als auch mit der Glyco-SAM-Bildufortgefahren werden.
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Tabelle 12.Entschiitzung der Aldehyd-funktionalisierten Tridzade®

OMe
=0
OMe a,b,cd >/O /©/\
R O
SGO%O\/\/\O@)\ HO ==~ 0_ "~ "¢
Edukt Produkt Ausbetk
OH

1 123

HO Q o
HO
H

0
5
on AcHN 63%
Q/ oH
OH
o)

130 (L€e")

SONOhA
2 124 # a0 68%

131 (Le*Cl)
O
3 125 HO%A AcHN 70%
132 (Le*-Ca)
4 126 J;[\K @AO 68%
?Z‘ AcNH "o
133 (Le*PF19
0 OH
5 127 &% oA /@Ao 78%
F/F AN T o
HO “oH 134(Le%
OH /@AO
6 128 OH AcHN o 70%
135 (Lex-L-Rham)
\/\/\
7 129 Hol AcHN © 73%
HO
O
HO 136(Le*P™)

[a] Reagenzien und Reaktionsbedingungen. a) THE, HIFA, RT, 1h; b) Pd/C, I DPS, EtOAc, 24 h, RT; c)
TBAF, AcOH, THF, RT, 12h; d) NaOMe, MeOH, RT, 24h] tber 4 Stufen.
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3.5 Synthese Kohlenhydrat-funtionalisierter Goldnanopatikel

Im bislang wenig erforschten Gebiet der Nanomedizimd Goldnanopartikel als
Tragermaterial fur biologisch-aktive Substanzen vbesonderem Interesse. In der
Fachliteratur wird deshalb intensiv ihre Praparatidoxizitat und ihre Anwendung in
Bildgebungsverfahren, Diagnose und Theraphie diski®® Nach der Entdeckung des
Goldes vor funftausend Jahren im heutigen Bulgaweinde es bereits in der Antike von
Chinesen und Agyptern in kolloidialer Form therajsah und kosmetisch verwendet. Die
erste wissenschaftliche Veroffentlichung zu Goldpartikeln (AuNP) stammt aus dem Jahr
1857. Faraday beschrieb und diskustierte dort desa@menhang zwischen der kollodialen
Form von Gold, also AuNPs, und ihrer intensivenf&bung®®” Im Jahr 1908 beschrieb
Mie erstmals die visuelle Lichtabsorption von AuN#gch Maxwells elektromagnetische
Gleichung®®® AuNPs sind in GroRBen von 1 bis 120 nm erhaltlithe Plasmonbanden-
Absorption beginnt ab einer Gréf3e von 3 nm. Diaektlsare Eigenschaft ist nur eine von
vielen physikalischen Eigenschaften, die AUNP vaetaiischem Gold unterscheiden. Diese
veranderten Eigenschaften von AuNP sind nicht ndir fdie Optik, Katalyse,
Materialwissenschaften, sondern auch fiir BioloGiechemie und Medizin interessdfit’
Ihre GroRRe liegt in der Groélenordnung von Proteined anderen Biomakromolekilen.
Heute existieren viele Arbeiten zu AuNP, die mitptden, Proteinen, DNA oder RNA
funktionalisiert worden sind® *° Nur wenige Beispiele sind fiir Kohlenhydrate
beschrieben, obwohl Glyconanopartikel (GNP) eireaid Plattform sind, um die Glycocalix
von Zellmembranen zu mimikrierdf!

AuNP werden hauptsachlich durch zwei unterschibdlicReduktionreaktionen von
kommerziell erhéltlicher, sogenannter Goldsaure BB synthetisiert. Das Turkevitch-
Protokoll wurde schon 1951 eingefiihrt und findes héute verbreitet Anwendulf§? Hier
wurde Ad" in Wasser mit Natriumcitrat zu Aueduziert®®® Die Citrat-stabilisierten AUNP
werden anschlieend durch Ligandaustausch mit @miah die funktionalisierten AuNP
umgewandelt. Dieser Ligandenaustausch bringt eidBege Stabilitat der AuNP, da die Au-
S-Bindungen sehr stark sind (ca. 50 kcal/rfi8f).Jiingere Methoden haben das Turkevitch-
Protokoll hinsichtlich der GroéfRenkontrolle und -tedung erheblich verbessert. So kdnnen
heute kontrolliert und nahezu monodispers AuNP wmiiter definierten Grol3en von
9 — 120 nm hergestellt werdEff!

Von Schiffrin und Brust wurde eine einstufige Syegh von thiolierten AuNP vorgestellt. In

einem Phasentransfer-System aus Wasser und TolootlewHAuUC) mit NaBH; in
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Anwesenheit eines Alkylthiols und Tetrabutylammanbromid reduziert® Die GroRe der
so erhaltenen AuNP hangt sehr stark von dem vergtendAlkylthiol ab. Mit dieser Methode
lassen sich auch AuNP herstellen, die kleiner aisnSsind. Um einheitlich groRe AuNP mit
unterschiedlichen Funktionalitditen zu erlangen, snuwsuch hier in einem zweiten
Syntheseschritt durch meist organisch-chemische ktR@a oder durch
Thiolaustauschreaktion nach folgender Gleichung dbeversifizierung durchgefihrt

werdent®”]

(RSHAUNP +m R SH— (RS).(R"SWAUNP +n RSH

Auf dem Gebiet der Glyconanopartikel (GNP), alsd Kohlenhydraten funktionalisierten
AuUNP, sind in Europa die Gruppen von S. Penadeudd Jensen fiihrend. Die Gruppe von
Penades verfolgt bei ihren Synthesen das Brustkothf**® wahrend K. J. Jensens Gruppe
auf das modulare Prinzip von ThiolligandenaustaascBitrat-stabilisierten AUNP set#t

Das Konzept von Jensest al. erfillte die Voraussetzung einer modularen Kohjeinat-
Funktionalisierung von AuNP, wie es in dieser Ath@ngesetzt werden sollte. Die Citrat-
stabilisierten AUNP mussten nur einmal hergestadliden. Zur Funktionalisierung konnte die
Losung der AuNP aliquotiert werden. Dieses Prinagpeinfacht die Praparation von einer
grof3en Anzahl verschiedener GNP, und die Einhkkkd des Materials erlaubt eine bessere
Interpretierbarkeit der SPR-Experimente (AbschfiittDeshalb wurde in Kooperation mit der
Gruppe von K. J. Jensen die Synthese der GNP angega Das Know-how zur Synthese
von GNP konnten in Jensens Laboratorien in einemwd@higen Forschungsaufenthalt
intensiv erlernt und spéter in Hamburg weiter vigitfaverden.

Zunachst wurden die Citrat-stabilisierten AUNP betisiert (Schema 26). Es wurde HACI
in entgastem Wasser refluxiert, und nach etwa 1@ukén wurde die ca. 60 °C warme
L6ésung von Natriumcitrat zugegeb@H).] Unter diesen Bedingungen entstanden AuNP mit
einem Durchmesser von ca. 13 R 3'? Die Charakterisierung der AuNP ist weiter unten
beschrieben.

Jenseret al. benutzten das Aminooxim-tetraethylengly@éd, um freie Oligosaccharide tber
das reduktive Ende zu binden. Anschlielend wurdgndiesen Glycokonjugaten tber die
Thiofunktion ~ AuNP  funktionalisiert. Mit diesen GNP wurden biologische
Erkennungsprozesse untersutht. Dieser Ansatz sollte auch fir die hier synthetisie

Benzaldehyd-funktionalisierten Kohlenhydratstruktuangewendet werden.

87



3. Synthesen

Dazu wurde Tetraethylenglyc@B7 mit Hydroxyphthalimid in einer Mitsunobu-Reaktiam

das N-Alkoxyphthalimidat 138 Uberfihrt. Diese Desymmetrisierung wurde in &aquamem
Verhéltnis der Reaktanden durchgefihrt. Um eine wanélige Entfernung des
Triphenylphosphinoxids zu vermeiden, wurde Polygeloundenes Triphenylphosphin (PS-
PhsP) verwendet. Das monosubstituierte ProdiB& wurde dabei in 37% Ausbeute neben
18% disubstituiertem NebenprodukB8a erhalten. Das entsprach einer statisch-bereinigten
Ausbeute von 74%, wenn man eine theoretische Atsheun 50% bei aquimolarem Einsatz
der Reaktanden zu Grunde left&.

HAuCl, —2~ A
Citrat-
stabilisiert
H PhthN PhthN HoN
4 4 4 4
137 138 139 140

+
l /
PhthN< /\%O\
0 . NPhth OH
H SAc =N
%0“’> 138a HO 0 /@A o ST
4 HO O\/\/\O 4

OH

142

%g

OH
~N
Hoﬂ/ /@A {O/\%SH
HO O\/\/\O 4

OH

143

Schema 26 Synthese der Citrat-stabilisierten Goldnanopartiked Versuche zu deren Funktionalisierung nach
Jensenet al ®*® Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) HAuRAtriumcitrat, HO, 60°C, 2h; b)N-
Hydroxyphthalimid, PS-PRhDIAD, THF, RT, 16 h, 37%; c) TrSH, PS-PPBIAD, THF, 0 °C— RT, 16 h,
78%; d) Hydrazinhydrat, MeCN, RT, 2h, 97%; e) Tlssigsaure, PRhDIAD, THF, RT, 16 h, 23%; f53 (1.1
Aqg.), MeCN, HO, AcOH, 16 h, quant.; g) TFA, Triethylsilan, DCBImin.

Das Phthalimidl38 wurde ebenfalls in einer Mitsunobu-Reaktion thioKtionalisiert. Die
Reaktion des Ethylenglycolis38 mit Triphenylmethanthiol, DIAD und Polymer-gebunéen
Triphenylphosphin (PS-BR) lieferte das geschitzte Thib89 in sehr guter Ausbeute von

78% und wurde erstmals 2005 von Xt al. berichtet®** Durch Hydrazinolyse der
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Phthalimidgruppen konnte nahezu quantitativ der iaxy-Linker 140 freigesetzt werden.
Als Verdunnungsspacer fur die GNP-Synthese solite Tetraethylenglycolthioacetadl
dienen. Es wurde ebenso durch Mitsunobu-ReaktianTimioessigsaure erhalten (Schema
26). Jenseret al. konnten erfolgreich sowohl Glucose und Maltose alsh Maltotriose
saurekatalysiert an den Aminooxy-Linket0 mit Ausbeuten von 74 — 88% binden. Mit TFA
und Triethylsilan wurde dann das freie Thiol erzeudje Kompatibilitdt dieser Prozedur
wurde am Glucosederiv&3 getestet. Die Kopplung zum Oxitt¥2 war noch erfolgreich.
Nachdem man das Glucopyrano$@ mit dem Linker 140 in wassrigem, essigsaurem
Acetonitril  fur 16 Stunden reagieren liel3, konnteasd Oxim 142 nach kurzer

Kieselgelfiltration quantitativ erhalten werden.

OH

=N STr I
HO o] /@/‘\ {D/\}
HD‘%H/OW\O 4 — 15000

142

— SN

T T T T T 1
51
pom (i)

Abb. 31.NMR-Spektrum des Oxim$42, erhalten nach schneller Kieselgelfiltration .

Die lipophile Natur und die starke UV-Adsorptionsd€hioltrityl-Linkers erméglichte eine
schnelle Reinigung des Konjugdtd2 innerhalb einer Stunde. Das Rohprodukt wurde Uber
ein Kieselgel-Pad in einer Saugfritte filtriert. ¥ verblieb das unumgesetzte Glucose-
Derivat 53 auf dem Pad zurlick. Der Link&d0 war nicht mehr nachweisbar. Jensgral.
konnten mit diesem Ansatz ungeschitzte Trisacchanidt dem Linker ausstatten und
einigen. Deshalb war die Annahme, dass sich diesthdde auf die hier dargestellten
Trisaccharide anwenden lassen sollte, gut begrindet vielversprechend. IfH-NMR-

Spektrum des so erhaltenen Oxitd?2 war kein Aldehyd-Signal mehr erkennbar, wodurch
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die Vollstandigkeit der Oximbildung wie auch dientachheit der Reinigung solcher
Konjugate bestétigt werden konnte (Abb. 31). BeiBikdung von asymmetrischen Oximen
kénnen E)- bzw. @)-Konfigurationsisomere auftreten. Fir die spatéomjugation an die
AuNP und die anstehenden Untersuchungen von Koptkeatiabhéngigen
Erkennungsprozessen sollten die Kohlenhydrat-Luikanjugate moglichst einheitlich sein.
Mit einem E/Z2)-Verhéltnis von 10:1 betrug der Anteil ak){konfiguriertem Oxim 91%
(Abb. 32). Dieser Anteil war im Allgemeinen grof3ngg, um bei der Untersuchung von
biologischen Erkennungsprozessen, die von der digaprésentation orientierungsabhangig

sind, keine systematischen Fehler hervorzurufen.
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Abb. 32. Ausschnitt aus dem NMR-Spektrum des Oxit#2 Es sind die Signale de&)¢ und @)-Oxims
erkennbar. Sie liegen im Verhaltnis 10:1 vor.

Die finale Entschitzung zum Thi@43 mit TFA und Triethylsilan in DCM war jedoch nicht
erfolgreich, da es zu einer unerwarteten Nebeniakam (Schema 26). Vergleicht man das
'H-NMR-Spektrum des Oxims142 mit dem RohproduktH-NMR-Spektrum der
Entschitzungsreaktion, fiel sofort auf, dass dasadtieristische Oxim-Signal bei ca. 8 ppm
verloren gegangen war (Abb. 33). Die Tritylgruppst ientfernt worden, denn die
aromatischen Protonensignale zeigten nur nochidieBenzaldehydprotonen. Das Signal der
CH,-S-Gruppe hat eine Tieffeldverschiebung erfahress auf die Bildung des freien Thiols
143 hindeutet. Wenn die freie Thiolgruppe trotz ded&dion des Oxims im Glycokonjugat

vorhanden ist, konnte dieses unerwartete Nebengraotch eingehender Charakterisierung
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dennoch fur die SAM-Bildung auf den AuNP eingeseterden. Aber betrachtete man die
CH,-S-Region im Detail, fiel im Vergleich zum Oxid¥2 auf, dass das Signal der &8-
Trityl bei 2.37 ppm nicht mehr zu beobachten waafid erschien bei 2.57 ppm ein neues
Signal (Abb. 34). Diese chemische Verschiebungpeiatst aber der zu erwartenden. Jensen
et al. hatten bei allen Glycokonjugaten fur die £8ruppe des freien Thiols im Linker eine
chemische Verschiebung von 2.66 — 2.67 ppm gefundeeser Unterschied war zu

signifikant, als dass er zu vernachlassigen war.

o, ::
oty
ﬂ H .J L
R R
(“] / al 40 30

/ IR J] E
(“ MlMJ‘ B o
" A I

pm {t)
Abb. 33. NMR-Spektren des Oxims42 (unten) und nach versuchter Detritylierung zu Vfeaing143 (oben).
Unten: Signal desH)-Oxims ist hervorgehoben. Oben: nach Detrityligrist das Signal nicht mehr vorhanden.

Zwei Indizien sprachen dafiir, dass es sich bei wesrwarteten Verbindung um ein
gemischtes Amino-Thioacetal des Benzaldehydmotausdbln musste. Dieses Acetal kann
durch eine innermolekulare, saurekatalysierte Reaktnit dem freien Thiol zustande
kommen. Zum einen war ifH-NMR des Versuchs zur Synthese von Verbind4§ ein
Singulett bei ca. 4.8 ppm zu beobachten, welchegichst als ein Losungsmittelsignal
interpretiert wurde (Abb. 34, oben). Diese chemes¢lerschiebung ist jedoch charakteristisch
fur das acetalische Proton in solchen Molekiltyped zum anderen sprach die chemische
Verschiebung der CHS-Gruppen fiur eine erhéhte Entschirmung der Pestpwie sie fur
ein gemischtes Acetal zu erwarten wére. Das fraielhat eine noch gréf3ere Entschirmung,
was zu einer noch starkeren Tieffeldverschieburgt f(Abb. 34). Damit war dieser Ansatz
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zur Darstellung von Glycokonjugaten zur Funktiosialiung von AuNP nicht anwendbar. Die
Thioaminalbildung verlauft vermutlich saurekatagysi (TFA), nachdem das Thiol durch
Reduktion mit Triethylsilan freigesetzt wurde. Dhlsin wird protoniert. Es entsteht ein
Carbeniumion, das nukleophil vom Thiol unter Thiaaatbildung angegriffen wird. Dieses

Amino-Thiolacetal wére nicht zur Ausbildung von A4Bindungen fahig.

2574

B /@AN\O/ECH
A = erwartet: /g o

CH,
S

/_.'
B = gefunden: ﬁu—o
/{\/\o

P (M)

2.368

25 200 150
o

Abb. 34. Ausschnitt aus dem NMR-Spektrum des Oxit# (unten) und nach versuchter Detritylierung zu
Verbindung143 (oben). Region der Thiomethylengruppe im Linkentdh: die Thiotrityl-CH-Protonen zeigen
eine chemische Verschiebung von 2.37 ppm. Oberh Datritylierung wirdd = 2.66 (CH-SH) erwartetA,
gefunden wurdé = 2.57B.

Deshalb musste das Linker-System gedndert werdérHiNe von Thioacetaten lassen sich
erfolgreich Thiolat-SAMs auf Goldsubstraten bildgtheoretische Betrachtung siehe
Abschnitt 4.1). Weil sich terminale Thioacetatevimeragend durch radikalische Addition von
Thioessigsaure an Doppelbildungen erzeugen lassdlie der neue Ansatz auf einem
monoallylierten Tetraethylenglycolderivat44 basieren (Schema 27). Der Precudd¢d
wurde durch nukleophile Substitution von kommetzehaltichem Tetraethylenglyc¢137)
an Allyloromid erhalten. Beim Einsatz von zwei Agalienten des Diol437 wurde neben
einer geringen Menge des diallyliertem Derivats mienoallylierte Verbindund.44 in sehr
guter Ausbeute von 90% erhalten. Dieser Precusonntko durch radikalische

Thioacetylierung quantitativ in den bendtigten Merdungsspacet47 tberfuhrt werden. Fur
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die Synthese des Ankerspacé#8 wurde der Allyletherl44 in einer Mitsunobu-Reaktion
mit N-Hydroxyphthalimid, Triphenylphosphin und DIAD inied geschitzte Aminooxy-
Verbindungl145 mit moderater Ausbeute umgewandelt. Nach Hydrayseodes Phthalimids
konnte abschlielend der Ankerspadet8 wiederum durch radikalische Addition von
Thioessigsaure an die allylische DoppelbindungmereAusbeute von 75% Uber zwei Stufen

erhalten werden (Schema 26).

o e s s s
4 4
145 146
ld I
H{ O/\/}o\/\/SAc H2N<O /\%O\/\/SAC
4
4

147
Schema 27.Synthese der Verdinnungs- und Ankermoleki¥7 und 148 zur Funktionalisierung der
Goldnanopartikel. Reagenzien und Reaktionsbedingnuing) NaH, DMF, 0 °C— RT, 12h, 90%; b)N-
Hydroxyphthalimid, PP§j DIAD, THF, RT, 16 h, 56%; c) Hydrazinhydrat, MeCRT, 2h, 75%; d) AcSH,
AIBN, THF, hv, 3h;147: quant.,148 quant.

Mit den Thioacetatenl47 und 148 waren nun die Grundlagen fur die Synthese der
Glyconanopartikel gelegt. In einem sequenziellersakn sollten die AuNP zunéachst in
verschiedenen Verhaltnissen mit dem Ankerspdet und dem Verdinnungsspace47
durch SAM-Bildung funktionalisiert werden. Aschleftl sollten die Kohlenhydrate direkt
durch Oximbildung auf den AuNP immobilisiert werdeDiese Abfolge konnte bereits
erfolgreich von Jensegt al. umgesetzt werden.

Die besten Methoden zur Charakterisierung von AuNRind die
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) und die-\U¥-Spektroskopie. Nach der Mie-
Theorie induziert eine elektromagnetische Frequene Resonanz-koharente Oszillation von
freien Elektronen an der Oberflache von spharisdtemopartikeln, wenn diese Partikel sehr
viel kleiner sind als die Lichtwellenlan§€® Dieses Phanomen nennt man
Oberflachenplasmonenresonanz (SPR, emssgkface plasmon resonarngesie tritt auch an
dinnen Metallschichten alit® Es bildet die physikalische Grundlage der SPR-
Sensorgraphie (fur theoretische Betrachtung siehbschnitt 4.1). Diese SPR-
Adsorptionsbande liegt bei metallischen Nanopalrikeus Gold, Silber oder Kupfer im
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sichtbaren Bereich. Die Losungen von Goldnanopartikniit einem Durchmesser von 5 nm —
20 nm erscheinen rétlich, weil das Absorptionsmaxmbei etwa 520 nm Iieg{ﬁl.ﬁl Die Lage
des Absorptionsmaximums ist stark abhangig von &rokorm, Konzentration,
Zusammensetzung und Umgebung der Al Aus diesem Grund kann die GréRe und die
Konzentration der hergestellten AuNP-LOsung leidatch UV-Vis-Spektroskopie ermittelt
werden. Die hier synthetisierten Citrat-stabilis@ar AUNP hatten im Durchschnitt ein SPR-
Absorptionsmaximum &g von 519 nm (Abb. 35). Nach Haist al. konnte daraus ein
Durchmesser der AuNP von 13.0 + 0.4 nm ermitteltder (detailierte Berechnung im

experimentellen Teil}'® Die Konzentration der AuUNP-L&sung betrug 10.9 nM.

2,00E+00

Absorptionsmaximum
Aggrp: 519 Nm

1,50E+00 -

1,00E+00 -

Absorption [AU]

5,00E-01 -

0,00E+00

350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Wellenlange A [nm]

Abb. 35.UV-Vis-Spektrum Citrat-stabilisierter AUNP. Absantismaximum 519 nm.

Die durch UV-Vis-Spektroskopie ermittelte Grol3e daNP von 13 nm konnte durch TEM-
Aufnahmen und deren Auswertung bestatigt werdee. \@rmessung von insgesamt 168
Partikeln ergab einen Durchmesser von 13.3 + 1.3 Die Homogenitat der AUNP-LOsung
war relativ gut, was reprasentativ aus der Abbigd@6 hervorgeht. Es waren keine grof3en
Aggregate zu erkennen. Das kleinste gefundenekBhhatte eine Grél3e von 9 nm und das
groldte eine von 16 nm. Insgesamt hatten 71% derPAeiNe Grol3e zwischen 12 und 14 nm
(siehe PartikelgroRenverteilung im experimentellen). In der Mitte der Abbildung 37 ist
ein reprasentatives Partikel mit einer Gré3e vo®IL3m hervorgehoben. Mit dem Lineal-

Tool der TEM-Software liel3en sich die AUNP bei 8@dacher Vergré3erung vermessen.
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Abb. 36. TEM-BIld der Citrat-stabilisierten AuNP; geringe igedRerung (500 nm)

" | ‘;’3

P >
[

L)
2
. o{ % e
50 nm % o e ®
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Au-NP (citrate)

Abb. 37. TEM-Bild der Citrat-stabilisierten AuNP; starke \gedR3erung (50 nm). In der Mitte des Bilds ist ein
durchschnittlich gro3es Partikel hervorgehobenQL3umn).

Es ist auch erkennbar, dass die AuNP teilweisedendealen Form einer Kugel abweichen
(Abb. 37). Es sind sowohl Prismen mit dreieckigemu@iflache als auch Doppelkegel
erkennbar. Die Aggregation der AuUNP in einer TEMBAdlung ist dem Umstand geschuldet,
dass die Konzentration der AUNP trotz Hydrophihsiegy des Kohlenstofftragers zu grof3 war,
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um homogen abzutrocken. Weil die AUNP noch niclmkfionalisiert waren, konnte es zu
einer sehr dichten Anlagerung zweier AUNP kommeie. Oberflachen der AuNP berihren
sich, schienen sich sogar teilweise zu durchdringeeses Verhalten anderte sich nach der
SAM-Bildung auf den AuNP.

Die Thiolat-SAM-Bildung auf AuNP ist eine weit veditete Methode zur
Funktionalisierun§® und Stabilisierud*® von Goldclustern. Natriumchlorid-Lésungen
sowie physiologische Puffer lassen Citrat-stat@iiei AUNP kolabieren. Funktionalisierte
Alkanthiol-SAMs verbesseren die Stabilitat gegemitiesen Losungefi?® Dabei wird eine
Vielzahl von Funktionalitaten im Thiol bei der SABildung wie Phosphate, Borate,
Alkohole, Carboxylate, Esté¥*! Amide™'® und auch Aminé?? toleriert. In dieser Arbeit
wurde die Funktionalisierung der AuNP durch SAMdBihg nach einem Protokoll von
Jensenet al. durchgefiihrf®! Es wurden vier Typen von AuNPAGNP-1 — AuNP-4)
synthetisiert, in denen wassrige Losungen der Stabilisierten AUNP mit methanolischen
Losungen des Ankerspaceig8 und des Verdiunnungsspacekd7 in unterschiedlichem
Verhéltnis fir 16 Stunden inkubiert wurden (TabélBy.

Tabelle 13.Synthese von Aminooxy-terminierteore-shellGoldnanopartikelff’

H,oN — Au
2 {O«%o\/\/s AuNP-1
N J
Y
Ankerspacer 148

AuNP-2: (148:147, 1:1)
——  HN ZAu— H
. ? <0«>4O\/\/S g S\/\/OVO% AuNP-3: (148:147, 1:2)
N J N J
Y Y

Citrat-

stabilisiert Ankerspacer 148 Verdlinnungsspacer 147
Au —S o] H -
——~ 4/\0}4 AuNP-4
N v J
Verdunnungsspacer 147
Verhéltnis148: 147 Produkt A Asp mald
1 1:0 AuNP-1 ~4 nm
2 1:1 AuNP-2 ~3nm
3 1:2 AuNP-3 ~3nm
4 0:1 AuUNP-4 ~6 nm

[a] SAM-Bildung durch Inkubieren der wassrigen AuRf methanolischen Lésungen der Thioacelat@und
147 in verschiedenen Verhaltnissen fir 16h. [b] Du8AM-Bildung auf Goldnanopartikeln @ndert sich die

Lage des Absorptionsmaximums der Oberflachenplasmbgp max
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Bereits kurze Zeit nach der Zugabe der Thioacefiatihgen war eine Farbveranderung der
AuNP-LGsung von Rot nach Violett erkennbar. Der iraafiir war die Anderung der Lage
des SPR-Absorptionsmaximums. Diese Anderung teitder SAM-Bildung auf AuNP ein
und kann als Charakteristikum der SAM-Bildung amfes werden. Die Anderung des
Absorptionsmaximums konnte durch UV-Vis-Spektroskofiir die AUNP-1 bis AuNP-4
ermittelt werden (Abb. 38).

0,9

A

Shift des Absorptionsmaximums
08 AA=~4nnm

0,7 1

0,6

0,5 1

0,4

Absorption [AU]

0,3

0,2

— vor SAM-Bildung
011 — nach SAM-Bildung

350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Wellenlange A [nm]

Abb. 38.UV-Vis-Spektrum Citrat-stabilisierter AUNP vor undch der SAM-Bildung. Absortionsmaximum vor
der SAM-Bildung 519 nm und nach der SAM-Bildung 588 fur AuUNP-1.
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N o
N

~1.7nm

50 nm SK-005_ 80000X_1 211072010
— Au-NP (EG4C3SAc-coated)

Abb. 39. TEM-Bild derAuNP-1; starke Vergrof3erung (50 nm).

Die Analyse der TEM-Bilder dekuNP-1 bestétigte die Bildung des Thiolat-SAMs durch das
hier angewandte Protokoll (Abb. 39). Die AuNP-1ddgn sich zwar zusammen, aber auf
Grund der SAMs konnten sich die Oberflachen nicehmmberihren (vgl. Abb. 37 und 39).
Der Abstand zwischen den einzelnen AuNP war mitaetwnm sehr konstant. Es war
anzunehmen, dass die Abweichung von dem theoretisdhbstand von 2 x 1.7 nm
héchstwahrscheinlich dadurch zu Stande kam, dassEthylenglycol-Einheiten wie bei
einem Zahnrad ineinander griffen und der SAM teibgeDefekte aufwies.

Die so hergestellten funktionalisierten AUNP wurderschlieend durch Oxim-Bildung mit
den Benzaldehyd-Glycokonjugat&3 — 59 (Monosaccharide)78 — 81 (Disaccharide) und
130 — 136 (Trisaccharide) in die GlyconanopartikéINP-1 bis GNP-19 Uberftuhrt. Dazu
inkubierte man die AuNP-L6sung bei pH 4.7 und 40 i@ den verschiedenen Glycan-
Losungen fur 16 Stunden (Tab. 13#}! Es war davon auszugehen, dass sich zum groften Tei
das E)-Oxim wie bei der Synthese von Verbindub4R gebildet hatte. Dieser Umstand war
erheblich, da fur die CPI- bzw. CCI-Untersuchungém einheitliches Material bereitgestellt
werden sollte.

Die Analyse bzw. Charakterisierung der GNPs eréoldirch TEM und Quantifizierung der
Kohlenhydratliganden auf der Oberfliche der GNPsie DQuantifizierung von
Kohlenhydratliganden pro GNP kénnte zwar sehr akdurch Gaschromatograptifé oder
Elementaranaly$8” erfolgen, jedoch benétigen diese Methoden einenfaeh groRere
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Menge an Material im Gegensatz zu einem colorimeitién Test?® Dadurch kann die
Anzahl der Kohlenhydratliganden pro GNP ermittetirden!® Diese Information war fiir
die Diskussion der SPR-Untersuchungen ausreichiered Konzentrationsbestimmung von
Kohlenhydraten durch Farbreaktionen, die sich dwshVis-Spektroskopie quantifizieren
lassen, ist hinlanglich bekannt. So reagieren Kuadhidratlosungen in einem Phenol-
Schwefel-Assay zu Produkten, die ein Absorptiongmam bei etwa 490 nm aufweisEA’!
Da dieses Maximum dicht bei dem der GNP von ca.rddag, wurde in dieser Arbeit ein
Anthron-Test vorgezogen. Schwefelsaure Anthronlgean reagieren mit Zuckern zu
grinfarbenen Produkten, die ein Absorptionsmaximheh ca. 620 nm habéit® Dieses
Maximum ist ausreichend weit vom SPR-Maximum deNRuentfernt, so dass eine negative
Beeinflussung der UV-Vis-Messungen ausgeschlossererdem  konnte.  Die
Kohlenhydratligandenanzahl pro GNP ergab sich ansStoffmengenz,cker pro Stoffmenge
nene. Die Menge Kohlenhydrat in pg pro mg GNP lie3 sdirch einen Anthron-Test
bestimmen. Die Extinktion der Farblosungen wardmproportional zu der Menge Zucker,
die sich durch Abgleich Uber eine Standardgeradmittetn lie3. Eine detaillierte
Durchfihrung des Tests, sowie die daraus resuliienre Berechnungen, sind im
experimentellen Teil zu finden. Die ermittelte Ahkder Kohlenhydratliganden pro GNP ist
in der Tabelle 14 aufgelistet.

Chien et al. konnten fiir das 'PAntigen-Trisaccharid [Gal(1—4)GaP(1—3)Glc] mit
unterschiedlichen Spacern auf ebenfalls 13 nm gré@&NP durch einen Anthron-Test etwa
820 (kurzer Spacer) bzw. 1300 (langer Spacer) ldganpro AuNP findeH* Die hier
gefundenen Ligandenmengen lagen in der gleicherRéh@rdnung. Jensest al. fanden
durch Trim-(Trimellitoyl)-Quantifizierung etwa 440 Liganden auf h&1 grol3en AuNP?3
Auf 20 nm AuNP liel3en sich von Ligt al. etwa 680 Mannose-C5-Spacer-Liganden und etwa
880 Mannose-Tetraethylenglycol-Spacer-Liganden waiden'®?® wurden, tragen deutlich
weniger Kohlenhydratliganden, da sich die Anzaht @Goldoberflachenatome erheblich
verringert hatte. Hier wurden etwa 55578 bzw. 20-46°Y Kohlenhydrate pro GNP
gefunden. Bei den hier hergestellten GNPs war @buttrkennbar, dass je kleiner der
Kohlenhydratligand war, desto mehr Replikante pfdPGzu finden waren. Auf den mit
Monosacchariden funktionalisierten GNP&NP-10 — GNP-15 wurden 1200 — 1280
Liganden pro GNP gefunden, wohingegen bei DisacdéarGNP-16 — GNP-19) 980-1060
und bei den Trisaccharide®P-1, GNP-4— GNP-9) nur 880 — 920 Liganden pro GNP

nachgewiesen wurden.
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Tabelle 14.Synthese von Aminooxy-terminierteore-shellGoldnanopartikelff’

H H

5 5

Mo Mo
NI * s

H,N — A ___, HO =N — A
oo — e, T e
4 S O\/\/\o 4 S

o/ ot
H{OA & H{O/Qg &

Liganden pro

Nanopartikel Kohlenhydratkopfgruppe GNE®
GNP-1  AuNP-1"! GaB(l—4)[Fum(1—3)|GIcNAc ~ L&130  ~880"
GNP-2  AuNP-20 GaB(l—4)[Fum(1—3)|GIcNAc ~ L&130  ~660"
GNP-3  AuNP-3“ GaB(1—4)[Fum(1—3)]GlcNAc ~ L&130  ~400"
GNP-4  AuNP-1 GleB(1—4)[Fum(1—3)]GIcNAc  Le®€131  ~900"
GNP-5  AuNP-1] GalB(1—4)[L-Gala(1—3)]GIcNAc Le-%@ 132  ~960]
GNP-6  AuNP-1") GaB(1—4)[FuP(1—3)]GIcNAc ~ LePFe133  ~880"
GNP-7  AuNP-1") GaB(1—3)[Fum(1—4)|GlcNAc ~ Lé134  ~880"
GNP-8  AuNP-1° GaP(1—4)[Rhai(1-3)]GIcNAc ~ LéRhe135  ~920]
GNP-9  AuNP-1”! L-Galp(1—4)[p-Fum(1—3)|GIcNAc  Le™®+ 136  ~900"
GNP-10  AuNP-1 B-Glucose 53  ~1280¢
GNP-11  AuNP-1" a-Glucose 54  ~1160¢
GNP-12  AuNP-1" a-Mannose 55  ~1260¢
GNP-13  AuNP-1"! B-Galactose 56  ~1280%
GNP-14 AuNpP-1" a-ldose 58  ~1200¢
GNP-15 AuNP-1" a-Talose 59  ~1220¢
GNP-16 AuNP-1" B-Cellobiose 78  ~1040"
GNP-17  AuNP-1 B-Lactose 79  ~1060"
GNP-18  AuNpP-1* B-Maltose 80  ~104d"
GNP-19  AuNP-1"! B- N-Acetyllactosamin g1  ~98d"

[a] Oxim-Kopplung durch Inkubation von GlycanenAgetat-Puffer (pH 4.7) mit AUNP-L&sung fir 16 h bei
40 °C; [b] theoretische Oberflachenbelegung vor®a@lycan; [c] theoretische Oberflachenbelegung 50%
Glycan; [d] theoretische Oberflachenbelegung vo# 33lycan; [e] Bestimmung durch Anthron-Methode; [f]
Referenz: Verbindun@30, [g] Referenz: Verbindung3; [h] Referenz: Verbindung8.

Sterische Hinderung verhinderte bei den gréRerenldtbhydratstrukturen eine vollstandige
Belegung der Aminoxy-Funktionen auf den AuNP. Die&spekt wurde dadurch bestatigt,
dass die LéLigandenanzahl pro GNP nicht linear mit der thésehen
Oberflachenfunktionalisierung anstieg (Tabelle GNP-1 — GNP-3). Bei einer 33%igen

Oberflachenfunktionalisierung, wie sie thereotisthAuNP-3 vorhanden sein sollte, wurden
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400 Liganden gefunden. Jedoch waren dann etwa 12§énden bei einer 100%igen
OberflachenfunktionalisierungAGUNP-1) zu finden gewesen. Es konnten aber nur 880

Liganden ermittelt werden, was einem Defizit voma5% entsprach.

Abb. 40. AuUNP-L&sungen: A) Citrat-stabilisierte AUNP (vor BIABildung), B) AuNP-1 (vor Oximbildung,
nach SAM-Bildung), C) GNP-12 (nach Oximbildung).

Die SPR-Absorption der AUNP anderte sich nur naahSAM-Bildung mit dem Ankerspacer
und/oder dem Verdinnungsspacer, was auch visualingambar war (Abb. 40; AB). Die
aulRere Erscheinung der GNP-LOsungen sowie die ilage SPR-Absorptionsmaximums
war vor und nach der Oximbildung identisch. Derolgyfder Kohlenhydratfunktionalisierung
konnte, wie oben beschrieben, durch einen Anthrest-hachgewiesen werden. Aber auch
die TEM-Bilder der Mannose-GNPGNP-12) und der L&GNP (GNP-1) bestatigten den
Erfolg der Funktionalisierung (Abb. 41 und 42).
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HO OH
HO O
HO /@A\N,O\/\o/\/o\/\o/\/\s“
\o\\/\/\o

SK-002__80000X__8 07/07/2010
50 nm Au-NP (Man-coated)

Abb. 41. TEM-Bild der GNP-12 starke Vergrof3erung (50 nm).

Im Vergleich zu den Aminoxy-Spacer-terminierten AuMaren die Abstande zwischen den
einzelnen GNP mit ca. 1.4 nm deutlich groRBer (Adb). Dieser Abstand vergro3erte sich
noch einmal bei Funktionalisierung mit dem{Jaisaccharid auf etwa 2 nm. Hier waren auch
erste Indizien fur das Vorhandensein vori-Le*-Selbsterkennungsprozessen erkennbar, da
sich in der TEM-Probe sehr viel groRere Aggregédebai der Mannose-Funktionalisierung
gebildet hatten (Abb. 42).
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SK-006__80000X__6
Au-NP (LeX-coated)

21/07/2010

Abb. 42. TEM-Bild der GNP-1; starke VergréRerung (50 nm).
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Abb. 43. UV-Vis-Spektrum der Mannose-GNP-12 vor und nach bikubation fur 12 Stunden mit dem
Mannose-erkennenden Lectin Concanavalin A (ConA).

Dass die in dieser Arbeit hergestellten GNP zuretnichung spezifisch-biologischer
Erkennungsprozesse geeignet waren, konnte dur@n aitv-Vis-Assay und durch TEM-
Experimente gezeigt werden. Concanavalin A (Corgt) eéin Mannose-erkennendes und
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bindendes Lectin (Details siehe Abschn. 4.1). Uber Bindungstellen ist es in der Lage,
Mannose-GNP zu aggregieréft! Die GNP-12 (Mannose) zeigten im Hepes-Puffer ein
normales UV-Vis-Spektrum mit einem SPR-Absorptioagsimum von etwa 520 nm.
Nachdem man diese GNP-L8sung mit Hepes-gepuff@waA-Losung, die 1 mM Gaund
Mn%-lonen enthielt, versetzte und fir 12 Stunden rufieR, aggregierten die GNP.
Erkennbar war dies im UV-Vis-Spektrum durch eineuttlehe Verschiebung des
Absortionsmaximums und eine erhebliche Abflachueg ldurve (Abb. 43). Diese ConA-
induzierte Aggregation dgeNP-12 war auch visuell erkennbar. Die Losung farbte sich

Violett nach Blau (Abb. 44, ©D). Nach zwei Tagen waren alle GNP ausgefallen.

A B C D

Abb. 44. AuNP-LOsungen: A) Citrat-stabilisierte AuNP (vor BIABildung), B) AuNP-1 (vor Oximbildung,
nach SAM-Bildung), C) GNP-12 (nach Oximbildung), GNP-12 nach Inkubation mit ConA.

Die Anlagerung des Lectins ConA an die Mannose-&bithte auch durch TEM-Experiment
nachgewiesen werden. In der Negativprobe war disgezifische Interaktion nicht
aufzufinden. In herkdbmmlichen TEM-Abbildungen emsicien Objekte wie die AUNP dunkel,
weil der Elektronenstrahl an den Atomkernen schivetemente abgelenkt wird und deshalb
den Detektor (CCD-Kamera) nicht erreicht. OrganescNlaterial, das aus leichteren Atomen
wie Wasser-, Kohlen-, Sauer- oder Stickstoff bestesh nicht darstellbar. Mit sogenannten
Negative Staininglethoden kdnnen organische Materialien sichtbanaght werden. Die
TEM-Probe, die Biomaterialien wie Proteine u.s.wthélt, wird mit Schwermetalllésungen,
u.a. aus Phosphorwolframsaure, Rutheniumtetroxé dulanylacetat behandelt®? 333 an
den Stellen auf der Probe ohne organisches Masatiddigt sich das Schwermetallsalz nieder.
Diese Flachen erscheinen dunkel. Dort, wo sicheffrtetoder Kohlenhydrate ect. befinden,
bestehen hellere Flachen.
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Im Negative Staining EM-Bild, das vonGNP-12 mit ConA gemacht wurde, erschienen die
Proteine als helle Flecken (Abb. 45). Die gelbereig um diese Flecken hatten einen
Durchmesser von 8 nm, was den Dimensionen des nisedionA entsprach. Diese
Information wurde aus Kristallstrukturdaten erhalfsiehe Abschnitt 4.1). Um alBNP-12
war eine systematische Anordnung der Proteine deirdn ausgedehnten hellen Bereich um
die GNP erkennbar. Diese Anordnung wurde durchrdéen Kreis visualisiert und war fir
die GNP-12 charakteristisch. Inkubierte man jedocAuNP-4 (SAM nur mit
Verdunnungsspacdid?) waren die hellen Bereiche um die AuNP deutlickiriér (Abb. 46,
gruner Kreis vs. roter Kreis). In dieser Probe arka man zwar die Lectine (gelber Kreis),
diese ordneten sich jedoch nicht um die AuNP ar Belle Zone um die AuNP rihrte
ausschlief3lich vom organischen Material des SAMs Werdinnungsspacdrd?7 her. Mit
einer Dicke von etwa 1.5 nm entsprach diese Schieht zu erwartenden Wert fir den hier

verwendeten SAM.

& ety i
04__50000%_0013 ) " 25/08/2010
P (coated) + Prot ; UA-NS

SK-004__50000X__0013 ' 25/08/2010
100 nm o Au-NP (coated) + Prot ; UA-NS

Abb. 45. Negative Stainingd EM-Bild von GNP-12 inkubiert mit ConA. Gelbe Kreise reprasentierem @onA-

Proteine (Innendurchmesser 8 nm). Der rote Krgigdsentiert die systematische Anordnung der Cordieitre
um einGNP-12 Kleines Bild ist die Originalabbildung; 50,00Cfee Vergrof3erung.
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- ! X
SKk-003__50000x__0009 25/08/2010
Au-NP (citrate) + Prot ; UA-NS

=¥ ey o g 5 X i ~ B, 5. ~
SK-003__50000X__0009 25/08/2010
100 nm o] Au-NP (citrate) + Prot ; UA-NS

Abb. 46. Negative Staining EM-Bild von AuNP-4 inkubiert mit ConA. Gelbe Kreise reprasentierem @onA-
Proteine (Innendurchmesser 8 nm). Die griinen Kneipgisentieren den SAM des Verdinnungsspb&éum
die AuNP-4. Kleines Bild ist die Originalabbildung; 50,000:zfee VergréRerung.

SK-004__120000X__0010 25/08/2010
Au-NP (coated) + Prot ; UA-NS

' . SK-004__120000X__0010 25/08/2010
50 nm Au-NP (coated) + Prot ; UA-NS

Abb. 47. Negative Staining EM-Bild von GNP-12 inkubiert mit ConA. Gelbe Kreise reprasentierem @onA-
Proteine (Innendurchmesser 8 nm), die sich systethatum dieGNP-12 anordnen. Kleines Bild ist die

Originalabbildung; 120,000-fache Vergréf3erung.
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Mit einer starkeren Vergrol3erung konnte verdeutliclerden, dass sich viele Lectin-
Molekule um ein GNP-12 anordneten (Abb. 47). Didséagerung war nicht nur als heller
Bereich um die GNP zu erkennen, sondern auch disefung auf den GNP. Dieser Befund
zeigte, dass es sich um einen spharischen Manrfget®n die GNP handelte, was auch
erwartet wurde (Abb. 48). Weil das Lectin ConA ubr Bindungsstellen verfugt, war es in
der Lage mehrer&NP-12 quer zu vernetzen. Die Abbildung 49 zeigt, wiehstte GNP
durch die Bindung von ConA aneinander anlagertehaggar Ubereinander stapelten. Durch
diese Negative Staining EM-Experimente konnte eindeutig gezeigt werdeassddie in
dieser Arbeit dargestellten Glyconanopartikel emeltiple, sphéarische Prasentation der
Kohlenhydrate aufwiesen. Diese Kohlenhydratepitoparen in der Lage spezifische,
biologische Bindungen einzugehen. Die Beschafféntier GNP und des Linkers hatten
keinen negativen Einfluss auf die Spezifizitat deectinbindung. Mit diesen gut
charakterisierten GNP wurden schlie3lich die CCpé&ikmente durch SPR-Messungen
durchgefuhrt.

SK-004__120000x%__0003 25/08/2010
Au-NP (coated) + Prot ; UA-NS

SK-004__120000X__0003 25/08/2010
50 nm Au-NP (coated) + Prot ; UA-NS

Abb. 48. Negative Stainind EM-Bild von GNP-12 inkubiert mit ConA. Gelbe Kreise reprasentierem GonA-
Proteine (Innendurchmesser 8 nm), die sich sph@rsmaf den GNP-12 anordnen. Kleines Bild ist die
Originalabbildung; 120,000-fache Vergréf3erung.
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SK-004__120000X__0001 25/08/2010
Au-NP (coated) + Prot ; UA-NS

8/2010
50 nm Au-NP (coated) + Prot ; UA-NS

Abb. 49. Negative Stainingd EM-Bild von GNP-12 inkubiert mit ConA. Gelbe Kreise reprasentierem @onA-
Proteine (Innendurchmesser 8 nm), die dBNP-12 miteinander vernetzen. Kleines Bild ist die

Originalabbildung; 120,000-fache Vergrof3erung.
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4, Oberflachenplasmonenresonanz-Experimente

Die Oberflachenplasmonenresonanz-(SPR)-Technolagimdglicht Bindungsstudien in
einem flieBRenden System unter Echtzeitverfolgurggbgsteht somit Zugang zu kinetischen
Daten und thermodynamischen Bindungskonstanten,usgbddie bisher durch ELISA
gewonnenen Erkenntnisse deutlich vertieft werdemkda. Grundséatzlich kénnen durch SPR
Adsorptionsvorgdnge an Metalloberflachen, spezidldoberflachen, beobachtet werden.
Ein weiterer Vorteil dieser Technologie ist, dagshsdie Sensoroberflachen durch SAM-
Bildung individuell gestalten lassen. Im Gegensatzanderen Oberflachen, wie z. B. Glass-
Slides, lasst sich die Zusammensetzung besserol@erEn. Im Folgenden werden die
Prozesse naher erlautert, die die chemischen umdikalischen Grundlagen fir SAM-

Bildung und SPR-Phanomene darstellen.

4.1 SPR-Untersuchungen zu Kohlenhydrat-Protein-Wechseliskungen

Der Begriff SAM (engl.self assemblednonolayer selbsanordnendeVionoschichten) wurde
im Jahr 1983 durch die Arbeit von Nuzeb al. gepragt. Hier wurde erstmals gezeigt, dass
sich Monoschichten spontan durch die Einwirkung vdbdialkyldisulfiden auf
Goldoberflachen bildetef®*! Diese Erkenntnis stellte die Grundlage der in efiesrbeit
durchgefuhrten SAM-Bildungen mit Thiolen bzw. Thietaten auf Goldsubstraten dar. Die
Selbstanordnung bzw. Ausbildung organischer FilmeGaenzflachen ist ein hinlanglich
bekanntes Phanomen. Bereits in der Antike erkandienRomer den wellendampfenden
Effekt von Olfilmen auf Wasseroberflichen und renztinn fiir die Schifffahrt. Die
systematische, wissenschaftliche Bearbeitung solSlgsteme begann bereits im Jahr 1758
mit der Erforschung des Verhaltens von Ol in Wasserch B. Franklin und wurde
schlie3lich im Jahr 1932 mit der Vergabe des Nap&dps an I. Langmuir flr dessen
Entwicklung der Langmuir-Waage gewdurdigt. Mit dieg@lmwaage konnten die Einflisse
amphiphiler Molekiile auf die Oberflachenspannung Wasser untersucht werd&fr! Drei
Jahre nach der Vergabe des Nobelpreises an Langgelang es K. Blodgett erstmals
Monoschichten auf feste Substrate zu Ubertragemgfhair-Blodgett-Filmef**® Die
spontane Bildung von organischen MonoschichtenMatillen konnte dann von Bigelogt

al. in einer Pionierarbeit aus dem Jahr 1946 verwinklwerden. Dort wurde SAM-Bildung

von Alkylaminen auf Platin beobachtet und untersukleutzutage ist eine Vielzahl solcher
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Monoschichten auf den unterschiedlichsten Substratkannt. Thiolat-SAMs bilden sich
durch die Adsorption von Disulfiden, Thiolen undiddcetaten auf Minzmetallen wie Silber,
Palladium, Platin oder eben Gold. Durch die Adgorpvon Alkyltrichlorsilanen bzw.
Alkyltrialkoxysilanen auf Siliciumdioxid oder Gldassen sich Alkylsiloxan-SAMs erhalten.
Fettsauren und Alkylphosphonséuren hingegen kémnefrunktionaliserung von oxidischen
Metalloberflachen eingesetzt werden. Hierzu undBi@sonderen zu Thiolat-SAMs auf Gold
ist eine Reihe sehr guter Ubersichtartikel verdffem worden®” 3% pie
Alkyl(derivat)thiolat-SAMs auf Gold kénnen wohl alles am genauesten untersuchte System
angesehen werden. Solche Monoschichten lassetegibhdarstellen, sowohl aus Losung als
auch aus der Gasphase. Die Bindung zwischen SchwedeGold ist sehr stabil, sie weist in
etwa eine Bindungsenergie von 50 kcal/mol auf uamhkdurch folgende Reaktionsgleichung

beschrieben werdédfii 349

RS-H+Af, - R-SAu" +AL,+05H

Lange war dieser Mechanismus der SAM-Bildung urtetrj da der Verbleib des Protons
(Wasserstoffs) nicht geklart werden konnte. Lethehdkonnte aber der Wasserstoff im
Hochvakuum nachgewiesen werd&h. Der Mechanismus der Bildung von Thiolat-SAMs
mit Thioacetaten als Adsorbentien hingegen ist tnigeklart. Thiolate bilden einen
organischen quasi zweidimensionalen Kristall auf@eldoberflache aus. Dieser Prozess der
Monoschichtbildung ist relativ schnell. So bildenexadecanthiole aus einer 2 mM
ethanolischen Losung innerhalb einiger Minuten e@eeekte SAM aus. Mechanistisch ist
dieser Prozess jedoch relativ komplex. Allgemeirdvwdavon ausgegangen, dass es sich bei
der Schichtbildung um einen zweistufigen Prozessdék. Im ersten, nur wenige Minuten
dauernden Teilschritt adsorbieren die Thiolgrupppantan und mit hoher Ordnung an der
Goldoberflache und bilden den 2D-Kristall zu 90%s t6lgen im zweiten Schritt durch
Adsorption und Desorption, sowie durch Diffusionder SAM die Besetzung von Fehlstellen
und die Beseitigung von Defekten. Der zweite Sth@nn abhangig von der Natur des
Thiols, des Losungsmittels und der Temperatur venigen Stunden bis zu mehreren Tagen
dauern[.337’ 342, 343]

Die 2D-Struktur der Monoschicht ist von drei Faktorabhangig, zum einen von der
Kristallstruktur des Goldes, folglich von der dasauesultierenden, prasentierten

Kristallflache, und von der Natur des Thiols.
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Gold kristallisiert in der kubisch-flachenzentramt(kfz, bzw. englface centered cubiffcc))
Phase, was einer Stapelfolge ...ABCABC... entspri@lei der Herstellung von dinnen
Goldfilmen entstehen normalerweise sogenannte GblJ{Oberflicheh Eine solche
Oberflache der Goldatome (gelbe Kugeln) ist in Adilohg 50 skizziert. Die Alkylthiolate
(blaue und grine Kugeln) adsorbieren nun auf deadenalen Gitterplatzen, die sich aus der
Stapelfolge ergeben. Sie sitzen quasi zwischen@&datomen. Auf Grund von Verdrillung
entstehen zwei indquivalente Spezies von Alkyldier, die durch griine und blaue Kugeln
in Abbildung 50 representiert werden. Es ergibh so fur die Struktur eines Alkanthiolat-
SAMs auf Gold(111) ein sogenanntd8x\V3R30°-Gitter mit der p3x\3)-Uberstruktur
bzw. der c(4 x 2)-Uberstruktl 34!

Abb. 50.Die Gold(111)-Oberflache mit den Thiolat-Gittern

Die Einheitszelle des Golds ist durch die Rautend die der Monoschicht durch die Raute B
gekennzeichnet. Sie Dbeinhaltet jeweils vier Atomaw.b Molekiile. C beschreibt die
Elementarzelle der p{xV3)-Uberstruktur und C' die Elementarzelle der c(42x
Uberstruktur. Fur die folgenden theoretischen UHmprhgen zu den in dieser Arbeit
hergestellten SAMs werden nur die Elementarzellemmd B in Betracht gezogen. Die
ubrigen Elementarzellen sind an dieser Stelle mur\tlistandigkeit halber erwahnt, haben
aber in der Charakterisierung von SAMs keine zéntBedeutung. In der Raute A sind die
Kantenlangen durch den Atomradius des Golds (Ontdymit 0.288 nm gegeben. Auf Grund
der hexagonalen Geometrie ergibt sich fiir die Kmnter Raute B eine Lénge vo3 x a,

also b = 0.499 nm. Betrachtet man nun die AnreihdergAlkylthiolate entlang der Kante b,

T (111) ist die Miller'sche Indizierung (hkl) der @®rebene im Kristall, wobei im kubischen System Hbene
(100) senkrecht zur kristallographischen x-Achsehtst Damit steht die Ebene (111) senkrecht auf der

Raumdiagonalen.
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wie in Abbildung 51 dargestellt, erkennt man, ddiesAlkylkette um ca. 30° gegenuber der
Goldoberflache verkippt i$t*® **"Im Fall von SAMs, gebildet aus Verbindut§7, konnte
eine Verkippung von etwa 28° festgestellt werdearéEellung und Struktur Schema ##§!
Rontgenbeugungs- und IR-spektroskopische Untersiggmuhaben dartiber hinaus ergeben,
dass die Alkylketten im Thiolat-SAM eine afbnsKonformation aufweisen. Ein weiterer
Nachweis fir die Verkippung konnte durch Schichitdinessungen mittels Elipsometrie
erbracht werden, denn die ermittelten Schichtdickerichen mit ca. 3.1 nm fir die aus
Verbindungl157 angeheftete Kette deutlich von den theoretischemtéM fir eine vertikale

Ausrichtung ab.

HO HO HO HO

o
i

Abb. 51. Schematische Darstellung

Diese Konformation der Methylengruppen der strujbenden Alkylkette sorgt durch
intermolekulare Wechselwirkungen (hier van der \Wd&iafte) fur eine hohe Ordnung und
Packungsdichte in der Monoschicht. Dabei konnteAlkyl-SAMs auf Gold van der Waals-
Wechselwirkungen zu etwa 2 kJ/mol pro £Bruppe bestimmt werden. Die hdchsten
Packungsgrade werden ab 6-8 &Btuppen erreicHt*® Reine Alkanthiol-SAMs bilden zwar
nahezu perfekte 2D-kristalline Strukturen aus, readlie Oberflache aber hydrophob. Dieser
Umstand ist fUr biologische Untersuchungen in wgesr Systemen von groRem Nachteil, da
Proteine unspezifisch hydrophobe Wechselwirkung#érsolchen Oberflachen eingehen. Das
gilt im Besonderen fur membranstandige Proteine.rcbudie Installation einer
Oligoethylenglycol-Einheit an das Ende der Alkytketvird die Oberflache hydrophilisiert
und erlangt sogenannte biorepulsive Eigensch&ftn*" Dies bedeutet, dass die

unspezifischen Wechselwirkungen zum gréf3sten Teilterdrickt werden. Diese
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Oligoethylenglycol-Einheiten schwéachen zu eineml B& Packungsdichte der SAMs, so
dass im ungunstigen Fall eine grofe Anzahl von dtellén auftritt. Das fuhrt zu einer
Verstarkung von unspezifischen Wechselwirkungen. it¥8ldes et al. haben die
biorepulsiven  Eigenschaften von  verschiedenen  ®tlgdenglycol-terminierten
Undecylthiolen in gemischten SAMs mit dem hydropgr@b unfunktionalisierten Thiol
gegeniber vier verschiedenen Proteinen untersucitt konnten zeigen, dass eine
Zusammensetzung des Spacers mit eingrAlkylkette und einer Hexaethylenglycol gute
biorepulsive Eigenschaften aufweiSsf: *Y zwar ist eine deutliche Reduktion der
unerwinschten Wechselwirkungen bereits fur einghienglycol-Einheit erkennbar, aber
diese wurde erst ab Verhaltnissen von&Xg-Thio zu G3-Thio von 70% erreicht. Fur
Untersuchungen mit gemischten SAMs, wie sie inatidgbeit durchgeflhrt werden sollten,
wurde aber eine sehr gute Reduktion der unspezadiscWechselwirkungen ab einem
Verhéltnis von mindestens 1:1 (50%) bendtigt. Basler Fall fur die EgTerminierung.

In dieser Arbeit wurde eine neuartige Funktionahgng der SAMs mit Kohlenhydraten fir
CPI- und CCl-Untersuchungen durch reduktive Amumgy von  Glyco-
Benzaldehydderivaten auf Amino- bzw. Aminoxy-terraiten SPR-Sensoroberflachen
angestrebt. Um die Robustheit und die Vielfaltigkeider Anwendbarkeit zu gewéhrleisten,
wurden verschiedene Verdlinnungsspacer sowie Ankekile synthetisiert. Als
Verdinnungsmolekile wurden aus oben genannten @nide Undecylthiol-Derivaté56
und 157 mit einer Tri- bzw. Hexaethylenglycol-Einheit aesgihlt. Als Ankermolekile
wurden Amino-funktionalisierte Verbindungen ausgddgyu die sich von Verbindund57
ableiten. Dabei handelt es sich um Verbinddsg§, die um eine Butylgruppe verlangert ist,
und um Verbindundl6l, die direkt an der Ethylenglycol-Einheit funktidisgert ist. Mit
diesen Verbindungen ist es mdglich, verschiedengdkiale der Kohlenhydratkopfgruppe zur
biorepulsiven Matrix der Sensoroberflichen einleste So lassen sich Anderungen in der
Zuganglichkeit von Lectinbindungsstellen untersuchend verbessern, um eine optimale
Bindung zu gewahrleisten. Die Synthese der SAM-8pist in Schema 28 zusammengefasst.
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A + H<O\/>nOH _a_ /\Mﬁo“}’:m e ACS\/\M;\(OMOH

151 1562:n=3 164:n=3 166:n=3
153:n=6 165:n=6 167:n=6

155 b F . O/\),GO\/\/\X e YS\/\(\%\(O/\),GO\/\/\X

158: X =Cl 158b: X = N; Y = Ac
d f 3,
(‘158a:X=N3 C159: X=NH, Y=H

155 —° » M\fo/\%x e 5 fo ™"

dc160: X=0Ts fc160b:X=N3’Y=AC
160a: X = N3 161: X=NH, Y=H

Schema 28Synthese des Vedinnungs- und Ankermoleli& 157, 159 und 161 zur Funktionalisierung der
Goldsensoroberflachen (Glyco-SAMs). Reagenzien Redktionsbedingungen: a) NaH, DMF, 0 2€RT, 12
h, 154 95%,155 96%; b)155, 1-Brom-4-chlorbutan, NaH, DMF, 0 °C fiir 2 h, daBrfC— RT, 15 h, 78%; c)
TsCl, Py, 0 °C— RT, 15 h, 92%; d) Naf\l TBAIl, DMF, 70 °C, 2 h;158a 82%, 160a 85%; e) AcSH, AIBN,
THF, v, 3 h,156 quant.,157: quant., 158k 95%, 160b :96%; f) LAH, EtO, 0 °C— RT, 2-3 h,159 64%,
161 66%.

Die Synthese der Verdinnungs- und Ankermolekil6 157, 159 und 161 zur
Funktionalisierung der Goldsensoroberflachen gimgn vdem kommerziell erhéltlichen
Alkenylbromid 151 sowie zum einen von Triethylenglycol52 und zum anderen von
Hexaethylenglycol 153) aus. Im ersten Schritt wurde durch nukleophildsSitution die
Ethylenglycol-Einheit in die Spacer-Vorlaufer eifiget. Dabei wurden modifizierte
Bedingungen zur urspringlichen Synthese der Vednigdn154 und 155 von Whitesidest

al. angewendét®™ Zunachst wurden die Ethylenglycole und das Bromifll mit
Natriumhydrid in DMF bei 0°C und dann bei Raumtengpur flr insgesamt 12 Stunden zur
Reaktion gebracht, anstatt wie urspringlich besblen mit 50%iger NaOH fiir 24 Stunden
bei 100 °C. Die Ethylenglycole wurden in zweifachdiberschuss eingesetzt, um die
Disubstitution zu verhindern. So konnten die Zwesgbroduktel54 und 155 in verbesserter
Ausbeute von 95% fiit54 und 96% flirl55 gegentber 63% bis 87% erhalten werden. Die
finalen Verdinnungsmolekil®56 und 157 konnten schlief3lich durch radikalische Addition
mit UV-Lichtbestrahlung von Thioessigsaure an éieninale Doppelbindung der jeweiligen
Edukte unter Anti-Markownikow-Orientierung erhalteverden. Als Radikalstarter diente
AIBN."%% Nach drei Stunden Reaktionszeit konnte kein Steterial mehr detektiert werden
und nach abschlieRender Reinigung wurden die Ptedii6 und 157 unter vollstandiger

Konversion erhalten. Damit waren die Verdinnungskidle mit sehr guten
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Gesamtausbeuten in nur zwei Schritten zuganglidn.die Darstellung der Ankermolekile
159 und 161 diente das ZwischenproduB65 Fir die Synthese des Ankermoleks9
wurde zunachst eine Kettenverlangerung um einel@&atyeit vorgenommen. Dabei wurde
auf eine Synthese zurlickgegriffen, die bereitsdeeiSynthese von thioalkylierten Glucose-
Derivaten erarbeitet und erfolgreich eingesetztierrkonnté®>®! Auch im hier vorliegenden
Fall mussten zwei aufeinander folgende Substiteaigronen durchgefihrt werden. Die
Anknupfung des Butylspacers an die Ethylenglycgger und nachfolgend die
Derivatisierung zum Azid als Vorlaufer fir die Amilunktion. Dazu wurde die
unterschiedliche Abgangstendenz von Bromid gegenGhéorid genutzt. Der Alkohol55
wurde mit Natriumhydrid deprotoniert und anschlief®én Eisbad gekihlt. Die Zugabe des
zehnfachen Uberschusses von 1-Brom-4-chlorbutarhingsrt die Dimerisierung und
ermoglicht eine hohe Selektivitdt. So konnte nach Stunden Reaktionszeit das
Zwischenprodukt 158 mit guter Ausbeute von 78% erhalten werden. DuiMMR-
Spektroskopie wurde nachgewiesen, dass ausschlietiéis 4 -Chlorid isoliert wurdeé3C-
NMR: -CH,-Cl = ~ 45 ppm). Die Umsetzung zum AZzid8a erfolgte mit Natriumazid in
DMF unter TBAI-Katalyse fiir zwei Stunden bei 70 ¢! Das Produkt konnte mit 82%
Ausbeute isoliert werden. Die Thiofunktionalisiegunwurde, wie bereits fur die
Verdunnungsmolekuile, mit radikalischer Addition vdhioessigsaure durchgefihrt, wobei
die VerbindungL58b mit einer Ausbeute von 95% erhalten wufdé.**'Da eine Reduktion
des Azids zur Aminogruppe mit Wasserstoff an PalimdAktivkohlen wegen der
Thioacetatgruppe, die den Katalysator vergiftechhimdglich ist, wurde die Staudinger-
Reaktion mit Triphenylphosphin im wassrigen THFsumht. Dies schlug jedoch fehl, da kein
Produkt isoliert werden konnte. Die stark reduktive Bedingungen mit
Lithiumaluminiumhydrid waren zwar erfolgreich, fiikin aber dazu, dass neben dem Azid
auch das Thioacetat zum Thiol reduziert wurde. [BReinigung dieser amphiphilen
Verbindung war sehr aufwendig und bedurfte mehr&auilenchromatographien mit einem
sehr unpolaren Gradienten, wodurch der VerbrauchL@ungsmittel recht hoch war.
Dennoch konnte die Verbindud®9 mit einer Ausbeute von 64% erhalten werden.

Um die Verbindungl6l zu erhalten, die keine Butylspacer tragt, wurde tdieninale
Hydroxygruppe der Ethylenglycoleinheit  zundchst ctiur Tosylierung unter
Standardbedindungen in eine gute AbgangsgruppdlioerDie Verbindungl60 konnte so
mit einer Ausbeute von 92% isoliert werden. Anseldéind wurde das Tosylab0 der
gleichen Synthesesequenz aus nukleophiler Sulistifutidikalischer Thioacetylierung und

Hydridreduktion unterzogen, wie sie fir das Ankelekdl 159 angewandt worden war. So
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konnte das kettenverkirzte AnkermoleR&l1 mit einer Ausbeute von 53% Uber drei Stufen
fur die anstehenden SAM-Formierungen bereitgestelitien.

In Abbildung 52 ist schematisch dargestellt, wiehsdie rdumlichen Ausdehnungen im
gemischten 1:1-SAM aus den Ankerspacé&®® und 157 theoretisch verhalten. Solche
Uberlegungen unterstiitzen die Auswertung der sgitesbenen experimentellen Daten zu
CPI und CCI und sollten gerade bei neuartigen Sepstemen, wie hier verwendet, in die
Bewertung der Resultate einflieRen. Whitesiddsal. konnten zeigen, dass SAMs mit
verschiedenen Zusammensetzungen zwischen Verdismahekil und Ligandenspacer
einen Einfluss auf die ermittelten Bindungskonstari{p zwischen Ligand und Rezeptor
hatten®*®

HO O HO O HO
2\6 2\6 2\6 2\6 2\6 2\6 HO6 Nlél H06 HO6 06 HO6

ffffﬁ i

~0.5 nm ~1.0 nm

Abb. 52. Theoretische raumliche Ausdehnungen in 1:1 SAMs dekermolekils 159 und des
Verdinnungsmolekiil457, sowie Abstand der Kohlenhydratkopfgruppe bei \@mdung des Ankermolekiils
159(~ 1.8 nm) bzwl161 (1.2 nm).

Gerade bei Kohlenhydrat-basierten Ligand-Rezeptech8elwirkungen treten haufig
Multivalenzeffekte auf, da die Natur die relativha@chen Bindungen durch mehrere
Bindungsstellen pro Lectin/Rezeptor kompensieft3*® Wong et al. konnten zeigen, dass

die Bindungskonstante des Lectins zu einer Manfhadeionalisierten Mikroarrayoberflache
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von der Konzentration der immobilisierten Mannobéangt. Bei 100 uM Mannose betrug
Ko 80 nM und bei 1 uM waKp 220 nM. Die Abnahme war nicht kontinuierlich, senu
fand sprunghaft statt® Als Erklarung wurde der Verlust der Multivalenz gageben.
Konradssonet al. fanden bei der Wechselwirkung zwischen defrARtigen-Trisaccharid
[Gala(1—4)GaB(1—3)GIc] und verschiedenen Antikdrpern, dass hoheze€aotrationen des
Liganden auf der SPR-Sensoroberflache die Bindwegy Ahtikérpers verschlechterten. In
einem Fall wurde die Bindung sogar ganz verhindget. hohen Konzentrationen waren die
Abstande zwischen den Liganden zu gering, so dasBiddungsstelle des Antikdrpers nicht
erreicht werden konnt&® Diese Befunde zeigten, dass fiir die Beurteilung 8&R- bzw.
Fluoreszenz-Daten eine theoretische Betrachtunggdemetrischen Verhéaltnisse auf den
Sensoroberflachen aulierst hilfreich war.

Auf Grund der Au(111)-Geometrie betragt der Abstamdschen zwei Alkylthiolaten etwa
0.5 nm. Fur eine 1:1-Verdunnung ergibt sich sonmtAbstand fur die Ankermolekile und
damit fir die Kohlenhydratkopfgruppen von ca. 1.0m.n Der Abstand der
Kohlenhydratliganden zur SAM-Oberflache, die durobduktive Aminierung auf die
Sensoroberflache fixiert werden sollten, betragtdén kurzen Ankerspacer etwa 1.2 nm.
Beim langen Ankerspacer betragt dieser Abstandl@&nm (Abb. 52). Die Abbildung 53
veranschaulicht den Effekt der Verdinnung auf dedvst@nd der Ankermolekile. Der
Zuwachs an Raum zwischen zwei Funktionalitdtemisht linear. So betragt der Abstand
zwischen den Ankermolekilen bei einer 1:1-Verdiumnetwa 1 nm. Bei einer 4-fachen

Verdinnung vervierfacht sich der Abstand nicht,d&wn betragt etwa 2.5 nm.

1:1-Verdiinnung 2:1-Verdiinnung
o o o Q o o o Q
Q Q Q Q Q Q
Q Q Q Q Q Q Q Q
Q Q Q Q o Q Q Q
Q Q Q Q Q Q Q Q
diagonal: 1.0 nm diagonal: 1.5 nm
vertikal: 0.5 nm vertikal: 1.0 nm
3:1-Verdiinnung 4:1-Verdiinnung
o o o Q o o o o
(&) o Q Q o Q
Q Q Q o Q Q Q Qo
Q Q Q Q Q Q Q Q
Q Q Q Qo Q Q Q Q
diagonal: 2.0 nm diagonal: 2.5 nm

vertikal: 1.0 nm vertikal:
Abb. 53. Theoretischer Abstand zwischen Ankermolekilen (kaigeln) bei verschiedenérerdiinnungen von

Ankermolekiilen (rote Kugeln) und Verdinnungsmoleki(blaue Kugeln).

Bei solchen Uberlegungen ist natirlich auch demizadarf der Kohlenhydratkopfgruppe zu
bertcksichtigen. Die raumlichen Dimensionen der IKohydratliganden lassen sich bequem

aus Rontgenkristallstrukturen abschatzen. Fir das-Trissacharid war aus den
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kristallographischen Daten ein Modell entwickelt rden, mit dem sich der Raumbedarf
ermitteln lieR (Abb. 54 + 5852 Fiir ein Monosaccharid, wie die Mannose, ergab sink

Ausdehnung von etwa 0.65 nm. Mit 0.87 nm war a&scetyl-glucosamin etwas grol3er.

Abb. 54. Schematische Darstellung der raumlichen Ausdehndaeg Lé&-Trisaccharids aus Sicht der

kristallographischen a-Achse.

Abb. 55. Schematische Darstellung der raumlichen Ausdehndaeg Lé&-Trisaccharids aus Sicht der

kristallographischen c-Achse.

Als ungefdhrer Raumbedarf des Lex-Trisaccharids ntonca. 1 nm aus den
kristallographischen Daten abgeschéatzt werden.

Platzierte man diesen Raumbedarf bei verschiedefeminnungen zunachst fur die
Mannose als Kreis zentriert Uber die Reprasentatgenkermolekile in den schematischen
Darstellungen der SAMs, war erkennnbar, dass sieh diner 1:1-Verdinnung die
Kohlenhydratkopfgruppen sehr nahe kommen kdnne (86). Die Oberflache wére nahezu
bedeckt. Es konnten Probleme bei der ErreichbadegiBindungsstellen in einem Lectin wie
ConA auftreten. Diese Zuganglichkeit der Bindungiéstwiirde sich bereits bei einer 2:1-
Verdinnung deutlich verbessern. Zieht man nun ima8at, dass das Lectin ConA erheblich
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grofRer ist als die Mannose-Kopfgruppe, so wird ldgytdass ein Verlust der Multivalenz des
Lectins erst bei grol3eren Verdinnungen von 1:10 b feststellbar wéare (Abb. 56, griner
Kreis: Ausmal3 von ConA mit Durchmesser ~8.0 nm Abdtand zwischen Bindungstellen

~6.5 nm (gestrichelte Linie}j®"

o .
ConA |-

1/1-Verdiinnung 2:1-Verdiinnung

065nm -9 @ 0
Q Q Q Q,
55 O
SO
diagonal: 10nm dlagonab 1.5n
vertikal: 0.5 np vertikal: 1.0 nm
B ~8.0 nm -
3:1-Verdiingung 4:1-Verdiinnung
(¢] Q Q o QO - 0
Q )_.'O Q Q Q ° Q Q- Q
Q0.9 Qo Qe NS Qs o
) HOL oo 7o
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Abb. 56. Theoretischer Platzbedarf der Mannose-Kopfgruppbwarze Kreise) im Verhaltnis zur SAM-
Verteilung (rote Punkte = Ankermolekiile, blaue Renk Verdinnungsmolekiile). Durchmesser (0.65 nm)

abgeleitet aus der groten Ausdehnung im Modell enlalten aus kristallographischen Daten sowie
Dimensionen des Lectins ConA (griner Kreis).

Bei derN-Acetylglucosamin-Kopfgruppe wére der Platzbedanfatt grof3, dass es bei einer
1:1-Verdinnung zu AbstoBungen kommen kdnnte. Augiheiner 1:2-Verdinnung kdnnte

noch ein sehr hoher Bedeckungsgrad erreicht we/lan 57).

1:1-Verdiinnung @2:1-Verdﬂnnung
A \/

diagonal: 1.0 nm diagonal: 1.5
vertikal: 0.5 nm vertikal: 1.0 nm
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vertikal: 1.0 nm vertikal:
Abb. 57. Theoretischer Platzbedarf dsrAcetyl-Glucosamin-Kopfgruppe (schwarze Kreise)Vierhaltnis zur
SAM-Verteilung (rote Punkte = Ankermolekile, blalRunkte = Verdinnungsmolekile). Durchmesser

(0.87 nm) abgeleitet aus der gréRten Ausdehnunigaatell und erhalten aus kristallographischen Daten.
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Noch drastischer fielen die Auswirkungen der GrtiRedas Lé-Trisaccharid aus. Selbst bei
einer 1:2-Verdinnung drohen die Abstande zu gerimgverden, so dass eine spezifische
Interaktion wegen sterischer Hinderung behinderdere konnte (Abb. 58). Ebenso wére die
Gefahr einer hohen Anzahl von Fehlstellen bei eifbhglr-Verdinnung gegeben. Diese
Fehlstellen wirden hier viele Aminofunktionen fiegen, die ungewollte, unspezifische
Reaktionen mit Rezeptoren, Wasserstoffbriicken aaterFall der Protonierung ionische
Wechselwirkungen eingehen konnten. So wuirden diesshierte einem erheblichen

systematischem Fehler unterliegen.

S o
diagonal: 1.0 nm diagonal: 1.5

vertikal: 0.5 nm vertikal: 1.0 nm

IR 4:1-Verdiinnung
Q o o Q
4 Q Q AN
Q S Q Q S
Q \ Q Q Q
Q Q Q Q
diagonal: 2.5 nm

vertikal: 1.0 nm vertikal:

Abb. 58. Theoretischer Platzbedarf der*t€opfgruppe (schwarze Kreise) im Verhaltnis zur SAMdrteilung
(rote Punkte = Ankermolekile, blaue Punkte = Verdiimgsmolekiile). Durchmesser (1.0 nm) abgeleitedaus

grofdten Ausdehnung im Modell und erhalten ausddtgiraphischen Daten.

Basierend auf diesen theoretischen Betrachtungerdemunach der unten vorgestellten
Methode folgende SAMs aus den Ankermolekil&® (C4-NH,) und161 (NH,), sowie den
Verdinnungsmolekilenl56 (EG3) und 157 (EG6) hergestellt und fir die SPR-
Untersuchungen verwendet. Dabei sollte der Einfemsohl der Oberflachenkonzentration
der Kohlenhydratliganden, gegeben durch die veesi@men Verdlinnungsverhéaltnisse, als
auch der Abstand zur Sensoroberflache, gegeberh diiec Verwendung unterschiedlich

langer Ankerspacer, untersucht werden (Tabellenntb16).

Tabelle 15.Glyco-SAMs fir die CPI-Untersuchungen.

Ankermolekll  Verdinnungsmolekul  Verhaltnis Kohlenhydratkopfgrap

SAM 1° - 157
SAM 2° 159 157 1:25 a-Mannopyranose
SAM 3° 161 157 1:25 a-Mannopyranose
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SAM 42
SAM 5°
SAM 6°
SAM 7°
SAM 8°
SAM 9°
SAM 10°
SAM 11°
SAM 12°
SAM 13°
SAM 14°
SAM 15°

SAM 16°

161

159

159

159

159

159

159

159

159

159

159

159
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156

156

157

157

157

157

157

157

157

157

157

157

157

1:25 a-Mannopyranose
1:1 a-Mannopyranose
1:2 a-Mannopyranose
1:4 a-Mannopyranose
1:10 a-Mannopyranose
1:2 a-Glucopyranose
1:2 B-Glucopyranose
1:2 B-Maltose
1:2 [B-Galactospyranose
1:25 [3-Galactopyranose
1:2 2-Acetamido-2-desoxf-
glucopyranose
1:925 2-Acetamido-2-desox{3-

glucopyranose

a) SAM fur die Referenzzelle; b) SAM fur die akti¥elle.

Tabelle 16.Glyco-SAMs fiur die CCIl-Untersuchungen.

Ankermolekdl

Verdinnungsmolekl

Verhdltnis  Kohlgdhatkopfgruppe

SAM 17

SAM 18

SAM 19

SAM 20

SAM 21

SAM 22

SAM 23

SAM 24

159

159

161

161

161

161

161

161

157

157

1:1 Le”
- Le”
1:1 Le”
- Le*
- [-Lactose

2-Acetamido-2-desoxy-
B-lactose

- a-ldopyranose

- a-Talopyranose
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Die hier verwendete Methode zur Untersuchung vonl GRd CCI sollte die
Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie sein,| w&iyco-SAMs hervorragende
Plattformen zur Mimikrierung der Glycocalix und @dbAMs eine Grundlage dieser
spektroskopischen Methode darstellen.

Die Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie .(emirface plasmon resonance
spectroscopy SPR) ist eine optische Methode, mit der Adsonsworgéange an
Metalloberflachen gemessen werden kénnen. Wenhieiristrahl oberhalb eines kritischen
Winkels ®¢ von einem optisch-dichterem Medium (Glasprisma)ein optisch-diinneres
Medium (wassrige Losung) ubertritt, so wird er betihektiert, wobei die Intensitat des
reflektierten Lichtstrahls der des einfallendenhtstrahls entspricht. Ebenso erzeugt diese
elektromagnetische Welle im optisch-diinneren Medeim sog. evaneszentes elektrisches
Feld. Ist der Glastrager jedoch mit einer dinnehic®t eines Edelmetalls beschichtet,
werden die Oberflachenplasma-Schwingungen, auch@ianeszente Welle, angeregt (Abb.
59). Die Oberflachenplasma-Schwingungen  kdénnen  aBchwingungen  der
Leitungselektronen elektrischer Leiter um die pesigeladenen Atomrimpfe an der
Oberflache des Metalls angesehen werden. Die Quanlieser Oberflachenplasma-

Schwingungen nennt man Oberflachenplasmonen.

Evaneszentfeld
£ des Lichts

g, Metall | S )
: [ /7 E

£ Umgebungsmedium

! gebung E-Feid

| des Plasmons

L 3

z

Abb. 59. Evaneszente E-Felder des totalreflektierten Liohts des Oberflachenplasmons.

Weil zwischen diesen Schwingungen und dem elekteiscevaneszenten E-Feld des
totalreflektierten Lichts Interferenz eintritt, komh es zur Resonanz. Die Intensitat des
reflektierten Lichts wird dadurch abgeschwécht. dBie Abschwachung ist beim

Resonanzwinkebgr am grol3ten (Abb. 60).

Das evaneszente E-Feld der Oberflachenplasmonehnt reidas Umgebungsmedium hinein.

Die Eindringtiefe dieses Feldes hangt von der Wi&lege und dem Einfallswinkel des Lichts
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ab. Der Resonanzwinkédr hé&ngt auch von den Brechungsindices der MedienBab.
gleichbleibendem Brechungsindex des Prismas weg also ausschliel3lich von

Veranderungen an der Oberflache des metallischetiuves beeinflussg®?

Intensitédt [arb. units]

&0 5'2 ﬁ'd. 5.5 B‘:ﬂ 7.13 7-2
Einfallswinkel ["]

Abb. 60. Reflexionskurve des Lichts; ab® (kritischer Winkel) tritt Totalreflexion ein;®@g ist der
Resonanzwinkel.

Im Jahr 1959 wurde dieses physikalische Prinzipmeds von Turbadar beschrieb@ft
Weiterentwicklungen wurden von OfY' % und Kretschmarif® vorgenommen. Seit
Anfang der neunziger Jahre des letzten Jahrhundiexdsbasierend auf diesem Prinzip von
der FirmaBiacore Sensorsysteme kommerziell erhéltlich, mit deneéchteSPR-Messungen
von biologischen Erkennungsprozessen durchgefidmden konnef®”!

Dabei werden vereinfacht ausgedrickt Sensorchipszevelet, die, wie DVDs, CDs oder
Kasetten in HiFi-Gerate, in das Messinstrumenteginlnd vollautomatisch mit praparierten
Analytldsungen eluiert und analysiert werden. DigSensorchips bestehen aus einem
Glastrager, auf den eine 50 nm dinne Goldschicfgetragen ist. Diese Goldschicht ist
durch Thiolanker mit einer funktionalisierten Matbieschichtet®® In diese Matrix kann nun
der zu untersuchende Ligand tber verschiedene sheenMethoden eingebettet werden.
Kommerziell erhaltlich sind Sensoroberflachen mitarlibxygruppen terminierten
Dextranmatrices in  verschiedenen Schichtdicken (€W8®, NHS-Aktivester-
Immobilisierung von Aminen (Proteine)), mit Stregthn terminierte Dextranmatrices (SA,
Biotin-Affinitatsimmobilisierung), mit Nitrilotriesigsaure terminierte Dextranmatrices (NTA,
Zn**-Polyhistidin-(His-Tag)-Immobilisierung), mit langkigen Alkylthiolen (HPA, lipophile

Einbettungsimmobilisierung) sowie unbeschichtetddGerflachen (Au, benutzerdefinierte
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Thiol-Immobilisierung)**® Bei dem in dieser Arbeit verwendetBiacore T100Gerat wird
das Licht einer LED (~ 800 nm Wellenlange) lUibereairfiestgelegten Bereich von Einfalls-
und Ausfallswinkel auf der Sensoroberflache tofedkdiert. Unter diesen Bedingungen ist
die Eindringtiefe des resultierenden evaneszentetde in die Analytldsung etwa
150 nmf™ Bei Bindung des Analyten an den Liganden, der éerf Sensoroberfliche
immobilisiert ist, andert sich der Brechnungsin@exder Sensoroberfliche. Diese Anderung
verschiebt die Lage des Resonanzwink@ts(Or; - Or2 = ABGR), was vom Gerat detektiert
und aufgezeichnet wirds®g wird in Form von sogResponse unitdkU) ausgedriickt. Dabeli
entsprechen 10,000 RU einer Anderung voBr = 1°2"Y Die Abbildung 61 zeigt ein
typisches SPR-Sensorgramm, wie es mit @emeore Gerat erhalten wird.

T
o

Resonanz ® e
Unit e % nd
y b c

T

e
_Bindungsprofil

Assoziation Dissoziation

Y
Y
]

557575

ARAARRAR

d

Regeneration

J

é 4 é é 1I0 Zeit <jm|n)’

Konzentration

Abb. 61. Typisches Sensorgramm, das von SPR-Bindungsexpaemerhalten wird.

Der Durchfluss des Elutionspuffers bildet die Blasis (a, Grundzustand). Beginnt dann
nach Injektion die Elution des Analyten, zeigt Biesonanzkurve einen Anstieg, weil sich der
Brechungsindex auf Grund der Bindung zwischen Ldgan und Analyt an der
Sensoroberflache &ndert, ( Assoziationsphase). Im Fall des Gleichgewichtsngs
(Assoziation = Dissoziation) findet keine Anderugs RU-Signals mehr statt. Es wird ein
um ARU erhéhter Grundzustand erreiclt 5 ¢). Nach Beendigung der Analytinjektion
nimmt die Response wegen der Dissoziationalbissoziationsphase). Da die vollstandige
Dissoziation oft sehr lange dauert, wird in einesg@nerationschritt der Analyt durch die
Injektion einer speziellen Losung (Detergenz, dadiner oder sehr niedriger pH-Wert) von
der Sensoroberflache heruntergespitt Regenerationsphase). Nach diesem Waschschritt
wird der Grundzustand schnell wieder erreicht. Atis€end kann eine erneute Analyse
erfolgen. Die SPR-Technologie eignet sich im Gegengu anderen Verfahren auch fur
Messungen von schwachen Wechselwirkungp & 0.1 mM), wie sie bei Protein-
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Kohlenhydrat-Interaktionen vorliegé{? Dadurch ist es beispielsweise moglich, Lectin-
Kohlenhydrat-Wechselwirkungen zu untersuché&h.

Die Praparation von SPR-Sensorchips, wie sie hiegestellt wird, ist in gro3en Teilen
neuartig. Deshalb wurde zur Evaluierung der Immsielungsmethode von Kohlenhydraten
an Amino-SAMs bekannte Lectine, wie Concanavalinmiéginus communigAgglutininin und
Weizenkeimagglutinin (WGA, englwheat germ agglutininin den Bindungstests verwendet
und mit bekannten Systemen verglichen. Im Folgendenden diese Lectine kurz vorgestellt.
Grundsatzlich bezeichnet man als Lectin (vtectus lat.: legere auswahlen) ein
Kohlenhydrat-bindendes Protein, das kein Enzym ddeikorper ist®’* "> Sie kommen in
den meisten lebenden Organismen vor und Uberneldoenverschiedenste biologische
Aufgaben (Beispiele siehe 1.1). Eine Doktorarbeits adem Jahr 1888, in der die
Agglutination von roten Blutkérpern, hervorgerufdarch den Extrakt aus Castor-Bohnen,
beschrieben wurde, wird oft zitiert als der Begoer Lectinologie. Die dort beschriebene

aktive Komponente war ein Protein, das als Riciretzhnet wurdé&’®!

Concanavalin A:

Abb. 62. Kristallstruktur von Concanavalin A.

Die Samen der Jack-Bohn&€gnavalia ensiformis enthalten als Hauptkomponente ein
hamagglutinierendes Lectin namens Concanavalin @nfJ. ConA wurde als erstes Lectin
tiberhaupt bereits 1919 in reiner Form von Summdieis. ®’” 1936 konnte ebenfalls Sumner
nach konventioneller Proteinreiningung ConA krissgren und seine Kohlenhydratspezifitat
nachweisef®’® Dieses Lectin war auch das erste, das durch Adfsghromatographie

gereinigt und bei dem die komplette dreidimensier&truktur durch Réntgenstrukturanalyse
aufgeklart wurde (siehe Abb. 62; ProteinDataBasdeC@®cnal®’® %% ConA weist die
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hochste Affinitat zu pD-Mannose und dessem-Glycosiden auf. In  Oligo- bzw.
Polysacchariden ist die Affinitat am hoéchsten, wesioh der Mannose-Rest am nicht
reduzierenden Ende des Kohlenhydrats befindet. Esrdem aber auch innere
Mannoseeinheiten erkannt. ConA bindet auch an tedei D-Glucose- und D-N-
Acetylglucosamin-Reste, aber mit geringerer Affinit® Es ist nicht-glycosyliert und
besteht bei neutralen pH-Wert aus vier nicht-kavialeerbundenen Untereinheiten von 26.5
kDa, die sich zu einem tetraedrischen Tetramermosnlagern (Gesamtgewicht 106 kDa).
Unterhalb von pH 5.6 dissoziert es zu einem Dififér.Jede Untereinheit besitzt eine
Kohlenhydratbindungstelle. ConA ist eine Metalldgip mit einem C&- und einem MA'-
lon pro BindungsstellE®®! Bei Demetallierung verliert es seine AktivitatsATetramer hat es

einen Durchmesser von etwa 8 nm und die Bindurigatélaben eine Entfernung von ca. 6.5

r".n.[361]

Ricinus communis Agglutinin (RCA):

Abb. 63.Kristallstruktur von RCA.

Die Bohne des WunderbaunRi¢inus commun)senthalt zwei verwandte LectinRjcin und
Ricinus communisAgglutinin (RCA). Das Erstgenannte ist eines deteptesten und
todlichsten Toxine. Es ist zehnmal giftiger als désbragift™®" Ricin ist ein 60 kDa-
Heterodimer aus zwei Untereinheiten A und B, diecdweine Disulfidbriicke miteinander
verknupft sind. Die Untereineinheit A macht die t{giteit durch enzymatische Inaktivierung
der Proteinbiosynthese aus, und die Untereinheittr&yt zwei Galactose-spezifische
Kohlenhydratbindungsstellen. RCA ist ein Dimer 0 kDa gleicher Untereinheiten A und

B. Es ist aber nicht toxisch, da die A-Untereindeitiber eine Disulfidbriicke miteinander
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verbunden sind. Diese S-S-Briicke fiihrt zu einashtekonformativen Anderung in der A-
Untereinheit®** *®!Das Lectin RCA ist ein langgestrecktes Molekiil (2 x 6 nm x 4 nm),
in dem sich die Kohlenhydrat-bindenden Einheitemt@teinheiten B) terminal befinden,
wahrend die Unterheiten A zentriert sind (Abb. €3pteinDataBase-Code: 1AAI). Damit
ergibt sich ein Abstand der Kohlenhydratbindundksteson maximal etwa 12 nfff: 38!

Wheat Germ Agglutinin (WGA):

Abb. 64.Kristallstruktur von WGA.

WGA ist ein GIcNAc-spezifisches Lectin, welchesprisglich aus Weizenkeimeiiriticum
aestivum durch klassische Proteinreinigung erhalten werklennte. Heute wird es Uber
Affinitatschromatographie an immobilisiertenN-Acetylglucosamin gewonnéit’' Die
Kohlenhydratspezifitat ist gegérAcetylglucosamin und dessen Oligomere gerichtehev
die festeste Bindung 2yW-Acetylchitotriose erreicht wird. WGA bindet aberch Sialinsaure-
haltige Oligomeré®®! WGA besteht aus zwei identischen Untereinheiten & kDa
(Gesamtprotein: 34 kDa) und enthalt keine Meta#ioft® Jede Untereinheit enthalt vier
sich wiederholende Domé&nen von 43 Aminosauren. Desheane bildet eine Bindungstelle,
womit das gesamte Protein acht Bindungsstellen uveeisen haf®® WGA ist
ausserordendlich stabil, da es sehr Cystein-resthund deshalb pro Untereinheit 16
Disulfidbriicken ausbildét® WGA hat eine glubolare Quartenarstruktur von eivam
Durchmesser, wobei die Bindungsstellen einen Alostaom 1.4 nm bis 5.3 nm haben (Abb.
64, ProteinDataBase-Code: WGE) 39
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In dieser Arbeit wurden unbeschichtete Goldsensoftithen (SIA Kit Au, Biacore)
verwendet, die durch SAM-Bildung funktionalisierutden. Konventionell benutzte CM5-
Chips (Carboxymethylierte  Dextranmatrix) weisen eeingrofe Variation an
Immobilisierungsmdoglichkeiten sowohl von Proteinas auch von leichten Liganden auf.
Ferner zeigen sie einen hohen Grad an Unterdrickigtg-spezifischer Bindungen, aber
CM5-Chips haben auf Grund der Dextranmatrix ein@hdstigen Charakter. Deshalb sind
die auf ihnen erhaltenen Resulte gerade bei deersinthung von Proteien als Analyt fir
Massentransporteffekte sehr anfalfitj: *** Ebenso kénnten die-glycosidischen Bindungen
der Glucoseeinheiten die Bindungen von ConA begsstn.

Demgegeniber ist ein weiterer Vorteil von benuteknierten SAMs als Sensoroberflache,
dass ihre zweidimensionale Prasentation der Ligadde Zellmembran besser mimikriert als
die dreidimensionale Detranmatf> *°* Durch SAM-Bildung lasst sich hervorragend die
Ligandendichte kontrollieren, wie von Konradsset al. gezeigt werden konnt&"
Whitesideset al. fanden bei ihren SAMs sogar eine bessere Untekdridc der nicht-
spezifischen Interaktionen im Vergleich zu CM5-GHi® Hernaiz et al. hatten SPR-
Bindungsstudien mit dem LectMiscum albumAgglutinin (VAA) an CM5- und SAM-Au-
Chips durchgefiihrt, die beide mit Lactosederivatekmktionalisiert waren. Beide
Chipsysteme lieferten vergleichbare Ergebni¥ék. Damit eignen sich Glyco-SAM-
Sensoroberflachen hervorragend fur die Untersuchuwran Kohlenhydrat-basierten
biologischen Erkennungsprozessen.

Die Glyco-SAM-Bildung wurde in zwei Schritten dugdfihrt. Zunachst wurden die
Ankerspacer mit den Verdlinnungsspacers in versehesd Verhaltnissen auf der
Goldoberflache fixiert. Dann wurden die Kohlenhy#ogpfgruppen durch Iminbildung und
anschlie3ende reduktive Aminierung auf dem SAMalistt. Die Thiolat-Loésungen und die
Benzaldehyd-Konjugate wurden durch Programmieruag Biacore-Gerates injiziert und
Uber die Goldsensoroberflache eluiert. Diese Puazadd die SAM-Bildung konnteanline

beobachtet und analysiert werd&f. 3%°!
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Abb. 65. OnlineSAM-Bildung (SAM 2; 157/159, 25:1). Der Anstieg der Response [RU] signalisgeh
Fortschritt der Bildung.

Fir die SAM-Bildung mit den Amino-Linkern159 (H,NC4EGsC;;SH) und 161
(H2NEG6C11SH) sowie den VerdinnungsmolekulEs6 (EG3C11SAC) und157 (EGsC11SAC)
wurden 100 pmolare Lésungen Uber die frisch gegni Goldsensoroberflachen fur
mindestens 45 Minuten eluiert (Details siehe expeniteller Teil). Die Abbildung 65 zeigt
beispielhaft den Verlauf der Resonanzkurve, wiealgemein bei der SAM-Bildung erhalten
wurde, am Beispiel des gemischt®AM 2 (157 zu 159, 25:1). Nach Start der Injektion stieg
die Responsekurve sprunghaft an, was den BeginSAlEFr-Bildung signalisierte. Zu Beginn
wurde der SAM schnell gebildet Ri/dt = grol3). Im Verlauf der SAM-Bildung flachte die
Responsekurve ab. In dieser Phase wurden Fehistale SAM aufgefillt und
Fehlerkorrekturen vorgenommenRd/dt = klein). Nachdem dieser Prozess abgeschlossen
war, ging die Resonanzkurve in den Sattigungsher@er, der dadurch gekennzeichnet war,
dass nur noch ein sehr geringer Zuwachs an Resgongerzeichnen war RlJ/dt ~ 0). An
dieser Stelle wurde die Injektion der Thiollosungdrgebrochen, und der neugebildete SAM
wurde mit dem Laufpuffer fir mehrere Minuten gewest Die DifferenzZARU zwischen
Start und Ende der SAM-Bildung ist proportional agsorbierten Thiolmenge und konnte

zur Charakterisierung des SAMs herangezogen weggden).
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Abb. 66.Beispielhaftes Sensorgranfiir die Online-Glyco-SAM-Bildung.

Unmittelbar danach wurde jeweils der entspreche@tigco-SAM hergestellt (Abb. 66,
typisches Sensorgramm fur di®©nline-Glyco-SAM-Bildung). Die Verankerung der
Glycostrukturen sollte dabei Uber Iminbildung zwisn der Aminooberflache und den
Benzaldehyd-Glycokonjugaten mit anschlie3ender Riatu durch Natriumcyanoborhydrid
erreicht werden. Dass dieser Ansatz erfolgreich &ennte, wurde an einfachen Systemen
von Reinhoudet al®°® und Griesseet al’**" gezeigt. Reinhoudgt al. bildeten Imine von
Propanal, Pentanal, Decanal und Terephthalaldebhycthanolischen Losungen auf Amino-
undecylthiol-SAMs. Durch Kontaktwinkelanalyse undbedflachen-Infrarotspektroskopie
(FT-IRRAS) konnte die Imin-Elongation des SAMs ngeWwiesen werden. Im wassrig-sauren
Milieu (pH 3.0) war die Iminbildung reversib&{® Die reverse Iminbildung konnte von
Griesseret al. realisiert werde®®” Dazu wurde auf einer Aldehyd-funktionalisierten
Oberflache  (Propanal-Polymerplasma-beschichtete iko8ivafer)  Poly-(-lysine)-g-
polyethylenglycol immobilisiert. Die Inkubation effte in HEPES-Puffer (pH 7.4) fur 30
Minuten. Anschlie3end wurde eine 30 mg/mL NaCN#Rldsung in HEPES-Puffer (10 mM)
fur die reduktive Aminierung zugegeben. Nach weireBO Minuten wurde die Oberflache
gewaschen und der Erfolg der Immobilisierung duRsoteinabsorptiontests bestatif!
Konzeptionell wurden diese Ansatze auf die in diedebeit verfolgten Ziele mit
Veranderungen Ubertragen. Zum einen erschien diewdrglung von aromatischen
Aldehyden vorteilhafter, da diese Imin schnellédénm, und die Produkte durch induktive und

mesomere Effekte stabilisiert werden kénnen. Zuthessn erfolgten die Immobilisierungen
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der Kohlenhydratkopfgruppe in einem SPR-Durchflystsm, was ein@nline-Verfolgung
des Immobilisierungsprozesses erlaubte. Die Abhid66 zeigt beispielhaft, wie dieser
Prozess zu beobachten war. Die Losungen (100 upv)Beezaldehyd-funktionalisierten
Kohlenhydratstrukturen in PBS-Puffer wurden jewéiés einer Flussrate von 10 pL/min far
mindestens 30 Minuten tber die AminooberflacheegtuBei Sattigung der Resonanzkurve
wurde fur die reduktive Aminierung Uber einen Zamim von vier Minuten bei 10 pL/min
eine NaCNBH-L6sung (100 mM) injiziert. Im Detail stellte siadtie Immobilisierung wie
folgt dar: Nach einer Equilibrierungsphase mit deRBS-Laufpuffer wurden die
Benzaldehyd-funktionalisierten Glycoderivate — gelin PBS-Puffer — injiziert und tber die
Amino-SAMs eluiert. Auch hier konnte zu Beginn eisprunghafter Anstieg der
Resonanzkurve festgestellt werden. In der Anfangsphvar die Iminbildung schnellRtl/dt

= groR3). Eine Abflachung der Resonanzkurve deuseteeine vollstandige Belegung der
Aminogruppen durch Iminbildung hin U/dt = klein bzw.=~ 0). Zu diesem Zeitpunkt wurde
durch Injektion des Reduktionsmittels die reduktdminierung eingeleitet (extrem hohe
Resonanz wegen der hohen Konzentration an Redsktittel). Anschlieend wurde mit
dem Laufpuffer gewaschen. Die DifferenRU zwischen Start und Ende der Imin-Bildung
ist proportional zur immobilisierten Kohlenhydratnge.

Die Charakterisierung der Glyco-SAMs konnte durehAhalyse der Differenz der Resonanz
ARU erfolgen. Der Zuwachs um eine ResonanzeinheiteRtdpricht der Immobilisierung
bzw. Absorption von 1 pg Material pro MnSensoroberflaché® Die Grundflache der
Flusszelle lieR sich mit den Angaben des Hersgetta 1.5 mrhberechnen (Volumen/Hohe
= 0.06 mni / 0.04 mm)3’” Die Einheitszelle von Alkylthiolen auf Au(111) heine GroRe
von 0.2165 nrhund enthalt ein Molekiil. So kénnen bei einer gegie Au(111)-Oberflache
maximal 6.93 * 167 Anker- bzw. Verdiinnungsmolekiile in der Flusszetlscabiert werden
(1.5 mnf = 1.5 * 13 nn? / 0.2165 nrf). Mit der AvogadrozahN, ergibt sich eine maximale
Stoffmenge pro Flusszelle von 1.15 **tamol bzw. 11.5 pmol. Firr die Referenzflusszelle
mit demSAM 1 (Verdinnungsmolekil57, Mol.-gew. des Thiolats M = 467.68 g/mol) ergab
die Berechnung der maximal-adsorbierbaren MasseneWWert von 5380 pg, was einem
RUwmax Vvon 5380 RU entsprach. Fur die Berechung von,Rder gemischten SAMs wurde
ein durchschnittliches Molekulargewicht zu Grunddegt. Beispielhaft ergab sich fur den
SAM 2 (1:25 =159157) ein Molekulargewicht von 470.40 g/mol ([(1*538.88nol) + (25 *
467.68 g/mol)] / 26 = 470.40 g/mol). Damit ergathsiir RU,ax ein Wert von 5410 RU. Die

so erhaltenen Werte fur Rk sind in den Tabellen 17 und 18 zusammengefasst.
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Tabelle 17. Charakterische Eigenschaften und Zusammensetzurglgen-SAMs fur CPI-Untersuchungen.

SAM  Lheor AMel e optoruppe  ARUswi (RUvsd  ARUsicosam (RUvind)
12 - - 2540 (5380) 47.2% -
2° ~ 49§ a-Man 2310 (5410) 42.9% 210 (70) 12%
3 ~ 494 a-Man 2410 (5370) 44.9% 200 (75) 11%
4 - - 1510 (3860) 39.1% -
5P ~ 4% a-Man 1480 (3920) 37.8% 170 (60) 11%
6° ~ 5006 a-Man 2550 (5785) 44.1% 1450 (900) 80%
7’ ~ 3396 a-Man 2510 (5650) 44.4% 1130 (600) 62%
8° ~ 209% a-Man 2390 (5540) 43.1% 780 (355) 44%
o° ~ 90F a-Man 2200 (5450) 40.4% 420 (150) 26%
10° ~ 3396 a-Glc 2270 (5650) 40.2% 990 (545) 60%
11° ~ 3396 B-Glc 2345 (5650) 41.8% 585 (560) 58%
12 ~ 3306 B-Malt 2630 (5650) 46.5% 1470 (915) 53%
13 ~ 3306 B-Gal 2480 (5650) 43.9% 1115 (595) 62%
14 ~ 4% B-Gal 2530 (5410) 46.8% 190 (75) 10%
15° ~ 3396 B-GIcNAC 2490 (5650) 44.1% 1310 (665) 65%
16° ~ 4% B-GIcNAC 2550 (5410) 47.1% 240 (85) 11%

a) SAM fir die Referenzzelle; b) SAM fur die aktidelle; c) Spacefl59157, d) Spacerl61/157, e) Spacer
162/156, *Werte gerundet.

Vergleicht man die tatsachlich erhalten Werte ARUsav der SAM-Bildung mit den

theoretischen Werten Rld, so ergibt sich eine akkurate SAM-Bildung je nahBiUsav an

RUwax War. Je akurater wiederum die SAM-Bildung ausfikdsto weniger Fehlstellen sollte

es im SAM geben. Die prozentuale Abweichung vomotégschen Wert konnte als
Qualitatsmerkmal des SAM gedeutet werden. In déell@ 17 sind die Werte vattRUsaw,

RUwmax und deren prozentualer Belegungsgrad fur die kiere SAMs, wie sie fur die

Untersuchung von CPIs hergestellt wurden, aufgglissrundsatzlich wichen all&RUsawm
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mit 37.8% bis 47.2% erheblich vom theoretischent\dller Dieses Ergebnis konnte zum einen
mit einer hohen Zahl an Fehlstellen im SAM und/aaérzu grof3en Ungenauigkeiten in den
Annahmen zur Berechnung von R4/ erklart werden. Der Tabelle 17 ist zu entnehmessd
die SAMs untereinander verglichen eine weitgehdddmogenitat in der Abweichung zum
perfekten SAM aufwiesen. Deshalb waren die Ergaenisler CPI-Bindungsstudien
verlasslich und gut miteinander vergleichbar. Ebeksnnte festgestellt werden, dass die
SAMs mit dem langen Verdinnungsmoleklib7 (Hexaethylenglycol) einen besseren
Belegungsgrad von etwa 45% aufwiesen als die SAME mit dem kurzen
Verdinnungsmolekill56 (Belegungsgrad ~ 38%) hergestellt wurden (Tabélfe 1-5).
Deshalb wurden fur die CPI-Untersuchungen SAMsdrih Hexaethylenglycolderivdts7
als Verduinnungsmolekil verwendet. Dartber hinausemadie gemischten SAMs einen
geringeren Belegungsgrad als die reinen SAMs dé&rBezflusszellen. So hatte d&AM 1
mit dem Verdinnungsspacgs7 einen Belegungsgrad von 47.2 % gegentiber der gbtars
SAM 2 mit 42.9% (Tabelle 17, 1 und 2). Auch mit dem lamz/erdinnungsspacé&b6
konnte die gleiche Tendenz beobachtet wer&&M 4 = 39.1% zuSAM 5 = 37.8% (Tabelle
17, 4 und 5).

Die durch reduktive Aminierung erhaltene Glyco-SAWdung wurde analog analysiert.
Zum Beispiel hatte di©&AM 2 einen theoretischen Anteil von Aminogruppen vonaett%
(159zu 157 1/25~ 4%) (Tabelle 17, 2). Bei der erhaltenen Resonamz2810 RU entsprach
dies einer adsorbierten Stoffmenge von 4.91 pn@l@ZRU = 2310 pg; 2310 pg/470.4 g/mol
= 4.91 pmol). Bei 4% Aminolinker-Anteil hatten meal 0.196 pmol Benzaldehyd-
funktionalisiertes Mannosylglycoskb durch Iminbildung immobilisiert werden kénnen,als
70 pg (0.196 pmol x 356.37 g/mol = 70 pg). Das mndishe einer Rk von 70 RU.
Tatsachlich wurde festgestellt, dasRUgjycosam Mit 210 RU dreimal hoher als erwartet war.
Dieser Befund war nicht darauf zurlckzufiihren, desszu unspezifischer Immobilisierung
des Benzaldehydderivates kam, sondern auf eineeighghallige Verteilung zwischen
Aminolinkeranteil in Losung und in der SAM. Diesek&dnomen ist bekannt und weitlaufig
diskutiert wurden. Die Einbettung von verschiedeii@iolen in die SAM aus einer Mixtur
von Thiolen héngt von der chemischen Struktur deiol€ ab, weshalb es zu dieser
Ungleichverteilung kam!2%°*“°Y |m hier vorliegenden Fall waren alle Verhaltnissen
Ankermolekidl zu Verdunnungsmolekil in der SAM gro8ks in der Loésung, aus denen die
SAMs hergestellt wurden. Der Anteil an Aminolinkevar bei Systemen mit 1/25-
Verdinnung im SAM mit 10 — 12% etwa dreimal so hooh erwartet (Tabelle 17, 2, 3, 5, 14
und 16). Bei einer 1/2-Verdiunnung war der Anteil Aminolinker im SAM etwa doppelt so
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hoch wie zu erwarten war (Tabelle 17, 7, 10 — 18 u®). Der Bedeckungsgrad der
Kohlenhydratkopfgruppe hing aber auch von der GrdBs Saccharids ab. So war der
Bedeckungsgrad bei der Maltose-Kopfgruppe mit 5&¥nger als bei den Monosacchariden,
bei denen Bedeckungsgrade von 58% bis 65% fur d&$AM gefunden wurden (Tabelle
17, 7, 10 — 13 und 15). Die Abbildung 67 zeigt airf®dot von Aminolinkeranteil in der
L6ésung gegen Aminolinkeranteil im SAM. Ein solch&rlauf wurde auch von Whitesides

al. fur ahnliche Alkylthiolpaare gefunden wie sie hieingesetzt wurdef®® Damit war
davon auszugehen, dass es sich beim Bedeckungdgradohlenhydratkopfgruppen nicht
um einen systematischen Fehler handelte, sondern eum Charaktertistikum des
Spacersystems. Dieses Ergebnis konnte als Diskggsiadlage fur die CPI-Untersuchungen

genutzt werden.
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Abb. 67. Plot von Aminolinkeranteil in Losung gegen Amindaranteil in der SAM (feste Linie = gefunden;

gestrichelt = theoretisch).

Fur die CCIl-Untersuchungen wurden die SANBAM 17 bis SAM 24 hergestellt (Tab. 18;

17-24). Da CCls in biologischen Systemen aussdidle3n und zwischen sogenannten
carbohydrate micro domaingzw. glycosphingolipid patchesvorkommen, in denen die
Kohlenhydratkopfgruppen sehr eng aneinander gedlaped (siehe Einleitung), wurden in
dieser Arbeit fast nur reine Amino-funktionaliseerSAM fur die CCI-Untersuchungen
benutzt (Tab. 18; 18, 20-24). Mit den SAI8aM 17 und SAM 19 sollte jedoch untersucht
werden, welchen Einfluss eine 1/1-Verdinnung desinAdlmkers zum einen auf den
Bedeckungsgrad an f-&opfgruppen und zum anderen auf die bekanntelle&CCI hatte.

Auch hier war zu erkennen, dass reine SABAN 18 und 20) gegeniber den gemischten
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SAMs (SAM 17 und 19) einen hdheren Belegungsgrad (45.8% zu 44.6% B&:3% zu
45.2%) vorzuweisen hatten. Ebenfalls war der Bedleg&grad der eKopfgruppe in den
gemischten SAMs groRRer als der Aminolinkerantediém Thiollosungen. Allerdings wurden
hier geringere Verhaltnisse gefunden als fur diendaccharide in Tabelle 18. Die Ursache
hierfir war in dem grofReren Platzbedarf der Trisadde gegeniiber den Monosacchariden
zu finden. Bei den reinen SAMs waren die Bedeckgrage fur die LEKOpfen mit 89%
bzw. 92% zu 100% wegen sterischer Hinderung geriaigeerwartet (Tabelle 18; 18 und 20).
Mit 95% (B-Lac, SAM 21) und 93% [B-LacNAc, SAM 22) war der Bedeckungsgrad fir die
Disaccharide schon besser, und fir die Monosaa#hariidose (99%,SAM 23) und a-
Talose (98%,SAM 24) konnte die Belegung der Aminogruppen als naheallstéindig

angesehen werden.

Tabelle 18. Charakterische Eigenschaften und Zusammensetzur@lygeo-SAMs fur CCl-Untersuchungen.
Theor. Anteil

SAM - linker  KOPfaruppe  ARUsaw (RUman) ARUglycosam (RUpiax)
17 5008 Le* 2580 (5785) 44.6% 2715 (1810) 75%
18 10096 Le* 2835 (6190) 45.8% 3320 (3715) 89%
19° 5004 Let 2430 (5370) 45.2% 2825 (1835) 77%
207 10096 Le* 2650 (5370) 49.3% 3685 (4005) 92%
212 10096 B-Lac 2580 (5370) 48.0% 2730 (2870) 95%
22 1009 B-LacNAc 2570 (5370) 47.9% 2865 (3080) 93%
2% 100% a-Ido 2590 (5370) 48.2% 1960 (1980) 99%
2#  100% a-Tal 2620 (5370) 48.8% 1960 (2000) 98%

a) SAM fir die aktive Zelle; b) Spacdb9157, c) Spacerl59, d) Spacerl61/157 e) Spacerl6l; *Werte

gerundet.

Nach dieser Prozedur wurden insgesamt 12 Senserbbiigestellt und charakterisiert. Bevor
mit den eigentlichen CPI- und CCIl-Untersuchungegobeen wurde, wurden zunachst die
biorepulsiven Eigenschaften der Referenzflussaeil@ die Spezifitdt der aktiven Flusszelle
untersucht. Die Reproduzierbarkeit der Messwertedevebenfalls gepruft, indem auf einem
Sensorchip zwei identische Referenzflusszellenl(kad 3,SAM 1) und aktive Flusszellen

(Fc 2 und 4,SAM 2) hergestellt und miteinander verglichen wurdent desem Testchip
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wurde zunachst die Biorepulsivitat der unfunktiasiatten Referenzflusszelle mit deAM 1
(Spacer 157, Hexaethylenglycol) untersucht. Unter Biorepulsiti versteht man die
Eigenschaft von Oberflachen, die unspezifische Amim von biologisch-organischem
Material, wie Proteinen aber auch Bakterien, Vivew Pilzen zu verhindern. Unspezifische
Adhasion unter anderem von Bakterien fuhrt zu sageten Biofilmen auf kinstlichen
medizinischen Oberflachen wie Prothesen oder Ketheind stellt eine zunehmende Gefahr
fur den Patienten dar. Aber auch in der Untersughwmn biologischen Prozessen durch
Methoden wie SPR, ELISA, sowie Fluoreszens-Micragsrkann unspezifische Adhasion
bzw. Wechselwirkung zur Verfalschung von Messwefig@men. In diesem Bereich haben
sich Oligo- bzw. Polyethylenglycol-Spacer, wie iresker Arbeit verwendet wurden, als

hervorragende Strukturelemente erwiesen, um unfsgd® Interaktionen zu minimieren.

Biorepulsive Eigenschaften von amino-funktionalisier ten SAMs

1. ConA | 2.BSA

Response [RU]

487201 an

s T e, [ { 1 L [ ‘ﬁ ‘

48640 | | | TR | | I |
600 1200 1800 Zeit [] 4200 5400

Abb. 68. Sensogramm der Referenzflusszelle mit ConA (6.286-uM, 1. Kurvenschar) und BSA (6.25 — 100
MM, 2. Kurvenschar).

Die Abbildung 68 zeigt das Sensogramm der RefeleseZelle, die mit deBAM 1 belegt
wurde. Dieses Sensogramm wurde durch funfminttigeida von ConA (1. Kurvenschar)
und BSA (2. Kurvenschar) mit Konzentrationen vo256uM bis 100 uM erhalten und zeigte
die biorepulsiven Eigenschaften dieser SAM. Die dReszkurven zeigten den typischen
.Kastenverlauf®, wie er zu beobachten ist, wenn @ensoroberflachen unspezifische
Bindung anndhernd vollstandig unterdriickt. DiesedRanz wurde durch Brechungsindex-
Unterschiede zwischen Analytlosung und Elutionsgrufhervorgerufen. Unspezifische
Bindung wirde einen Verlauf erzeugen, der ein ghpms ,echtes” Bindungsprofil mit
Assoziations- und Dissoziationsphase zeigen wirgle Abb. 68 und 69). Das kastenformige
Aussehen der Resonanzkurven kam ausschlief3lich h digonzentrationsunterschiede
zwischen Laufpuffer und Injektionslésung zustande. der Kurvenschar der ConA-
Injektionen war jedoch ein geringer Anteil an ursfiecher Bindung vorhanden. Nach dem

sprunghaften Anstieg der Resonanzkurve war geraglehbhen Konzentrationen eine
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Assoziations- oder Bindungsphase durch kontingieein Zuwachs der RU erkennbar.

Sensogramm von ConA-Bindung zu immobilisierten
41500 a-Mannose-Glycokonjugaten
5+ —
oY 1 I 1 1 1 - 1 1
Bt 1 1 1 1 1 1 | — |1 1
QO 1 1 1 1/ | 1 1
8L b
o) 1/ N 1 1 1 1 1 1
o I“‘ 1 1 1 I n 1
) Ir 1 1 1 | ]
[0] 1 1 1 1 | ]
L : w | — : : -
1 1 1 1 |
o _— |
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| i | . | | b
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Abb. 69. Bindungsstudie von ConA zur Mannopyranosid-funikdiisierten SPR-Sensoroberflache. A:
Equilibrierungsphase; B: Assoziation (1. 50 uM Cp8A100 uM ConA); C: Dissoziation; D: Regeneration

Die aktive Zelle, die mit deBAM 2 (a-Man, ca. 10% Oberflachenbelegung) belegt wurde,
zeigte den typischen Bindungsverlauf fir spezigs@indung (Abb. 69, hier ConA-Bindung
an a-Man-Oberflache). In der Basislinien-Phasavurde mit dem Laufpuffer eluiert, wobei
die Resonanzkurve konstant blieb. Nach dem Start Aealyt-Injektion stieg die
Resonanzkurve auf Grund aktiver Bindung von ConA atMannose-funktionalisierten
Sensoroberflache. In dieser AssoziationsphBsgurde nach langerer Injektionszeit der
Gleichgewichtszustand zwischen Bindung und Dissariaerreicht. Die Resonanzkurve
blieb erneut konstant RU/dt = 0). Nach Beendigung der Injektion des Analyteror(g&)
begann die Dissoziationspha€e Sie war dadurch gekennzeichnet, dass nach sehnell
Anfangsdissoziation die Resonanzkurve nur sehr skamg abfiel. Um schneller den
Anfangszustand zu erreichen, wurde die RegenesgtimseD durch die Injektion einer
0.1%-igen SDS-L6sung eingeleitet. War die Regeimraabgeschlossen, stellte sich in der
EquilibrierungsphaseA der Ausgangszustand des Sensorchips wieder em. nEuer
BindungszyklusB-C-D konnte durchlaufen werden. Als Negativkontrollereelauf gleiche
Weise die Elution von BSA (engl.:bovine serum albumjn untersucht. Der
Resonanzkurvenverlauf zeigte ausschlieRBlich Mabseimgte Brechungsindex-Anderungen
(Daten nicht gezeigt). So konnte die Spezifitat 8emsorchips bestéatigt werden. Um die
Analysendaten von unspezifischen BindungsanteitehMassen-bedingten Brechungsindex-
Anderungen zu bereinigen, werden in der SPR-Spsktmie sogenannte
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Differenzsensorgramme zur Bestimmung der kinetisalred thermodynamischen Daten von
Bindungsereignissen verwendet. Diese Differenzsgn@mme werden gebildet, indem das

Signal der Referenzzelle (Hintergrundsignal) vomdeer aktiven Zelle (Bindungssignal)

abgezogen wird (Abb. 70).
. — Injektionsspikes >
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Abb. 70. Differenzsensor der ConA-Bindung (12.5 nM — 200 rad) Mannopyranosid-funktionalisierten SPR-
Sensoroberflache erhalten durch Substraktion désré&esignalSAM 1 vom BindungssigndbAM 2.

Konstruktionsbedingt entstehen bei der Differerdinilg sogenannte Injektionsspikes, weil
die Referenz- und aktive Zelle leicht zeitlich setzt von der Analytldsung durchflossen
werden. Diese Spikes sind besonders stark ausgebugnn ein grof3er Unterschied im
Brechungsindex zwischen Laufpuffer und Injektiossidg besteht. Die Auswirkungen
konnen bei der Analyse von kleinen Molekilen, wiebAdung 70 (kleines Fenster rechts)
zeigt, ziemlich grol3 sein. In dieser Arbeit konntée Spikes dadurch minimiert werden, dass
der Analyt im Laufpuffer geldst wurde. Die Auspraguder Injektionsspikes war in den
Differenzsensorgrammen nur bei starker VergroRedangRegion zu Beginn der Injektion zu
erkennen (Abb. 70, kleines Fenster links).

Die Datenanalyse mit déBiacore T100 Evaluatiooftware konnte keine befriedigenden
Ergebnisse liefern. Die Kurvenanpassung, basieaahdinem 1:1-Bindungsmodellsr(e site
binding modé) lieferte sehr groRehi>-Werte, was fiir ein unkorrektes Bindungsmodell

sprach. Deshalb wurde zur Ermittlung der thermodysehen Dissoziationskonstant&p
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fur die Analyse der Bindungsdaten eine lineare Begjon des Scatchard-Plots durchgefihrt.
Die Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung, in den vorliedgen Fallen fast ausschliel3lich Protein

— immobilisierte Glycokonjugate, kann beschriebemden als:

o N

/ f/ “/?’ﬁ fx’ ffﬁfﬂﬂ’/?

ssssssssssss s s s 8 s

A ]

Abb. 71. Schematische Darstellung der Rezeptor-Liganden-gétairkung.

Wobei R die Probe bzw. der Rezeptor (z.B. Proténtikorper, Kohlenhydrat oder
Glyconanopartikel), L der Analyt bzw. Ligand (z. Bnderes Protein, kleine Molekile,
immobilisierte Kohlenhydrate ect.) und RL der Rdpejhigand-Komplex ist. Diese
Wechselwirkung wird durch die Geschwindigkeitsretsg Assoziatiork, (Einheit: M's™)
sowie der Geschwindigkeitsrate der Dissoziatigp (Einheit: ') beschrieben. Fiir den
Gleichgewichtszustand, also wenn die gleichen Meng®& Probe assozieren sowie
dissozieren, ist das Verhaltnis der Konzentratiea Rezeptor-Ligand-Komplex [R*L] zum
Produkt aus der Konzentration des freien Rezed®fsund der Konzentration des freien
Liganden [L] konstant. Diese Konstante wird alsiiittits- bzw. Assoziationskonstarig
bezeichnet:
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1
] (1)

In der Biochemie wird haufig die Dissoziationska@mée Kp zur Beschreibung von
Bindungsstarken verwendet. Sie bezieht sich aufRiiekreaktion und ist deshalb reziprok
zur  Assoziationskonstanten und  beschreibt  ebenfalas  Verhaltnis  der

Geschwindigkeitsraten der Assoziation und Dissamiat

_ 1 _[RF[L]_

1
D K_ [RL] B (2)

Die Gesamtkonzentration des Rezeptors/Probg gt die Summe aus freiem Rezeptor [R]
und gebundenem [RL]: [Rla = [R] + [RL]. Mit dieser Annahme liefert die Umfawung der
Gleichungen (1) und (2) eine lineare Gleichung Berm y = m*x + b. Diese Auftragung
wird als Scatchard-Plot bezeichnet und ist analog 2Michealis-Menten-Modell in der

Enzymkinetik:

R LR -R)  ®

Rl Ko

Dabei hat die Gerade die Steigung m = -glLi&d den y-Achsenabschnitt fR] / Kp. Im
SPR-Experiment ist [RL] proportional zumresponse unit RU. Da [Rloa den
Gesamtbindungsstellen auf dem Chip entspricht, [t proportional zur maximal

erhaltbaremesponse unitRUwax. Es ergibt fir Gleichung (3):

[RU]

W_K_d *([RU]ye ~[RU)) (4)

Eine Auftragung von [RU]/[P] gegenlber [RU] liefetén Scatchard-Plot. Die resultierende
Gerade hat die Steigung Ki/ und den y-Achsenabschnitt RLY Kp.

In  den anfanglichen qualitativen Untersuchungen zden Bindungs- und
Biorepulsionseigenschaften wurden hohe Konzentratiades Lectins ConA von 6.25 — 100

MM verwendet, um die Unterschiede in den Bindurgjgaissen der jeweiligen SAMs
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deutlicher hervorheben zu kénnen. Zur BestimmumngDissoziationskonstantekp sollten
jedoch Konzentrationen an Analyt verwendet werddie, in der Grél3enordnung der zu
erwartenden Dissoziationskonstanten lagen. FUBmlidung von Lectinen zu immobilisierten
Kohlenhydraten, die polyvalent auf Oberflachen endiert werden, wurden
Dissoziationskonstanten im nanomolaren Bereichrghfn. Deshalb wurde flr die jeweiligen
Bestimmungen vorKp der Bindungen der Lectine zu den hier prapariefsdyco-SAMs
Konzentrationen von 12.5 — 200 nM eingesetzt. Zuargiéich hat das monovalente
Methyl-mannopyranosid nur eine Affinitat von etwd01luM. Nach dreiminttiger Elution bei
einer Flussrate von 10 pL/Minute der Lectine Uker@knsoroberflache erfolgte die Analyse
der enthaltenen Sensorgramme. Diese Analyse wir@etail beispielhaft fir die Bindung
von ConA zurSAM 2 (Mannose) diskutiert und wurde so bei allen Birmgistudien
durchgefuhrt (Abb. 72). Am Ende der Assoziationgeghsollte ein Gleichgewicht zwischen
Bindung und Dissoziation herrscherR{ddt ~ 0). Die Resonanz in RU zu diesem Zeitpunkt
wurde in den Resonanzkurven ermittelt (x-Markieemgn Abb. 72). Die Auftragung der so
erhaltenen Resonanz gegen die Konzentration kefgenh Scatchard-Plot (kleines Fenster,
Abb. 72). Durch die lineare Regression wurde eirea@e der Gleichung (4) mit der Steigung
-1/Kp = -1/(229 nM) und dem x-Achsenabschnitt \gl)= 5481 RU erhalten.

1 Differenz-SPR-Sensorgramm 24
von ConA zu Mannose (SAM2 — SAM1) "
| mit Scatchard-Plot von RU gegen RU/C 22
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Abb. 72. SPR-Sensorgramm mit zugehdrigem Scatchard-Plot.
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Der Wert RUhax (5481 RU) entsprach der maximal adsorbierbaren M&d@1 pg Lectin auf
der Sensoroberflache. Der theoretische Wert erdspréer kompletten Belegung der
Sensoroberflache mit Lectin. Bei den hier verweandeéensorchips mit einer Oberflache von
1.5 mnf = 1.5 * 102 nn? und einem Durchmesser des ConA von etwa & kimnten
maximal 29.8 * 1&Molekile (1.5 * 10? nnt / Aleciin; Avecin = 7*d%/4) in einer Monolage
angeordnet werden. Mit der Avogadro-Konstanten dedch Molekulargewicht des ConA
ergab sich eine thereotisch-maximal adsorbierbagagd von 5245 pg = 5245 RU. Je néaher
der experimentelle Wert am theoretischen Wert lagsto genauer stimmte der
Bindungsprozess mit einer Langmuir-lsotherme (liddBngsmodell) Uberein. Fir starke
Abweichungen nach oben hatten unspezifische Weshikahgen oder Selbstaggregation des
Lectins der Grund sein kbnnen. Ebenso waren stakeeichungen die Folge multivalenten
Bindungsverhaltens, bei dem der Scatchard-Plot den Linearitdt abweicht. Die lineare
Regressionsgerade wuirde steiler verlaufen und teediz x-Achse bei niedrigen Rik-

Werten.

Tabelle 19.Dissoziationskonstanten von ConA zu Mannose-SAMsumtierschiedlichem Linkersystem.

Theor. Anteil

SAM Aminolinker Kopfgruppe Lectin Kb/ RUwmax
1 2 ~ 498 a-Man ConA 229 +12.6 nM / 5481 RU
2 3 ~ 498 a-Man ConA 235 +12.9 nM / 5560 RU
3 5 ~ 49§ a-Man ConA 233 + 4.4 nM / 6499 RU

a) Spacefl59157, b) Spacefl61/157, c) Spacefl61/156, Verhaltnis jeweils in Loésung; d) Theoretisches,RU
=5245 RU.

Die erste Versuchsreihe von SPR-Experimenten, die emner hohen Verdinnung der
Mannose-Kopfgruppen im Glyco-SAM durchgefuhrt wuyrdeeigte, dass fir die
Untersuchung von CPIs die Kombination aus dem Héay&nglycol-Verdinnungsmolekdl
157 und dem Aminobutyl-terminierten Ankermolekd59 besonders gut geeignet war
(Tabelle 19; 1). Bei einerkp von 229 + 12.6 nM des Lectins ConA zum Gly8aM 2
konnte ein Ria-Wert von 5481 RU erreicht werden, der sehr nahehemeoretischen Wert
von 5245 RU lag. Die leicht erhbhte Resonanz walr @nen sehr geringen Anteil
unspezifischer Bindung des Lectins zur Sensorcieré zurtickzufiihren. Die hier erreichte
Resonanz von etwa 2600 RU bei einer Lectin-Konaéntn von 200 nM war deutlich grosser
als in SPR-Untersuchungen von Karamaretkal (Abb. 72)*°? Hier konnten RU-Anworten
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von etwa 1000 RU zu einem Thioethyl-mannopranogit¥4Snit einer ConA-Konzentration
von 2400 nM erhalten werden. Dieser Vergleich maatdutlich, dass das hier verwendete
System eine erhebliche Verbesserung der Bindungseopaften des SAMs gewahrleistete.
Bei der Verwendung des verkirzten AminohexaethyigmdrLinkers 161 mit dem gleichen
Verdinnungsmolekil59 konnte mit eineniKp von 235 = 12.9 nM eine &hnlich gute Affinitat
des ConA zur Mannose-Kopfgruppe festgestellt weldeelle 19; 2SAM 3). Jedoch war
der Anteil an unspezifischer Wechselwirkung miteemRU,.x von 5560 RU grésser als bei
der SAM 2. Der Grund hierfurdirfte darin liegen, dass eine Verkirzung des Airkaars
gegeniber dem Verdinnungsmolekil dazu fuhrte, des$annose-Kopfgruppe zwar die
Bindungstasche des Lectins erreichen konnte, abar &ontakt mit der
Hexaethylenglycolschicht unspezifische Wechselwiden verursacht hatte. Die
Verwendung der SAM 5 (Aminohexaethylenglycolinker 161 und
Triethylenglycolverdinnungsspaceb6) verschlechterte die Affinitat (233 £ 4.4 nM) nich
jedoch wies diese Interaktion einen grossen Argrilnicht spezifischer Bindung auf, der
durch den hohen Rid-Wert von 6499 RU zum Ausdruck kam. Bereits beiadmne SAM-
Bildung zeigte dieSAM 5 eine geringere Belegungsrate gegeni@®¥ 2 und SAM 3, was
aus einer grosseren Anzahl an Fehlstellen reseiitisollte. Diese Fehlstellen fihrten nun zu
einer grosseren nicht-spezifischen Wechselwirkumg @onA mit der Sensoroberflache. Aus
diesen Grunden wurden fur weiterfiihrende Untersagen SAMs verwendet, die aus dem

Ankermolekil159und dem Verdinnungsspades7 hergestellt wurden.

Tabelle 20. Dissoziationskonstanten von ConA zu Mannose-SAMs t minterschiedlichen

Kopfgruppenkonzentrationen.

SAM E;ﬁ%gﬁit;” Kopfgruppe Lectin Kb/ RUpax
1 2 ~ 5006 a-Man ConA 68 + 5.5 nM / 4791 RU
2 6 ~ 3396 a-Man ConA 73+5.3nM/ 4862 RU
3 7 ~ 2096 a-Man ConA 72 +5.4nM /4917 RU
4 8 ~ 994 a-Man ConA 76 +5.5nM / 4974 RU
5 9 ~ 498 a-Man ConA 229 +12.6 nM / 5481 RU

a) Spacel59157 Verhdltnis in Losung, b) Theoretisches jg= 5245 RU.
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Da ConA ein multivalentes Lectin mit vier Mannoseingsstellen ist, wurde der Einfluss
die

verschiedenen

des Belegungsgrads mit Mannose-Kopfgruppen untetsuddazu wurden

Dissoziationskonstanten von ConA zu den Sensordicbdn mit
Konzentrationen an immobilisierter Mannose bestim(ifabelle 20). Es konnte gezeigt
die deutlicheémfluss die
Dissoziationskonstante von ConA zu den unterscicieeth SAMs hatteSAM 2, SAM 6-9).

Die gro3te Affinitat mit einelp von 68 + 5.5 nM hatte deBAM 6 mit der hdchsten

werden, dass Mannosebelegungen einen auf

Mannosebelegungsrate (Tabelle 20, 1). Die Affinitdhm mit steigender Verdinnung von
50% bis 9% kontinuierlich ab, die KD-Werte stiegem 68 + 5.5 nM Uber 73 + 5.3 nM bzw.

72 £5.4 nM nach76 + 5.5 nM an (Tabelle 20; 1-4yisthen den Verdinnungen von 9% und
4% gab es einen erheblichen Sprung in der Affini@t 76 + 5.5 nM auf 229 + 12.6 nM

(Tabelle 20; 4 und 5). Dieser Sprung war dadurcheddiaren, dass ConA auf der stark
verdunnten Oberflache seine Multivalenz verlor. Véald bei Mannosebelegunggraden von
9% - 50% der Abstand zwischen den Mannose-Kopfgumusreichend klein war, dass zwei
oder mehr Bindungsstellen fir eine grosse Affinsiditgten, konnte bei der 4%igen Belegung
nur noch eine Bindungsstelle erreicht werden. IlmAG@etramer liegen die Bindungsstellen
ca. 6.5 nm auseinander. Dieser Abstand musstSAM 2 Uberschritten worden sein. Es
konnte keine Uberbriickung zweier Mannosekopfgrupgemmch das Lectin hergestellt

werden. Diese Resultate bestatigten eindeutig dsordere Bedeutung der Multivalenz in

Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen.

Scatchard-Plots
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Abb. 73. Scatchard-Plots von ConA-Bindung zu Mannose-SAMs.

Der multivalente Bindungscharakter von ConA wurdectl die gefundenen Rid-Werte

untermauert. Scatchard-Plots, die von multivalernidaraktionen mit unterschiedlichdd,-
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Werten pro Bindungsstelle erhalten werden, zeig@mkaves” Verhalten, weshalb niedrigere
RUwmax-Werte verursacht werden, als zu erwarten sind. RU.c-Werten von 4791 RU —
4974 RU liegen die Werte flr die vermeintlich medienten Interaktionen von ConA mit den
OberflachenSAM 6-9 nicht unerheblich unter dem theoretischenyBtWert von 5245 RU
(Tabelle 20, 1-4). Dahingegen war der jgldWert fir die monovalente Bindung von ConA
zur 4%ig-Mannose-belegteBAM 2 mit 5481 RU etwas hoher, was durch einen kleinen
Anteil unspezifischer Bindung verursacht wordein &ennte.

In den Scatchard-Plots fur die ConA-Bindung zu déannose-SAMs war jedoch kein
auffalliges ,konkaves“ Verhalten erkennbar (Abb).7Beshalb konnte davon ausgegangen
werden, dass die Bindung von ConA zu den hochfanktisierten SAMs zwar multivalent
war, dieKp-Werte aber fir die einzelnen Bindungstellen wéitgel gleich sind, oder keine
besonders ausgepragten kompetitiven Effekte beCdaA-Bindung auftraten.

Die hier gefundeneKp-Werte standen in guter Ubereinstimmung mit publizin Resultaten,
die ebenfalls durch SPR-Experimente an Gold-Moreiaerhalten wurden, sind allerdings
nicht direkt vergleichbar, da unterschiedliche lenSysteme verwendet wurden. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass bereits leidfeeanderungen in Linkerlange und —
chemie Einfluss auf die Bindungsstarke hatten (Tald®). Smithet al. berichteten im Jahr
2003 Uber SPR-Experimente zur Bindung von ConA imereeinheitlichen SAM aus 5-
Thiopentyl-mannopyranosit®® Durch die Analyse der Resonanzkurven mittels der
Frumkin-Isotherme wurde eine Assoziationkonstarte %.6 + 1.7 x 18 M™ ermittelt
(entspricht eineKp von 179 + 54 nM). Ratnest al. bestimmten die Assoziationskonstanten
von ConA zu SAMs mit verschiedenen Konzentrationans dem Trisaccharid
[Mana(1—2)Mano(1—2)Man]“°* Als Linker- und Spacereinheit wurde das Triethytgl-
Motiv verwendet. Ebenfalls durch Frumkin-lsothermealyse der Daten wurde zum
100%igen Trimannosid-SAM eine Assoziationskonstamie 3.1 + 1.4 x 18 M™ (Kp = 322

+ 145 nM) ermittelt. Bei der Verdinnung der Mann#sgpfgruppe auf 80% bzw. 60% im
SAM ging die Affinitat auf 1.9 * 1.1 x 1D M* (Kp = 526 + 304 nM) bzw.
1.3 £ 0.6 x 10 M (Kp = 769 + 354 nM) zuriick. In dieser Studie wurde eing drastischere
Verdinnung verzichtet und somit der sprunghaftenifitsverlust nicht registriert. Dieser
Verlust konnte jedoch von Wongt al. in einem Fluoreszenz-Microarray-Assay gefunden

werden**® Fiir sogenanntepyinting“-Konzentrationef von 10 uM bis 100 pM wurde ein

" unter ,printing“-Konzentrationen versteht man irerdMicroarray-Technik die Konzentrationen der

Analytlésung, die zur Belegung des Microchips vardet werden. Sie entspricht nicht der tatsachlichaioht

bestimmbaren Konzentration auf dem Chip.
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durchschnittlicheKp-Wert von 83 £ 4.7 nM erhalten. Bei eingrinting“-Konzentration von
1uM stieg dieser Wert auf 221 nM an. Auch wenn Bexhnik der Bestimmungen sehr
unterschiedlich waren, stimmten die in dieser Arlgewonnen Resultate sehr gut mit denen
tiberein, die von Wongt al. gefundenen wurdef”

Das Lectin ConA bindet auch-glycosidisch gebundene Glucose, jedoch mit gerarge
Affinitdt als Mannose. Deshalb wurde die ConA-Binduzu denSAMs 10 11 und 12
untersucht, die jeweils etwa mit einem 50% - 60%igénteil (33% thereotischer
Aminolinker-Anteil) ana-Glucose,3-Glucose und dem-Glucose-terminierten Disaccharid
Maltose belegt waren (Tabelle 21). Wéahrend ConAn&eBindung zur-Glucose-SAM
zeigte, konnte zumx-Glucose-SAM eine Dissoziationskonstante von 332#0M gefunden
werden (Tabelle 21; 2 + 4). Wie erwartet war diBsgdung deutlich schwacher als die von
ConA zura-Mannose-SAM. Interessanterweise zeigte die Comd@ing einen erheblichen
unspezifischen Anteil, der durch den hohen RUMaxtWen 5963 RU zum Ausdruck kam.
Dieser Wert war fur die Maltose-SAM mit 5775 RU &e&s indizierte jedoch immer noch
eine gewisse Unspezifitat (Tabelle 21; 3). Auch Bliedungsaffinitat war mit 305 + 33 nM
zur Maltose-SAM groler. Die terminale Expositiom deGlucose im Disaccharid ermdglicht

offensichtlich eine bessere Zugéanglichkeit fir dastin.

Tabelle 21.Dissoziationskonstanten von ConA zu SAMs mit urtieleddlichen Kopfgruppen.

Theor. Anteil

SAM Aminolinker Kopfgruppe Lectin Kb/ RUpax
1 7 ~ 33% a-Man ConA 73 £5.3nM/ 4862 RU
2 10 ~ 339% a-Glc ConA 335 + 32 nM / 5963 RU
3 12 ~ 339% B-Malt ConA 305 +33nM /5775 RU
4 11 ~ 3396 B-Glc ConA -

a) Spacerl59157 Verhdltnis in Losung; b) Theoretisches gl = 5245 RU; c) Resonanz fir grof3ste

Konzentration >20 RU.

In der Reihe der SPR-Untersuchungen zu Kohlenhpratein-Wechselwirkungen wurde
der Multivalenzeffekt der Bindung von RGA und WGA zu Galactose- bzwiN-
Acetylglucosamin-SAMs untersucht. Wie bereits fian@ beschrieben, wurden zunachst die
thereotischen Rik-Wert fur die Bindung der Lectine zu den SAMs béarest. Fir RCApo
erhielt man einen thereotischen RiJWerte von 4150 RU und fur WGA einen von
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3020 RU' Bei der Bindung von RCAg zu Galactose-SAMs mit unterschiedlichen
Konzentrationen an Kohlenhydratliganden konnte sbexin multivalenter Effekt beobachtet
werden. Die RCApr-Bindung zur 33%-Galactose-SAM war mit 155 + 9.7 ela doppelt
so stark wie zum 4%-Galactose-SAM (315 + 80 nM)b@le 22, 1 + 2). Mit einem R«
von 4908 RU lag bei der Bindung zur 33%-SAM einebiicher Anteil von unspezifischer
Bindung vor. Es war nicht auszuschlie3en, dassdiespezifische Bindung auch bei der
4%-SAM vorlag, obwohl ein niedriger Rld-Wert von 3264 RU erhalten wurde. Dieser
Wert konnte auf das konkave Verhalten des ScatdRktd zurtickgefuhrt werden (Abb. 74,
B). Interessant war, dass dieses Multivalenzintlizker bei der 4%-SAM vorhanden war als
bei der 33%-SAM, bei dem der Scatchard-Plot rellatwar verlief.

Tabelle 22.Dissoziationskonstanten von RGAund WGA zu Galactose- bzw-Acetylglucosamin-SAMs mit

unterschiedlichen Kopfgruppenkonzentrationen.

SAM TATr?ﬂ(.)Iﬁrll(fr” Kopfgruppe Lectin Kb/ RUpax
1 7 ~ 33% B-Gal RCA120 155 + 9.7 nM / 4908 RU
2 10 ~ 496 B-Gal RCA120 315+ 80 nM / 3264 R¥
3 12 ~ 33% B-GIcNAC WGA 281 + 10 nM / 3134 RU
4 11 ~ 496 B-GIcNAC WGA 276 + 10 nM / 3299 RU

a) Spacerl59157 Verhaltnis in Losung, b) Theoretisches BlJ= 4150 RU; c) durch lineare Regression des
Gesamt-Scatchard-Plots: 133 + 45 nM / 2031 RU tdofetisches Rk, = 3020 RU.

In der Literatur wurden etwas starkere Bindungen R&€A >, zu Galactose-Gruppen durch
SPR-Experimente gefunden. Jedoch waren die Semngaghteme unterschiedlich zu dem
hier verwendeten Ansatz. Shinohataal. fanden eine Dissoziationskonstante von 6.25 + 0.47
nM fiir die RCA.¢Bindung zu Asialofetunin, das auf CM5-Chips immiisiért wurdel*®®

Asialofetunin ist ein Glycoprotein, das triantermBrGlycane tragt. Critchlegt al. erhielten

T fur RCA: RCA ,c-Dimensionen: 12 nm Lange x 6 nm Breite x 4 nm H@iadungsstellen an Stirnseiten
Grundflache A = 12 x 6 nm = 72 AnMaximale Anzahl von Molekiilen pro Flusszelle 5 ¥.10? nn?/72 nnf
=2.08 x 1&° Molekille= 3.46 x 10" mol; mit einem Mol.-gewicht von 120 kDa ergeberhs#150 pg = 4150
RU.

fir WGA: WGA-Dimensionen: Globulare Form mit 6 rifh Grundflache A = = 28 nnf. Maximale Anzahl
von Molekiilen pro Flusszelle = 1.5 x*4@n/28 nnf = 5.35 x 16° Molekiile= 8.90 x 10" mol; mit einem
Mol.-gewicht von 34 kDa ergeben sich 3020 pg = 3RRD
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einenKp-Wert von 97.3 £ 3.4 nM fir die Bindung zu Lactasé einem Triethylglycol-

CisHs1-Spacef®® Die Lactose war als 10%iges Glycolipid nicht koleva in einem HPA-

Chip verankert. D’Agata et al. ermittelten flir die Lectin-Bindung zu
Dithiobissuccinimidylpropionat-(DTSP)-SAMs auf Goldie mit 2-Aminoethyl-galactosid
funktionalisiert wurden, einekp-Wert von 14.1 + 4.7 nM. Auch dieser Vergleich zetpss

die Ergebnisse erheblich von System abhangig siitcdjem sie ermittelt wurdef’”!

Scatchard-Plots
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Abb. 74. Scatchard-Plots von RGA-Bindung zu Galactose-SAMs (A + B) und von WGA-Bimgj zu N-
Acetylglucosamin-SAMs (D + C).

Die umgekehrten Verhaltnisse waren bei der WGA-Bimgd zu GI&NAc-SAMs zu finden
(Abb. 74, C + D). Die Analyse des Scatchard-PlaisRBindung von WGA zur 33%-GNAc-
SAM lieferte bei stark konkavem Verlauf einéfp-Wert von 133 + 45 nM. Bei der
hochverdiinnten SAM (4%) wurde df-Wert von 276 + 10 nM gefunden. Es hatte zunachst
den Anschein, dass die Bindung zur 33%-SAM stavkar als zur 4%-SAMKp: 133 nM
(33%) zu 276 nM (4%)). Jedoch war durch die mulémge Bindung (konkaver Scatchard-
Plot, Abb. 74 C) eine lineare Regression mit estarkeren Steigung entstanden, die einen zu
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niedrigen Kp-Wert lieferte. Nahm man die RU-Werte, die bei nigein Konzentrationen
erhalten wurden, aus der linearen Regression hesausrhielt man einelp-Wert von 281
nM (Abb. 75). Dieser modifizierte Wert entsprachmdép-Wert zur 4%-SAM. In diesem Fall
war davon auszugehen, dass die Bindung von WGAIegNAg-SAMs keinen multivalenten
Charakter aufwies. Es konnte nur eine Dissoziakionstante von 281 nM ermittelt werden.
Die hier gefundene Bindungsstarke war etwa 100D0-ftérker als in der SPR-Studie von
Lienemannet al, die einenKp-Wert von 47 uM von gebundenem WGA zu gel6ster
Chitotriose ermitteln konntdf’® Dieser Vergleich zeigte, dass die Lectin-Bindung z
immobilisierten Kohlenhydraten erheblich starkemdsials die zu freien Zuckerstrukturen.
Leider wurde in dieser Studie auf die Bestimmungissoziationskonstanten von WGA zu
einer Octanthiol-Thiooctyl-Chitotriose-Misch-SAM (@40) verzichtet. Diese SPR-

Sensoroberflache wurde nur zu Kompetitionsexperieremerwendet.

Scatchard-Plot WGA zu 33% GIcNAc
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Abb. 75. Lineare Regressionsgraden: gesamter ScatchardéiPMiGA-Bindung zu 33%N-Acetylglucosamin-

SAM (gestiechelte Linie) und von den drei hochd{enzentrationen (volle Linie).

Aus den gewonnenen Daten liel3 sich eine Hypothasden Bindungseigenschaften der
Lectine erstellen, welche ein detailierteres Bitthwder Struktur-Bindungseffekt-Beziehung
der Lectine ConA, RC#o und WGA lieferte. ConA ist ein tetrameres Lectint miner
tetragonale Quartarstrukur, in der die Kohlenhywrmtungstellen an den Ecken platziert
sind. Zu hochfunktionalisierten SAMs bindet ConA ltivalent mit mehr als einer
Bindungsstelle, was einen niedrigerép-Wert zur Folge hatte. Alle Bindungsstellen sind
aquivalent und nicht kompetitiv, da die ScatchalatdPkein ,konkaves* Verhalten zeigten.

An gering funktionalisierte SAMs bindet ConA montarg mit nur einer Bindungsstelle, was
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einen hohereKp-Wert zur Folge hatte (Abb. 76, A). Auch das Led®A, zeigte auf
Grund von Multivalenzeffekten zur hochfunktionadiden SAM starkere Bindung als zur
gering funktionalisierten, jedoch war der ScatckHalat der Bindung zur 4%-SAM durch ein

ausgepragtes ,konkaves" Verhalten gekennzeichnet.

A ConA-Bindung zu Mannose

B RCA-Bindung zu Galactose

OOOOOOO

0 HO HO HO H OQ_ HO_H:
H

vt Y %
e

Abb. 76. Bindungsmodelle fur die Lectine ConA (A), R&XB) und WGA (C) zu Mannose-, Galactose- bzw.

N-Acetylglucosamin-SAMs.

Dieser Effekt ist auf einen erheblichen kompetitivinteil in der monovalenten Bindung zur
gering funktionalisierten SAM zurtckzufiihren. Diguktur des RCAg beféahigt das Lectin
zu einem besonderen Bindungsverhalten. Jeweils @aksictosebindungstellen liegen an den

Ende eines langgestreckten Proteins. Wahrscheibiicet RCA o zur 33%-Galactose-SAM
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nur mit den beiden Bindungstellen einer Seite destihs (Abb. 76, B: hellgraues Lectin).
Durch eine Konformationsanderung im Protein wéaree ddindung Uber alle vier
Bindungstellen mdoglich, was eine kompetitive Bindumur Folge héatte (Abb. 76, B:
dunkelgraues Lectin). Der Scatchard-Plot fur diadBing zur hochfunktionalisierten SAM
war jedoch linear und zeigte damit gewdhnliche lmng-1:1-Bindung an. Andererseits
zeigte die Bindung zur 4%-Galactose-SAM ausgepsagtempetitives Verhalten, da der
Scatchard-Plot erheblich von der Linearitat abwidler Grund hierfur dirfte sein, dass das
RCA120 nicht einfach mit einer Bindungstelle zur SAM b&t@Abb 76, B: hellgraues Lectin),
sondern von einem Galactose-Liganden zum anderten Konformationsanderung ,springt*
(Abb 76, B: dunkelgraues Lectin). Dass dieses $pnn des Lectins auf der
hochfunktionalisierten SAM nicht zu beobachten Wag, wohl an der starken multivalenten
Bindung der beiden KopfbindungsstelleAwgipunkt-Fixierunyy Fir WGA konnte kein
Multivalenzeffekt festgestellt werden. Nach Fehterkktur konnte sowohl fir die Bindung
zur 33%-SAM als auch zur 4%-SAM sehr ahnligieWerte gefunden werden. Auf Grund
der quasi-globularen Struktur des WGAs mit einenduerenden Gleichverteilung der
Bindungsstellen kann immer nur eibeAcetylglucosamin-Bindungsstelle fir die Bindung
zur SAM verantwortlich sein. Das kompetitive Veteal der Bindung von WGA zur 33%-
SAM, erkennbar an der Abweichung des ScatchardsRloh der Linearitat, war damit zu
erklaren, dass das Lectin Uber die Sensoroberflgolie“. Diese ,Rollen* war begleitet von
gleichzeitiger Assoziation und Dissoziation deremsthiedlichen Bindungsstellen, was zur
kompetitiven Bindung des WGAs fuhrte.

Anhand dieser drei Beispiel fur die Bindung von tieen zu SPR-Sensoroberflachen konnte
gezeigt werden, welche Bedeutung Multivalenzeffélitedie Kohlenhydrat-Protein-(Lectin)-
Wechselwirkungen basierend auf Strukturuntersciiedemben. Das hier vorgestellte
Sensorsystem konnte damit in Zukunft einen Beiag besseren Verstandnis von CPIs und

deren Multivalenzeffekten in krankhaften biologisnHProzessen leisten.
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4.2  SPR-Untersuchungen zu Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-Webselwirkungen

Wie bereits erwahnt, konnten auch Kohlenhydrat-KEnhldrat-Wechselwirkungen (CCIs)
mit biologischen Effekten nachgewiesen werden. ®i¥gechselwirkungen sind mKp-
Werten von 18 — 10* M sehr schwach und werden oft durch multivalentésentation der
Liganden verstarkt (z. Vgl. CPIsKp =~ 10* - 10° M (in Lésung); 10 M
(oberflachengebunden / multivalent) oder Antikorpetigen-Interaktionen: 18 - 10%2
M).[19:409. 4100zl z. Z. bekannten CCls sind €donen abhangig, d. h. in Abwesenheit von
C&*-lonen sind die Interaktionen analytisch nicht vaeisbar*** Viele bekannte CPIs sind
ebenfalls Metallionen abhangig. So bendtigt z. Bs dlectin ConA fur die Bindung von
Mannose MA*- und C&*-lonen!*? %! Kohlenhydrat-Metall-Komplexe konnten auch fiir
bestimmte Metalloenzyme des Kohlenhydratmetaboléscharakterisiert werdét?! Fur -
Galactosidase konnte in einer Struktur-Reaktitiidie die katalytische Rolle eines fin
lonen-Galactose-Komplexes aufgeklart wertl&th Nach heutiger Auffassung kommen CCls
durch Komplexierung des Kations durch mindestensei ziohlenhydrate zustande.
Kohlenhydrat-Metall-Komplexe sind wie die CCls salchwach und nur im festen Zustand
stabil**® 41 Generell wird angenommen, das mindestens drei dxydruppen im
Kohlenhydrat mit entsprechender konfigureller undnfermeller Anordnung fir eine
Komplexierung von Metallionen notig sind. Nach Sngkal sollte diese Anordnung flr
Pyranosen entweder axial-aquatorial-axeéd-&q-ay oder all-axial &ll-ax) sein (1. Angyal-
Regel)*®4? g.p-Talo- (ax-dg-ay oder o-D-ldopyranoside dll-ax) erfillen diese
Voraussetzungen, wobei bei den Idopyranosiden @®wder Ringsauerstoff oder die 6-
Hydroxygruppe an der Metallionenkomplexierung degewird (Abb. 77).

OH OH
HO [ OH HO/ OH
o 0}
HO

OR OH OR
Talopyranosid Idopyranosid
(ax-d4g-ax) (all-ax)

Abb. 77. Schematische Darstellung dexx-ag-ax bzw. all-ax-Konfiguration der Hydroxygruppen in

Talopyranosiden bzw. Idopyranosiden.

Die GrofRe des Kations spielt ebenfalls eine entdende Rolle in der Komplexbildung
zwischen Kohlenhydraten. Wahrend sowohl a@keéq-ax als auch diall-ax-Konfiguration

eine ahnliche Geometrie mit drei Sauerstoffatomereinen Abstand von etwa 295 pm
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aufweist, so unterscheiden sie sich in der relati®eisrichtung der Orbitale mit freien
Elektronenpaaren. Dieser Unterschied fuhrt zu soteedlichen Komplexierungsverméogen
von Metallionen mit unterschiedlichen lonenradiBie ax-aq-axKonfiguration komplexiert
nur Kationen, die einen lonenradius grofRer 80 priweigen. Die all-ax-Konfiguration
hingegen komplexiert Kationen, die einen lonenradjbl3er als 60 pm und kleiner als 100
pm aufweisen (2. Angyal-Regéff® %2 Die folgende Tabelle listet biologisch wichtige

Kationen mit ihren lonenradien, bevorzugten Kooatimnszahlen und —geometrien &af:
425]

Tabelle 23.lonenradien biologisch wichtiger Kationen mit ihreevorzugten Koordinationszahléh und —

geometrierf.
Alkalimetalle Erdalkalimetalle

lon Radius N  Koord. Geom. lon Radius N Koord. Geom.
Li*  ~76 pm 6 Okt Bé ~45pm 6 Okt
Na~ ~102 pm 6 Okt MG  ~72 pm 6 Okt

K" ~138pm 6 Okt cda ~100pm 7.8 variabel
Rb" ~152 pm 6 Okt g ~118pm 6 Okt

Ubergangsmetalle

lon Radius N  Koord. Geom. lon Radius N Koord. Geom.
Mn?* ~83/67pm 6 Okt Pb ~119pm 4 Tet

Fest ~64/55pm 6 Okt cgt ~109pm 6 Okt
Zn**  ~74 pm 46  planar, Oh Hg ~102pm 4 Tet
CU¥* ~87 pm 6 Okt YD ~102pm 6 Okt

Ni** ~69/56pm 6 Okt 4 ~103pm 8,9 variabel

a) Okt = Oktaeder, Tet = Tetraeder.

In biologischen Systemen konnten bis dato in dehd&kder Erdalkalimetalle nur Komplexe
von C&'-lonen nachgewiesen werden. Nach den Angyal-Voedmssgen sind die lonen der
iibrigen Erdalkalielemente entweder zu klein{B&1g*") oder zu groR (8f). Calcium(ll)-
lonen haben dariber hinaus die besondere Eigendmhairzugt die Koordinationszahlen 7
bzw. 8 einzunehmen und zeigen sich in der Koorainageometrie gierordentlich flexibel.
Alle anderen Erdalkalimetallionen bilden mit eingoordinationszahl von 6 oktaedrische
Komplexe aus. Auch die Alkalimetallionen sind bemilg der Angyal-Voraussetzungen
entweder zu klein (C) oder zu groRR (K Rb"). Nur Na erfiillt die GroRenvoraussetzungen,
ist jedoch wegen seiner bevorzugten Koordinatidms2d = 6 und der oktaedrischen
Koordinationsgeometrie nicht geeignet Kohlenhydktathplexe auszubilden. Damit vereint
Cd" besondere Eigenschaften, die es zur KomplexbildumitgKohlenhydraten befahigt.
Diese Eigenschaften und die geeigneten struktarell®/orraussetzungen im
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Kohlenhydratgerust bilden die Grundlage fiir CClsel& Ubergangsmetallionen erfiillen
ebenfalls die 2. Angyal-Regel, obwohl ihre bevoteugoordinationszahl und —geometrie
eigentlich die Kohlenhydratkomplexierung nicht besiigen. So weisen Mh und C&*
ideale GroRen auf, weshalb ihre Kohlenhydratkompleglativ stabil sind, wohingegen
Eisen(lll)-lonen eigentlich zu klein sind. Allerdja bilden sie wegen ihrer grof3en Oxophilie
starke Komplexe mit Kohlenhydraten, die Elektrormmatgruppen (Carboxygruppen in
Uronsauren) tragef?® Bei den Ubergangsmetallionen nimmt®Zeine besondere Stellung
ein. Es bildet starke Komplexe mit Heparin-FragreaH£” In einer vergleichenden Studie
konnte gezeigt werden, dass das Disaccharid Metugsoxy-2-sulfamido-O-(2-O-sulfo-
a-L-idopyranosyluronséure)-6-sulfo-a-b-glucopyranosidC1 Zn?*-lonen 100mal stérker
bindet als Ni*- und Cd'-lonen, die eine geeignete GréRe haben und diechglei
Koordinationszahl und —geometrie bevorzugen. DuNDE-NMR-Experimente konnte
dartiber hinaus festgestellt werden, dass die Kotbpéeing mit den ZA™-lonen zu einer
Stabilisierung  der Cs,-Konformation im Iduronsdurebaustein filhrte. In maten
Puffersystemen wird di&-Konformation vom Iduronséurerest bevorzugt eingemen, da
so 1,3-diaxiale Wechselwirkungen verringert werieipb. 78)12843

MeO 0S05
o
“0,SHN—/ % oMe
2+ -
HO 4 oH @ ofj NHSO;
0S0; ——— S
Q /~osoy HOOCZAL “ziv
HOOC 5 zhe
HOMH HO  0SO;~
C1: IdoA 25, C1: IdoA 'C,

Abb. 78.Durch Komplexierung von Zf+lonen wird der Iduronsaure-Baustein im Dissacch@fi von der’Sy-

in die 'C,-Konformation gezwungen.

Vergleichbare Effekte konnten durch den Zusatz @#'-Salzen gefunden werden. Die
lonenradien von Cadmium(ll)- und Quecksilber(Il#m sind mit dem von &avergleichbar
und bilden wie PB-lonen mit Polygalactopyranuronsaure starke Kommlevas medizinisch
zu deren Beseitigung bei akuten Vergiftungen genuterden kani3* 4%l Die
mechanistische Grundlage fur CCls ist die Fahigkegtimmter Kohlenhydratstrukturen mit
geeigneten Metallionen stabile Komplexe einzugehén. wassrigen, physiologischen
Puffersystemen sind Komplexbildungskonstanten jedahr klein, so dass die Untersuchung

von CCls relativ schwierig ist. Durch Shift-Analyseon Protonensignalen kénnen in NMR-
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Experimenten Hydroxygruppen identifiziert werderg dn der Metallkomplexierung beteiligt
sind!3t 436438 |n - Kristallstrukturen konnen Wasserstoffbriickemnetrke identifiziert
werden, die ebenfalls Indizien zu den an der Komipteng beteiligten Hydroxygruppen
geben konneft® 439 4% Erganzend wurden theoretische Studien mditlecular modeling
durchgefiihrt, die die experimentellen Befunde ungarerted?*! **? Die Bindungsstarken
der verschiedenen CCls konnten zum einen durch AEMind zum anderen durch SPR-

Experimente bestimmt werdé&h. 410 443!

OH COOH
HO%\OO HO /N
1o Son AcHN AcHN %\H OR
HO ~OoH
Q/ oH
on C3 (Gyg)

HO C2 (Le¥) Ho  OH
COOH
HO:
HO OH HO %H OR
HO%&‘ HO “oH
AcHN

o ol
HO o\?g\OR

OH
OH C5 (Ggd)

© AcHN OH

cé COOH c7

Abb. 79. Glycane, bei denen CCls durch SPR-Experimente athalischen Sensoroberflachen nachgewiesen
werden konnterHomotyp:C2—C2, C6-C6, C7~C7 (NMR); Heterotyp: C3>C5, C4-C5.

Die erste SPR-Studie zu CCls wurde von Kobayastal. in Jahr 2000 erbracht. In dieser
Arbeit konnte die Cd-abhangigeneterotypWechselwirkung zwischenyg- bzw. KDN-Gys-
TrisacharidenC3 und C4 und dem Gg3-Trisacchari@d5 gezeigt werden (Abb. 79). Im Jahr
2002 nutzten Penades al. erstmals Goldnanopartikel als multivalente Kohladrattrager in
der SPR-Untersuchung ztmomotypCCl zwischen L&TrisaccharidenC2. Spater folgten
SPR-Studien von Kamerlingt al, die die zelladhasive Rolle der Kohlenhydrat®-%ulfo-
GIcNACB(1—3)Fua C6 und 4,60-Pyr-Gap(1—4)GIcNAcB(1—3)Fua C7 im Glycan g200
aus dem Schwammdicrociona proliferaaufklarte. Es tratehomotypCCI zwischenC6 und
C7 auf, wohingegen ein€6—C7-heterotypCClI nicht nachweisbar war (Abb. 79). Auffallig
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bei den Kohlenhydrate@2 — C7 ist ein strukturelles Merkmal. Alle Strukturen hiealten
Galato- oder Fucopyranosylreste mit eirset-agKonfiguration zweier Hydroxygruppen.
Nimmt man Hydroxy-, Carboxy- oder Acetamidogruppemon benachbarten
Kohlenhydratresten hinzu, kann eine quasiag-axKonfiguration entstehen, die der 1.
Angyal-Regel entspricht und damit zur CCI beféahigt.

Bis dato fehlt fir die bekannten CCI-Systeme eystesnatische Untersuchung tber die Rolle
der einzelnen Hydroxygruppen in der spezifischenchgelwirkung, in der synthetische

Analoga mit unterschiedlicher Konfiguration der Hyxlygruppen eingesetzt werden.

OH
OH Ho/—;y Ho 0.0
o] O s 45?’?%
HO% OéS/OR Jo/ogf/ o
FO% HOV
OH

J I O

Schema 29.Schematische Darstellung von mdglichen-Le"-Wechselwirkungen mit den dort potentiell

beteiligten Hydroxygruppen . 1. Kopf-Kopfrédns)-Wechselwirkung; 2. Seite-Seiteif)-Wechselwirkung.

Mit dieser Arbeit sollte ein experimenteller Begrazum Verstandnis der strukturellen
Voraussetzungen fir das Zustandekommen von CCésstel werden, in dem Analoga im
Le*-CCI-System auf ihre Fahigkeit zur Ausbildung vonohkenhydrat-Kohlenhydrat-
Wechselwirkungen untersucht wurden. ObwohlttienotypCCl zwischen L& Trisacchriden
wohl zu am besten untersuchten gehort, ist bis daémig Uber den Einfluss der
konfigurationellen Anordnung der Hydroxygruppperkdmnt. Mit Hilfen von NMR- und
molecular modelingexperimenten sowie durch Kristallstrukturanalysafitl sich ein
hypotetisches Profil der an der CCI (G&omplexierung) beteiligten Hydroxygruppen

erstellen (Schema 29). Im Fucosebaustein solleragh Experiment bzw. Studie wesentlich
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die Hydroxygruppen an C-2, -3 und -4 an der Komielexngen der Ca-lonen beteiligt sein.
Fur die Hydroxygruppen der Galactose haben sichgdgen nur die Positionen 4 und 6 als
relevant herausgestellt. Die Hydroxygruppen bzw.e diAcetamidogruppe des
Glucosaminrestes spielen fir dians-CCls nur eine untergeordnete Rolle.

Penadet al. hatten fur ihre SPR-Untersuchungen zd-C€ls Glyconanopartikel von 1.8
nm Durchmesser mit einer Konzentration von bis &M verwendet® zur Elution der
GNPs Uber die LCefunktionalisierte SPR-Sensoroberflache wurde éiniM Hepes-Puffer
mit 150 mM Natriumchlorid und 10 mM Calciumchlonérwendet. Das in hier vorliegenden
Arbeit verfolgte Protokoll zur Synthese der GNPsfdite wassrige Losungen mit einer
Konzentration von 1.0 uM. Die hier hergestelltenR3Nzeigten sich jedoch beim Umpuffern
auf die Bedingungen von Penadasal. als nicht stabil und fielen nach kurzer Zeit aus der
Lésung aus. Hinreichend stabil erwiesen sich dieP&Musschliel3lich in 10 mM Cacl
Losungen, jedoch waren nach zwei Stunden leichidurrgen bei einigen GNPs erkennbar,
und nach Stehen Uber Nacht waren auch hier die GiMBgefallen. Die Aggregation der
Partikel war wohl auf eine Galonen induzierte Selbsterkennung der-Kepfgruppen
zurtckzufiihren, da ein Ausfallen der GNPs mit Moaod Disaccharid-Kopfgruppen nicht
zu beobachten war. Dieser Effekt war fast ausdglie bei relativ hohen Konzentration
auszumachen, die Verdinnungen der GNPs von 100 aMnnanger stabil, weshalb diese
Konzentration fir die anfanglichen CCIl-Untersuchemggewahlt wurde. Bei frisch
praparierten Losungen war davon auszugehen, dasZedraum von etwa 90 Minuten
zwischen C&-lonenzugabe und SPR-Analyse ausreichend war, une eiegative
Beeinflussung der Messungen durch eventuelle BEbatrgen auszuschliel3en.

Weil davon auszugehen war, dass hohe Kohlenhydegilegsraten so wohl in der SAM als
auch auf dem GNP eine optimale Bindung begunstiganjen erste CCIl-Untersuchungen an
der Lé-funktionalisiertenSAM 20 durchgefiihrt, da sie die hochste Belegungsrat@o)92
aufwies. Diese Eigenschaft erfiillte auch da$GaIP-1. Deshalb wurde zunachst eine 100
nM (+10 mM C&") Lésung deiGNP-1 fiir drei Minute bei einer Flussrate von 5 pL/Miaut
Uber die Sensoroberflache eluiert. Das enthaltemes@gramm zeigte eindeutig die zu
erwartende Bindung deéBNP-1 zur SAM 20 mit sehr hoher Response vetwa 4800 RU
(Abb. 80). Charakteristisch fur diese CCI ist darluf der Bindungskurve. Anders als bei
SPR-Sensorgrammen fir CPIs geht die Resonanzkiglein einem Gleichgewichtszustand
(dRU/dt = 0) Uber, sondern steigt stetig an (vgl. Abb. $9137). Man kann die Bindung der
GNP-1 zur SAM 20 in zwei Phasen unterteilen. In der ersten Phaseéehi die GNPs zur
SAM bis alle ,SAM-Bindungsstellen* belegt sind. Bee Bindung ist relativ schnell Rd/dt
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=~ kion = grof3) (Abb. 80, B). In der zweiten Phase folgtchlieRend die Bindung d&NP-1
zur ersten ,Monolage” der GNPs auf der SAM. Diageraktion ist langsamer Rd/dt =~ Kyon

= grof3) (Abb. 80, C). In der Dissoziationsphase kanes zur schnellen Dissoziation der
GNP-GNP-Bindung, gefolgt von der sehr langsam Disdmn der GNPs von der SAM
(Abb. 80, D).

Responce [RU]

Zeit ‘[sec]

Abb. 80. SPRDifferenzsensorgramm fiur die Bindung v&NP-1 zur SAM 20. A) Laufpufferelution, B)
Elution GNP-1 (100 nM): 1. Assoziationsphase (SAM-Bindung), C) A&ssoziationsphase (GNP-GNP-

Bindung), D) Dissoziationsphase.

Zur Bestimmung der Dissoziationskonstantén der Lé-GNP-1 zur Lé-SAM 20 wurden
funf Verdinnungen deGNP-1 von 100 nM bis 6.25 nM flr jeweils drei Minuteni leener
Flussrate von 5 pL/Minute zur Differenzsensorgranfoing Uber dieSAM 20 und die
SAM 1 (Ref.-Zelle) eluiert. Abbildung 81 zeigt die erteslen Differenzsensorgramme
(ResonanZGNP-1—-SAM 20 - GNP-1—-SAM 1), die mit Hilfe der linearen Regression des
Scatchard-Plots der RU-Wert fur den ,Gleichgewizbstand“ (maximale Response) der
Bindung analysiert wurde. So konnte eine Dissaanstkonstanté&p von 166 + 3.9 nM mit
einem RUhax-Wert von 12860 Rlérhalten werden (Tab. 24, 1, S. 160). Dieser Wagtih
der GroRenordnung der Lectinbindung zu Glyco-SAME. (Abschn. 4.1). Im Vergleich dazu
fanden Penades=t al. fir die Bindung von 1.8 nm groRen’t@NPs mit einer Ligandenanzahl
von etwa 100 Molekile pro GNP ein&p von 540 nM bei einem maximalen RU-Wert von
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etwa 700 RU' Dass in den hier durchgefiihrten SPR-Experimenterdie Le-Le*-CCl
eine starkere Bindung als von Penad#sal. gefunden wurde, war auf die Tatsache
zurlckzufuhren, dass Penadetsal. kleinere GNPs mit einer geringeren Ligandenanzahl
verwendete hatteri](= 1.8 nm, ~100 Lepro GNP). Die hier verwendeten GNPs waren mit
einem Durchmesser von etwa 13 nm deutlich groReheivdie Ligandenanzahl pro GNP

etwa 880 Molekule betrug.

Sensorgramm der Bindung von
Lex-GNP 1 zu Lex-SAM 20

5000 1

Response [RU]

1000 -

6.25 nM

6 | | léO | 3éO
Zeit [sec]
Abb. 81. SPR-Sensorgramm fiir die Bindung von*{Glyconanopartikeln GNP-1) bei verschiedenen

Konzentrationen zu einer I-éunktionalisierten SAM $AM 20).

Die etwa zehnmal hdhere Belegung zeigte hier atso \erstarkung des Multivalenzeffekts,
weshalb eine bessere Bindung zu beobachten war.\Zargleich bindet monovalentes te
Methylglycosid zu einer 'eSAM mit einer Dissoziationskonstantés, von nur 5.7 mM
etwa sechs GréRenordnungen schledfitem SPR-Experimenten zuyzGg3-CCl basiert
auf Sphingolipidmonolagen und Polymer-gebundengarden konnten fir die spezifischen
CCl einKp-Wert von 400 nM gefunden werdéf?

Dieses erste Ergebnis zu den“basierten CCls lag in der GroéRBenordnung zuvor tezher
Ko-Werte fur CCls und bildete eine sehr gute Grunglagr die weiterfihrenden
Untersuchungen, da die starke Bindung und der gerirelative Fehler von 2.3% eine
zuverlassige Beurteilung der Unterschiede in dedBing von L&Analoga zu lieR.

Als Nachstes sollte der Einfluss der*iopfgruppenkonzentration und die Struktur des
Linker auf die spezifische Interaktion untersuctgrden. Im Jahr 2005 konnten Singtyal.
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einen Verdunnungseffekt in der Adhasionsenergiechduviessung des Kontaktwinkels
zwischen L& Ceramid enthaltenden Vesikeln feststelféfi. Ahnlichen

Kontaktwinkelmessungen wurden von Bafwal. an Langmuir-Monolagen von Lactose- und
Gus-Ceramiden durchgefuhf®® Auch hier konnte ein Verdinnungseffekt mit
Verschlechterung der Bindung festgestellt werden.ur Nin  den 100%-igen

Kohlenhydratmonolagen konnte ausreichend Bindureygem festgestellt werden. Bis dato
fehlten experimentelle Untersuchungen zu Verdinsefigkten in CCls, die auf SPR-

Sensoroberflachen durchgefihrt wurden.

Tabelle 24. Dissoziationskonstanten der Bindung von *-Gmoldnanopartikeln zu LeSAMs mit

unterschiedlichen Kopfgruppenkonzentrationen unacSgypen.

Theor. Anteil

Aminolinker SAM GNP Ko (C&")
1 100%  SAM20(Le) GNP-1(Le") 166 +3.9 nM/ 12860 RU
2 5096 SAM 19 (L&) GNP-1(Le) 704 + 180 nM /10075 RU
3 10096 SAM 18 (L") GNP-1 (L€ 259+ 3.2nM /13475 RU
4 5096 SAM 17 (L&) GNP-1(LeY) 847 +57 nM/ 13080 Rt

a) Spacefl61; b) Spacefl61/157, c) Spaced 59, d) Spaced 59157, *Werte gerundet.

Bei einer 1:1-Verdinnung des Linkerspacg6d mit dem Triethylenglycolspacetr57 und
anschlieRender eBelegung konnte ein Belegungsgrad von 77% erreignten SAM 19).
Der Kp-Wert der Bindung deGNP-1 zur SAM 19 verringerte sich etwa um das Vierfache
auf 704 + 180 nM (Tab. 24, 2). Der Verlust von gidh 14% an L&Belegung fiihrte zu
einer deutlichen Verringerung der Bindungsstarkdweden mit dem Verlust an Rk und
einer Zunahme des Fehlers. Bereits hier wurde idbuttlass CCIs nur bei sehr dichter
Packung der Kohlenhydratliganden mit effektiverr&&zustande kommen kdnnen, wie sie in
Glycosphingolipid-Patches zu finden sind. Die Veamdeng des um einen Butylspacer
verlangerten Ankermolekiis59 (SAM 18) schwachte ebenfalls die Bindung d&xP-1 zur
Sensoroberflache (259 = 3.2 nM, Tab. 24, 3). Dam@rhierfur dirfte daran liegen, dass die
SAM-Bildung mit dem Ankermolekil59 schlechter als mit der Verbinduagl war (SAM-
Qualitat: SAM 18 = 45.8% zuSAM 20 = 49.3%) und deshalb eine geringere Belegungsgrad
zur Folge hatte (89% zu 92%). Bei einer durch Verding verringerten Belegungsrate von
75% SAM 17) wurde ebenfalls eine deutlich schwéche Bindung @NP-1 beobachtet
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(Ko = 847 £ 57 nM; Tab. 24, 4). Es konnten dabei d@baliche RY,.-Werte erzielt werden,
woraus geschlossen werden konnte, dass die Binohauggitat gleich war. Dieser Umstand
konnte wichtig werden, wenn solche Sensorsysteme Umntersuchung voncis-CCls
eingesetzt werden. Es ist davon auszugehen, dasslaikere Prasentation der Liganden
einen zahnradmaRigen Kontakt der Liganden auf & 8nd dem GNP ermdglicht, wie er
bei Cis-CCls zu finden ist (Schema 29, S. 156)laBig wurden diese Wechselwirkungen nur
durch cis-CCl induzierte Konformationsanderungen in‘dgéycosylierten Peptidfoldameren
untersucht**® Um bessere Vergleiche zwischeans- undcis-CCls durchfithren zu kénnen,
sollten die Bindungscharakeristika oder —modalitateier charakeritisiert durch eine gute
Ubereinstimmung der Rbl-Werte, gleich bzw. sehr dhnlich sein. Dies konbé: dem
vorliegenden Linkersystem der Fall sein. Zur gemaueAbklarung waren detailiertere
Untersuchungen notwendig, jedoch wurde der Schvmdgpun dieser Arbeit auf die

Untersuchung votrans-CCls gelegt.
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Abb. 82. Scatchard-Plots von E€SNP-Bindung zu LESAMs mit und ohne Kopfgruppenverdinnung (mit: A +
C, ohne: B + D).

Abbildung 82 zeigt die Scatchard-Plots def-Le*-CCls, die mit denGNP-1 auf den L&
SAMs (SAM 17 - 20 mit unterschiedlichen Linkersystemen erhaltendeuar Die Plots fur
die verdiinnten SAMs zeigen Abweichungen von deeéiitat. Die Regressionsgraden sind

fehlerbehaftet. Das System aus den SpatBifi61l lieferte besonders grof3e Abweichungen

161



4. Oberflachenplasmonenresonanz-Experimente

(Abb.82, A + C). Die einheitlichen SAMs sowohl agdesm Ankermolekill61 als auch aus
159 lieferten sehr lineare Scatchard-Plots (Abb. 82, B). Weil die RU,.x-Werte fur beide
SAMs sehr ahnlich waren, jedoch die Bindung &M 20 fast doppelt so stark war, wurde
in den weiterfihrenden CCI-Untersuchungen Glyco-SAdsierend auf dem Ankermolekdl
161verwendet.

Da L&-CCls als ausschlieRlich €aabhangig postuliert wurden, wurde als nachstes der
Einfluss von M§* und N&-lonen auf die LECCI untersucht. Hierzu wurden von der
GNP-1-Stammlésung 100 nM Verdiinnungen hergestellt, dim zinen 10 mM Nalonen

und zum anderen 10 mM Nlglonen enthielten.

Sensorgramme der Bindung von
Lex--GNP 1 zu Le*-SAM 20

mit verschiedenen Kationen
5000 Cazt

Response [RU]

MgZ+

Na* L
— ! i B =

0 Zeit [sec] 180

1000

Abb. 83. SPR-Sensorgramm fiir die Bindung vori4@GlyconanopartikeInGNP-1) mit verschiedenen Kationen
(je 10 mM) zu einer Lefunktionalisierten SAM $AM 20). Konzentration der GNP-Losung: 100 nM.

Die Abbildung 83 zeigt die Sensorgramme, die dutition derGNP-1 mit verschiedenen
Kationen tiber deSAM 20 erhalten wurden. Mit Nalonen war iiberhaupt keine Interaktion
zwischen die L&funktionalisierten Oberflachen festzustellen. Bedusatz von M§-lonen
konnte zwar ein deutlicher Anstieg der Responsebéetet werden, jedoch zeigte die
Resonanzkurve nicht das typische zweiphasige C@hafien. Nach sprunghaftem Anstieg
der Response war nur eine sehr geringe Zunahmeraashen. Auf Grund dieses Aussehens
der Resonanzkurve musste von einer unspezifischimaktion ausgegangen werden, die
durch eine hohe lonenstarke in der LOsung hervafger wurde. Obwohl auf die
Untersuchung von anderen Kationen wie?Hgder PB" verzichtet wurde, kann nach diese
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Experimente vermutet werden, dass di&ILe&-CCl in biologischen Systemen ausschlieRlich
Calcium-abhéangig ist, da solch hohe KonzentraticmetJbergangsmetallionen in der Regel
untblich sind.

Nachdem ein erheblicher Einfluss der VerdinnungiiM auf die CCI zu beobachten war,
sollte nun der verringerte Belegungsgrad afl &ef den GNPs untersucht werden. Dazu
wurden dieGNP-2 und -3 unter identischen Bedingungen wie @&lP-1 tber dieSAM 20
eluiert. Dabei konnte festgestellt werden, dassAdiftockerung der Ligandendichte von 880
Le*-Molekilen pro GNP GNP-1) tiber 660 Liganden/GNFGNP-2) zu 400 Liganden/GNP
(GNP-3) mit einem dramatischen Verlust von Bindungsstadunden war (Tab. 25).

Tabelle 25. Dissoziationskonstanten der Bindung von *-Gmoldnanopartikeln mit unterschiedlichen

Kopfgruppenkonzentrationen zur einheitliche-8AM (SAM 20).

Theor. Anteil

Aminolinker SAM GNP Ko (C&")
1 10096 SAM 20 (L¢") GNP-1L€" (100%5) 166 + 3.9 nM / 12860 RU
2 1009%  SAM20(Le) GNP-2Le" (~66%f 1.86+0.31 uM /3160 RU
4 1009%  SAM20(Le) GNP-3Le* (~33%f 746 + 299 nM / 505 RU

a) Spacell6l; b) 6.25 — 100 nM; c¢) nach Scatchard-Plot B (AB4), mit A: 1.17 + 0.47 uM / 2030 RU; d)
nach Scatchard-Plot D (Abb. 84), mit C: 245 + 180/ 97 RU.

Fur die GNP-2 konnte nur noch eifKp von 1.86 + 0.31 puM bei einer Rk von 3160
gemessen werden (Tab. 25, 2). Die Abnahme der Betegyon 880 Liganden auf 660
Liganden pro GNP war vergleichbar mit der Redukti@s Belegungsgrades in d&M 19
und derSAM 17, jedoch hatte die Verringerung der Belegung auf @&lPs einen sehr viel
starkeren Einfluss auf die Bindung. Der Grund fierdurfte wohl die globulare Struktur der
GNPs sein, die im Vergleich zu einer planaren OQ#&emnen bei Verlust von Liganden zu
einem groél3eren Abstand fuhrt. Fur @&P-3 wurde wiederum eine starkere Bindung mit
einemKp von 746 + 299 nM beobachtet. Der sehr grol3e veldtehler von tber 40% und der
sehr kleine RiJax-Wert von 505 RU lieBen die Vermutung nahe liegdsss die Bindung
einen hohen Anteil an Unspezifitdt aufwies. Dieégerdacht konnte fur die Interaktion beider
GNPs untermauert werden, da die Scatchard-PlotBokelungen stark von der Linearitat
abwichen (Abb. 84). Abweichung von der Linearité#sdScatchard-Plots kénnen sowohl

durch Kompetitivitat (s. 0.) als auch durch Unsfig&ttider Bindung zustande kommen.
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Abb. 84. Scatchard-Plots von E&NP-Bindung mit unterschiedlichen Kopfverdinnungam einheitlichen
Le*-SAM SAM 20. A: Lineare Regressionsgerade durch finf WenteGiP-2; B: Lineare Regressionsgerade
durch vier Werte firGNP-2, C: Lineare Regressionsgerade durch finf Werte GINP-3; D: Lineare
Regressionsgerade durch drei WerteGiitP-3.

Mit den vorangegangenen SPR-Experimenten konnteAblgngigkeit der CCI-Bindung
vom Linkersystem und dem Kohlenhydratbelegungsgmaohl auf der SAM als auch dem
GNP gezeigt werden. Fur die weiterfuhrenden Untdrsngen zur Struktur-
Wechselwirkungsbeziehung im 1-€CI-System wurde dieSAM 20 (Le*-Kopfgruppe)
verwendet, da die LeGNP zu ihr die starkste Bindung zeigten.

Aufeinander folgend wurden die tAnaloga-GNP$GNP-4 bis GNP-9 und die Disaccharid-
GNPsGNP-17 bis GNP-19 zunéchst in einer Konzentrationsreihe von 6.25m#$100 nM
fur drei Minuten Uber dieSAM 20 mit einer Flussrate von 5 pL/min eluiert. Als
Negativkontrolle wurden dartber hinaus die unfumkalisiertenAuNP-4 unter den gleichen
Bedingungen analysiert. Alle GNP-Losungen enthiel@zt*-lonen mit einer Konzentration
von 10 mM. Bereits hier zeigten sich deutliche Wwsthiede in der Bindung der einzelnen
GNPs zur L&SAM. Wahrend die Response fir die *lahnlichen Kopfgruppen
Le*tCa | e und L& (GNP-4, -5, -8) bei diesen Konzentrationen mit etwa 1000 bis
3000 RU sehr grol3 war, konnte fir die restlichenPGNei der héchsten Konzentration

(100 nM) nur eine maximale Response von bis zd@a.RU erhalten werden.
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Abb. 85. SPR-Sensorgramme fir die Bindung von*-Gdyconanopartikeln GNP-1) und Lé&-Analoga-

Glyconanopartikeln GNP-4, GNP-5, GNP-8) zu einer L&funktionalisierten SAM $AM 20). Konzentration
der GNP-L6sung: 100 nM.
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Abb. 86. SPR-Sensorgramme fiir die Bindung vori-Bmaloga-GlyconanopartikellGNP-6, GNP-7, GNP-9)
zu einer L&funktionalisierten SAM $AM 20). Konzentration der GNP-Losung: 4000 nM.
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Deshalb wurden diese GNP-Ldsungen konzentriertjemndils Verdinnungsreihen von 4000
bis 250 nM hergestellt. Auch hier wurde eine?@anenkonzentration von 10 mM
eingestellt, und unter den gleichen BedingungenStH&-Experimente durchgefihrt. Alle so
erhaltenen Differenzsensorgramme wurde mit Hilfe ldeearen Regression der Scatchard-
Plots analysiert. Die Abbildungen 85 und 86 zeigenSensorgramme der GNP-Bindung der
Le*-Analoga zur LESAM 20 in jeweils der héchsten Konzentration (Abb. 850 hM GNP;
Abb. 86: 4000 nM GNP). Die durch die lineare Regi@s der Scatchard-Plots ermittelten

Kpo-Werte der verschiedenen GNP-Bindungen sind infdeelle 26 zusammengefasst.

Tabelle 26.Dissoziationskonstanten der Bindung von Glyconartiggdn mit unterschiedlichen EeAnaloga-

Kopfgruppen und verschiedenen Disaccharidkopfgromue einheitlichen LeSAM SAM 20.

Theor. Anteil

Aminolinker SAM GNP Ko (C&)
1 100% SAM 20 (Le) GNP-1 (L&) 166 + 3.9 nM / 12860 R
2 10094 SAM 20 (Le’) GNP-4 (Le*®) 735+ 110 nM / 12770 R
3 10098 SAM 20 (L") GNP-5 (Le“%) 347 +2.3nM/ 13365 RV
4 10098 SAM 20 (L") GNP-6 (Le“PFu9 16.6 + 0.2 uM / 14970 RE
5 10098 SAM 20 (L€") GNP-7 (LY 24.9 +0.6 UM/ 16260 RO
6 10098 SAM 20 (Le) GNP-8 (L") 1.09 + 0.08 uM / 10560 R
7 10098 SAM 20 (Le) GNP-9 (Le“™™) 445+ 1.2 uM/ 1220 RY
8 10098 SAM 20 (L€) GNP-19(LacNAc) 276 + 97 uM / 6950 RU
9 10094 SAM 20 (L") GNP-17(Lac) -d
10 10098 SAM 20 (Le") GNP-16(Cell) -d
11 10098 SAM 20 (L€") GNP-18(Malt) -d

a) Spacerl6l; b) ermittelt mit einer Verdinnungsreihe von 6.25100 nM; c) ermittelt mit einer

Verdinnungsreihe von 250 — 4000 nM; d) ResonanBimeiungsgleichgewicht < 60 RU.

Die beste Bindung aller gemessenen GNPs zixSIkév 20 konnte mit dem nattrlichen le
GNP-1 erhalten werdenKp = 166 + 3.9 nM, Tab. 26, 1). Tauschte man oli&alactose
durch p-Glucose aus, so verschlechterte sich die Bindung emem Kp-Wert von

735 + 110 nM um etwa das funffache (Tab. 26, 2)eEiuséatzliche Hydroxygruppe in der
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Fucose {L-Galatose) fuhrte ebenfalls zu einer geringerend@&ngy der GNPs. Diese
Verringerung war jedoch nicht so gravierend. Esdeufir die Bindung deGNP-5 zur
SAM 20 mit einem Kp-Wert von 347 £ 2.3 nM ein doppelt so hoher Werfugden
(Tab. 26, 3). Einen noch deutlicheren Einfluss digf Le-CCl hatte der Austausch von
L-Fucose durch-Rhamnose. Die Bindung d&NP-8 zur SAM 20 war neun- bis zehnmal
schwacher als die ,naturliche* t-&e*-CCl (Kp = 1.09 + 0.08 uM, Tab. 26, 6). Interessant
war der Vergleich der Resonanzkurven fir die stémkienden L&Analoga-GNPs (Abb. 85).
Wahrend im Sensorgramm fr die*tlee*-CClI deutlich das zweiphasige Verhalten der GNP-
Bindung erkennbar ist, fand fiir die Analogat&* und L& ein kontinuierlicherer Aufbau
der GNP-Lagen auf der SAM statt. Davon wiederumhwdée Bindung der LE"™MGNP
deutlich ab. Hier bildete sich sehr schnell eineRaMonolage auf der SAM aus. Jedoch
konnten sich nur sehr schlecht weitere GNP-Lagesbillen. Hieraus liel3 sich folgendes
ableiten: sowohl die '&"**.GNP als auch die ['¥'>-GNP binden zur ’eSAM. Dariiber
hinaus interagieren die ¥E*-GNP und die LE®°-GNP — erkennbar um kontinuierlichem

x-L-Gal_ und

Ansteig der Resonanzkurven - mit sich selbst. Faigtxistieren neben der t-ee
der L&-Le*®"-CCI, welche alsheterotypCCls betrachtet werden kdnnen, zwei neuartige
kuinstliche* homotypCCls, die als LE"®2Le*"®2.CCl bzw. L&C-Le*C -CClI bezeichnet
werden konnen. Es schien, dass die Bindungsstarkedi®®-Le*-CCI grosser war als die
der L&-CLe¥t%LcCl, weil die Dissoziationskurve fi@NP-5 (Le““®® nach Beendigung
der GNP-Injektion schneller und steiler abfiel fils die GNP-4 (Le*') (Abb. 85). Fir das
Le*RMM Analoga konnte zwar dieeterotypLe®-Le*R"*™CC| beobachtet werden, jedoch war
eine homotypLe* "M e*R"@MC | nicht nachweisbar. Ein weiteres Indiz fiir eies
Vermutung waren die ermittelten Rbi-Werte. Wahrend die Werte fur die teLe ek

und L& C"°-Systeme etwa 13000 RU betrugen, konnte ifiR(&System nur ein Wert von
ca. 10500 RU gefunden werden. Das diese Bindungenifssch waren, konnte durch die
Elution der unfunktionalisierteAuNP-4 gezeigt werden. Im Sensorgramm ist keine Bindung
festzustellen (Abb. 85). Aus zeitlichen Grinden riden weitere SPR-Experiment zur
Abklarung der vorstehenden Hypothese nicht durdiigéfwerden. So sollten die reversen
SPR-Experimente sowie die Untersuchungen &t 8 und L& ®-SAMs weitere Belege
fur die neuartigen ,kunstlicherifomotypCCls liefern.

Die strukturellen Anderungen gegeniiber derft Trésaccharid waren in den Trisacchariden
Le?, LePFU® und L& groRer als in den zuvor besprochenen Glycosideshalle die
Bindungen delGNP-6, -7 und-9 zur Le-SAM 20 um ein Vielfaches geringer waren (Abb.

86 und Tab. 26; 4, 5, 7). Es konnten nur Dissamakibnstanten im mittleren pmolaren
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Bereich ermittelt werden. Fur di&NP-6 (Le*T'9) konnte einKp von 16.6 + 0.2 uM
gefunden werden. Dieser Wert war der niedrigstedférschlecht bindenden f-Analoga-
GNPs, was an der geringsten strukturellen Veramdemegenuber Cegelegen hatte. Je
groRer die Abweichung war desto schlechter die Bigd DieGNP-7 (Le?) banden zuSBAM

20 mit einemKp von 24.9 + 0.6 uM und di&NP-9 (Le“"™") mit einemKp von 44.5 + 1.2
HM. Weil die RUsax-Werte dieser drei SPR-Experimente Werte von ets@0Q@, 16200 und
1200 aufwiesen, war davon auszugehen, dass dieulByeth einen sehr grof3en Anteil an
Unspezifitat enthielt. Anhand dieser Daten lieRhsiiir die L&-CCl eine vorlaufige
sogenannte ,heat map“ fur den Einfluss der Hydroxggen fir das Zustandekommen der
Wechselwirkung erstellen (Schema 30).

Verminderung der Bindungsstéarke um:

OH
OH o o) = 52%
HO =52%
© AcHN oR
HO ~cH o =77%

H

Schema 30. ,heat map*“ iber den Einfluss der verschiedenenréigyruppen auf die eCCl: griin = gering,

orange = mittel, rot = hoch.

Grundsatzlich war die konfigurationellen Anordnumigr Hydroxygruppen in L&
identisch mit der in L& Jedoch flihrte eine zuséatzliche HydroxygrupppEasition 6 der-
Fucose zu einer leichten konformellen Anderung imleMiil, was zur Folge hatte, dass vom
idealen Abstand der Hydroxygruppen fiir die®@&omplexierung abgewichen wurde. Die
konfigurationellen Anderung der 4-Hydroxygruppe @alactosebaustein (fe— Le*C")
fuhrte zu einer Verminderung der tee*-Bindungsstarke um 77%. Einen noch groReren
Einfluss hatte der Austauch derFucose durchL-Rhamnose. Die konfigurationellen
Anderung der Hydroxygruppen 2” und 4° vermindentés Bindungstarke um 85%. Diese
Resultate standen mit den theoretischen Befundem Hinfluss der Hydroxygruppen im
Einklang. Zukunftig sollten noch detailiertere Uistechungen basierend auf der hier
vorgestellten SPR-Methodik zur Erforschung von CEleen tieferen Einblick in den
Mechanismus dieser Interaktionen liefern. Dazusain umfassende Bibliothek an Desoxy-

Le*-Analoga sowie an LeKonfigurationsanaloga synthetisiert und analysieztden.
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In den SPR-Experimenten zur Bindung der Disacha@WRsGNP-16, -17, -18 und-19 zur
SAM 20 konnte nur noch fir das ,tdissaccharid‘GNP-19 (LadNAc) eine Bindung mit
einer im Vergleich sehr grol3en DissoziationskonstaKp von 276 + 97 uM festgestellt
werden (Tab. 26, 8). Bugg konnte im Jahr 1973 ealstrdie Kristallstruktur eines Calcium-
Lactose-Komplexes aufklaren und berichtete in didgbeit Uber die Rolle von Calcium-
Lactose-Komplexen in wichtigen biologischen Proeassvie dem Calciumtransport, der
Calcifikation in Knochen oder der Zell-Zell-Adh&gid*® Da die Komplexierung von

Metallionen durch Kohlenhydrate die Grundlage al&Cls zu sein scheint, war davon

auszugehen,

spezifische CCI nachzuweisen ist.

Tabelle 27. Dissoziationskonstanten der

Bindung von

Monosaccharid- und Disaccharidkopfgruppen zu 88Ms 21und 22

Glyconartdqdn  mit

dass mit SPR-Bindungsexperimenten @ietode-Komplexierung durch

unterschiedlichen

Theor. Anteil

Aminolinker SAM GNP Ko (C)

1 1009 SAM 21 (B-Lac)  GNP-10(B-Glc) -°

2 100% SAM 21 (B-Lac)  GNP-11(a-Glc) -°

4 10098 SAM 21 (B-Lac)  GNP-12(a-Man) -°

5 10098 SAM 21 (B-Lac)  GNP-13(B-Gal) -°

6  100% SAM 21 (B-Lac) (;gl;llﬁ:) -°

7 10098 SAM 21 (B-Lac)  GNP-15 (@-Ido) -P

8 10098 SAM 21 (B-Lac)  GNP-16(a-Tal) -°

9 10094 SAM 21 (B-Lac) ~ GNP-17(Lac) 1'58;18'%3&“'\/'
10 10094 SAM 21 (B-Lac)  GNP-16(Cell) 1%1506§7U%M
11 10098 SAM 21 (B-Lac)  GNP-18(Malt) b

12 1009 SAM 21 (B-Lac) (f;\'dmf) 1'4355;:00'5&“'\/'
13 1009  SAM 22 (B-LacNAc) (f;\'dfl'Alg -°

14 1009  SAM22(B-LacNAc)  GNP-17(Lac) 2'%%$00§80“M

a) Spacenl6l; b) Resonanz bei Bindungsgleichgewicht < 60 RUerahittelt mit einer Verdinnungsreihe von
6.25 — 100 nM; d) ermittelt mit einer Verdiinnungiseavon 250 — 4000 nM.
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Deshalb wurden unter den oben erarbeiteten SPRiBadgen verschiedenen Mono- und
Disaccharid-GNPs Uber dieAMs 21 und 22 eluiert, die zum einen mit Lactose und zum
anderen mitN-Acetyllactosamin funktionalisiert waren. Die Serggamme wurden mittels
Scatchatd-Plots analysiert (Tab. 27, 1 - 8). File donosaccharid-GNPs konnte keine
Bindung zurSAM 21 (Lactose) gefunden werden (Tab 27, 1-8). Dahingdggnden die
Dissacchrid-GNPs mit unterschiedlicher Starke zactbseSAM 21, abgesehen von den
MaltoseGNP-18 (Tab. 27, 9 - 12). Fur die Lac-Lac-Bindung d8NP-17 zur SAM 21
konnte eine Dissoziationskonstante von 1.20 + uM ermittelt werden. Obwohl diese
Bindung etwa 100mal schwacher war als dié-Selbsterkennung, kénnte hier von einer
Calcium-induzierten Lactose-Komplexierung, alsoeeihac-CCl gesprochen werden. Einen
weiteren Beleg fur eine spezifiscitmmotypCCl lieferte der sehr hohe Rk-Wert von
10310 RU. Dieser lag durchaus in der GroRenordndeg LE-CCIl. Obwohl fur die
LactosaminGNP-19 eine vergleichbare Dissoziationskonstaktievon 1.45 + 0.27 uM zur
SAM 21 gefunden wurde, war diese Bindung einem sehr groRaeil an Unspezifitat
unterworfen, weil hier ein deutlich niedrigerer RiWert von 3520 RU ermittelt wurde
(Tab. 27, 12). Dieses Resultat konnte mit dem smreExperiment bestatigt werden (Tab. 27,
14). Fir die Bindung der Lacto$&NP-17 zur LactosamirBAM 22 konnte eine
Dissoziationkonstant&p von 2.10 = 0.89 uM bei einem RkJ-Wert von 3470 RU bestimmt
werden und lag damit in der Gré3enordnung des ZbwstimmterKp-Wertes. Eine LadAc-
LacNAc-CCI konnte hingegen nicht beobachtet werden (Babh 13). Mit dieser Reihe von
SPR-Experimenten konnte gezeigt werden, dass aledamete Kohlenhydratstrukturen wie
Disachride unter glinstigen Voraussetzung in deelsagd spezifische CCls auszubilden. Im
Vergleich dazu hatte Penadssal fur die Lac-Lac-CCIl mit einer DissoziationskomgenKp
von 150 mM eine etwa 100000fach schwéchere Bindugefunden® Die erhebliche
Verstarkung der Bindung in vorliegenden Fall warf aaine Verstarkung des
Multivalenzeffektes zurtickzufihren. Penadéesl. hatten fir ihre SPR-Experimente ca. 2 nm
gro3e Glyconanopartikel mit 70 Lactose Liganden Pantikel verwendet. Hier konnten fur
die CCI mit 1060 Liganden pro Nanopartikel etwa dbmehr Liganden prasentiert werden
(GNP-17). Damit ergab sich ein Multivalenzfaktor von etwd250" In diesem
Zusammenhang ware zukinftig von Interesse, wie dieHPartikelgréRen im Detail auf die
Wechselwirkungen im SPR-Experiment auswirken undaab den Resultaten allgemeine
Multivalenzfaktoren fur die einzelnen CCls ableitiband.

“ Berechnung des Multivalenzeffekte: MF = [150 mN (ig./GNP) / 1.2 uM (1060 Lig./GNP)] / (1060/70) =
8254,
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Abschlielend wurden CClIs von Monosacchariden wntéts Bereits im Jahr 1973
postulierte S. Angyal die strukturellen Voraussetgn im Kohlenhydrat fir das
Zustandekommen von Metall-Kohlenhydrat-Komplexere &rundlage fir CCls. Dieses
Postualt war das Resultat von NMR-Untersuchugenyudter anderem an Allose in Ab- oder
Anwesenheit von Kationen durchgefiihrt wurdéh.**?! In neutralen Lésungen von Allose
stellte sich ein Gleichgewicht van und-Pyranose neben den Furanosenformen ein. Dieses
lag mit 77% auf der Seite dBfPyranose mit eingig-ag-axAnordnung der Hydroxygruppen
1, 2 und 3. Bei der Zugabe von Calciumionen warShiit desa-anomeren Protonensignals
zu beobachten, wahrend d@sSignal unbeeinflusst war. Dast/B-Pyranosengleichgewicht
wurde in Richtungi-Pyranose verschobeo-Py.: 37%,3-Py.: 54%, Furanosen: 9%). In der
a-Pyranose lag einax-ag-axAnordung der OH-Gruppen vor. Diese Konfiguratishin der
Talose zwischen den Hydroxygruppen 2, 3 und 4 mndefh. Unter Einbeziehung des
Ringsauerstoffs oder der 6-Hydroxygruppe liegerddimse ahnliche Voraussetzungen vor.
Deshalb sollten Idose- und Talose-GNPs mit eindspgachend funktionalisierten SAM
interagieren. Darlber hinaus koénnten auch andereob&xcharid-GNPs zu Idose- oder
Talose-SAMs binden. Zur Untersuchung dieser Vermgitnurden die Monosaccharid-GNPs
GNP-10 (a-Glc), GNP-11 (B-Glc), GNP-12 (a-Man), GNP-13 (3-Gal), GNP-14 (a-ldo)
und GNP-15 (a-Tal) unter den Standard-CCI-SPR-Bedingungen Ub=ISAM 23 (a-1do)
undSAM 24 (a-Tal) eluiert. Die Analyse erfolgte durch die lined&egression der Scatchard-
Plots und die Ergebnisse sind in der Tabelle 28rmusengefasst.

Die GlucoseGNPs-10und-11 sowie die Mannos&NP-12 zeigten keine Interaktion mit der
SAM 23, wahrend bei den Galacte&NP-14 nur eine Interaktion mit deSAM-23
festzustellen war. Zwar zeigten die Galact@¢P-13 mit einemKp-Wert von 19.3 £ 0.7 uM
eine realtiv starke Bindung z&AM 23, jedoch war der Ridx-Wert mit 500 RU zu 7140 RU
bei der Ido-ldo-Interaktion vergleichsweise ger{iigb. 28, 5 + 6). Es war folglich von einem
hohen Anteil an Unspezifitdat auszugehen. Sowohlldese GNP-14 als auch die Talose
GNP-15 zeigten zu deiSAMs 23 und 24 homotyp und heterotypWechselwirkungen (Tab.
28, 6 - 9). DiehomotypWechselwirkungen waren mit hohen R} Werten sehr spezifisch,
wobei die Talose-CCIl mit einer Dissoziationskonttarnvon 24.1 + 0.4 uM starker war als
die Idose-CClI (38.7 + 0.4 uM). Offensichtlich befiie die ax-ag-axAnordung der OH-
Gruppen in der Talose zu einer besserefi-&amplexbildung als diell-ax-Anordung der
Idose, in der der Ringsauerstoff oder die 6-Hydgmyppen in die Komplexbildung

miteinbezogen werden muss. Jedoch kdnnte es Katigelgen, die in Abhangigkeit von ihrer
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4. Oberflachenplasmonenresonanz-Experimente

GroBRe zu umgekehrten Verhdaltnissen fuhren. Dazltesolzukinftig weiterfihrende
Experimente durchgefuhrt werden. Interessanterwasigaben sich fir dibeterotypTalose-
Idose-CCI GNP-15— SAM 23) als auch im reversen Experime@NP-14 — SAM 24) in
etwa die gleichen Dissoziationskonstankgnvon 37.7 + 1.2 uM bzw. 37.1 + 1.1 uM (Tab.
28, 7 + 8). Weil diehomotypTalose-CClI starker war als dmomotypldose-CClI, wurde fur
die TalosecNP-15wegen des besseren Aufbaus gro3&P-15Lagen auf der SAM mit

2705 RU der grof3te Rkd-Wert ermittelt.

Tabelle 28. Dissoziationskonstanten der Bindung von Glyconartdqgdn mit unterschiedlichen

Monosaccharidkopfgruppen zu d8AMs 23und 24.

Theor. Anteil

Aminolinker SAM GNP Kp (C&")
1 10098 SAM 23(a-ldo)  GNP-11(a-Glc) b
2 10098 SAM 23 (a-ldo) GNP-10(B-Glc) P
4 10094 SAM 23 (a-ldo) GNP-12(a-Man) b
5 100% SAM 23(a-ldo)  GNP-13(B-Gal)  19.3 0.7 uM /500 RU
6 100% SAM 23(a-ldo)  GNP-14(a-ldo)  38.7 + 0.4 uM/ 7140 RU
7 100% SAM 23(a-ldo) GNP-15(a-Tal)  37.7 1.2 uM/ 2705 RU
8 100% SAM 24 (a-Tal) GNP-14(a-ldo)  37.1+ 1.1 uM/ 2360 RU
9 100% SAM 24 (a-Tal) GNP-15(a-Tal) 24.1+0.4 uM/ 7290 RU

a) Spacenl6l; b) Resonanz bei Bindungsgleichgewicht < 60 RUerahittelt mit einer Verdinnungsreihe von
250 — 4000 nM.

Die Abbildung 87 zeigt die Sensorgramme @iemotyp und heterotypldose/Talose-CCl.
Die Spezifitat der Bindung konnte mit einem Nedativtrollexperiment durch die Elution
von unfunktionalisierteuNP-4 tGber dieSAM 24 nachgewiesen werden. Hier konnte keine
Bindung festgestellt werden. Anhand der Resonanekukonnte ein weiteres interessantes
Charakteristikum dieser neuartigen Kohlenhydratd&nhydrat-Wechselwirkung festgestellt
werden (Abb. 87). Die Bindung der Talo&&P-15 zur TaloseSAM 24 war schnell und
ging zugig in einen Gleichtgewichtszustand Ubest Epat war der Aufbau von Talose-GNP-
GNP-Mehrfachlagen zu beobachten. Fur die Idose-@@i die Bildung derGNP-14
Mehrfachlagen wegen des kontinuierlichen AnstiegisResonanzkurve schneller.
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Sensorgramme der Bindungen von:

GNP-15 (Tal) — SAM 24 (Tal)
1000 A

GNP-14 (Ido) — SAM 23 (Ido)

GNP-15 (Tal) — SAM 23 (Ido)
GNP-14 (Ido) — SAM 24 (Tal)

Response [RU]
\ \\

AUNP-4 — SAM 24 (Tal)

-

pi——

0 180 360

Zeit [sec]

Abb. 87. SPR-Sensorgramme fiir die Bindung von Idose- undskaGlyconanopartikellGNP-14 und GNP-
15) zu den funktionalisierteBAMs 23und24. Konzentration der GNP-L6sung: 4000 nM.

In den heterotypExperimenten war ein ahnliches Verhalten erkennbér dasGNP-14—
SAM 24-Experiment war nach der Bildung der GNP-SAM-Mom@aein kontinuierlicher
Anstieg der Rersonanzkurve zu beobachten. Dahamgsetzte die Bildung der Talose-GNP-
GNP-Mehrfachlagen erst spat nach der GNP-SAM-Bigdein. Daraus konnte geschlossen
werden, dasky, fur Idose-GNP-Bindung gro3er war als fur die Tal@ndung. Mit den hier
durchgefuhrten Experimenten konnten die Angyal-Hat bestatigt werden.

Insgesamt konnte mit diesen Arbeiten zu SPR-Untbrsugen Uber Kohlenhydrat-
Kohlenhydrat-Wechselwirkungen zum einen ein Beitagn besseren Verstandnis der
strukturellen Voraussetzung fur das Zustandekomwmen Le-CCls geleistet werden und
zum anderen konnten neuartige CCls mittels SPRbuintbungen entdeckt werden. Damit
lieferte der hier vorgestellten Ansatz zur Kohledttag-Funktionalisierung von
Goldoberflachen eine leistungsstarke Plattform, dat in Zukunft durch weiterfihrende
Untersuchungen ein erheblicher Beitrag zum besséeestandnis von CCls erbracht werden

kdnnte.
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5. Zusammenfassung

Kohlenhydrat-basierte Erkennungsprozesse, sowohlhlgdbydrat-Protein- als auch
Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-Interaktionen, spielemeeiwichtige Rolle in biologischen
Prozessen. Mit dem hier vorgestelltem Ansatz zurduteyen Funktionalisierung von
Goldoberflachen konnte eine leistungsstarke Plattfitir die SPR-Untersuchung sowohl von
CPIs als auch von CCls bereitgestellt werden.

Dazu wurde eine umfassende Reihe von ingesamtedehtZenzaldehyd-funktionalisierten
Mono- und Disacchariden sowie ’‘tAnaloga synthetisiert. Die Benzaldehyd-
Funktionalisierung konnte Uber die Kreuzmetathese Allylglycosiden undoara-Allyloxy-
benzaldehyd-dimethylacetal realisiert werden. Figr Synthese der KeAnaloga wurden
unter anderen neuartige TES-gestlzte Thioglycosgidn verwendet, mit denen eine
Hydrierung von konvertionellen Benzylschutzgrupperhindert werden konnte. Der Einsatz
von einfachen Monosaccharid-Bausteinen verkirzté wereinfachte dabei die Synthese
komplexer Glycoside. Die Benzaldehydfunktion dientds Ankergruppen fir die
Funktionalisierung auf der SPR-Sensoroberflache. enkd konnten  dadurch
hochfunktionalisierte =~ Glyconanopartikel  erhalten rden, die  hervorragende
Tragermaterialien fur die multivalente Prasentatumm Liganden darstellten. Die Bildung
von selbstanordnenden Monolagen (SAM) von Thiolei @oldoberflachen diente zur
korrespondierenden Funktionalisierung der Sensofléoben.

In Kooperation mit der Gruppe von K. J. Jensen ap&hhagen wurden die Goldnanopartikel
synthetisiert. Die relativ monodispersen, Citratbdisierten Goldnanopartikel hatten einen
Durchmesser von etwa 13 nm und konnten anschliefgdurdh Ligandenaustausch
Aminooxy-funktionalisiert werden. Durch Iminbildungmit den Benzaldehyd-
funktionalisierten Glycosiden war die Synthese @iyconanopartikeln (GNP) moglich. Die
Kohlenhydratligandenanzahl konnte durch die Anthvtethode bestimmt werden. Dieser
Ansatz lieferte einheitlich gro3e GNPs mit einheitér Ligandenprasentation und erleichterte
damit die Interpretation der SPR-Resultate.

Die SAM-Bildung auf den SPR-Sensoroberflachen urel ahschlieBenden Kohlenhydrat-
Funktionalisierung konnteonline verfolgt werden, was die einfache und schnelle
Charakterisierung der Glyco-SAMs ermoglichte. DgeSgstem konnte zur Untersuchung von
CPIs der Lectine ConA, RGA und WGA eingesetzt werden. Es zeigte sich eine

Abhangigkeit der Bindung vom Linkersystem. Die \eighenden Untersuchung zur

174



5. Zusammenfassung

Abhangigkeit der Multivalenz der Lectinbindung zaterschiedlich dicht funktionalisierten
Mannose-, Galactose- urid-Acetylglucosamin-SAMs konnte neue Einblicke inuBtur-
Wechselwirkungsbeziehung der Lectine liefern.

Durch die SPR-CCI-Analyse der Bindung vorf4fmaloga-GNPs zur 'eSAM konnte eine
.heat map“ Uber den Einfluss der Hydroxygruppen @éa$ Zustandekommen deomotyp
Le*-CCl erstellt werden. Desweiteren wurden neuarfigmstliche“ homotypCCls zwischen
Le*%2L und L& “"“-Kopfgruppen und Disaccharid-CCls beobachtet. Dutctalyse der
Talose- und ldose-GNP auf den entsprechenden SAdsté& erstmals thermodynmische
Daten fiir die C&-Komplexbildung von Monosacchariden ermittelt urainit das Angyal-
Postulat zur konfigurationellen Voraussetzung f@<bestatigt werden.

Der hier vorgestellten Ansatz zur Kohlenhydrat-Riorkalisierung mittels 2D- und 3D-
Glyco-SAM-Bildung auf Goldoberflachen lieferte eifestungsstarke Plattform, mit der in
Zukunft durch weiterfiuhrende Untersuchungen eineklibher Beitrag zum besseren
Verstandnis sowohl von CPIs als auch von CCls ehtraerden konnte.

Darlber hinaus konnnte ein Syntheseweg zu Manndeegphosphat-Derivaten aufgezeigt
werden, die als inhibitorische Liganden in der Aitfitschromatographie einsetzt werden
sollten. Dabei wurden Allylglycoside von Mannosé¢htphosphaten sowie Mannose-6-
phosphat synthetisiert und danach durch radikais&tidition von Cystamin-hydrochlorid
mit einem Aminolinker versehen. AbschlieBend solltdie 6-Thiophosphate lber den
Aminolinker an CNBr-aktivierte Sepharose oder Aga&rogekoppelt werden. Dieses
inhibitorische  Affinitatschromatographie-Materialolée zur Reinigung einer bislang
unbekannten Mannose-6-phosphatase eingesetzt werden
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6. Summary

Carbohydrate based recognition events — carbohe/gratein (CPI) as well as carbohydrate
carbohydrate interactions (CCIl) — play a crucidé nm important biological processes. The
present approach of modular functionalization ofdggurface provided a powerful tool for
surface plasmon resonance investigation for CPIGDH

Therefore, a series of eightenn benzaldehyde fomalized mono- and disaccharides as well
as Lé-analoga was synthesized. The benzaldehyde fumdization was realized by cross
metathesis of allyl glucosides ampa@ra-allyloxy-benzaldehyde dimethyl acetale. To avoid
hydrogenation of benzyl protecting groups novel TE&ected thioglycosides were used for
the synthesis of Leanaloga. The assembly of simple monosaccharidédibgi blocks
enabled a short and facile synthesis of complexpomants. The benzaldehyde function was
utilized as an anchor group for he functionalizatmf SPR sensor surfaces. Furthermore,
using this approach high density glyco nanopadichere obtained, which are excellent
carrier materials for the multivalent presentataincarbohydrate ligands. The formation of
self-assembled monolayers (SAM) was used to forencthrresponding functionalization of
the sensor surface.

In cooperation with the K. J. Jensen group in Cbpgen the gold nanoparticles were
synthesized. The monodisperse citrate stabilizédl manoparticles had a diameter of circa 13
nm and could be aminooxy functionalized by subsegligand exchange. The synthesis of
glyco nanoparticles (GNP) was conducted by imingmédion with benzaldehyde
functionalized glycosides. The number of carbohiglligands on the GNP was determinated
via the anthrone method. This approach provided &Wih an unique size, ligand amount
and ligand presentation, which facilitates therntetation of the SPR results.

The SAM formation on sensor surfaces and the sulesgqcarbohydrate functionalization
was followedonline which allowed the facile and rapid character@awf glyco-SAM. This
system was used in investigation of CPIs with #adihs ConA, RCAyy and WGA. It was
shown, that the binding of the lectins is stroglgpdndent on the linker system. A
comparative study on mannose, galactoseNuadetyl glucosamine functionalized surfaces
with different ligand densities gave novel insigbfghe structure activity relationship (SAR)
of binding of these lectins.

By the binding analysis of different L@naloga GNPs to a L .déuntionalized gold surfaces

utilizing SPR a so called ,heat map“ was createdictv showed the influence of the different

176



6. Summary

hydroxy groups to theomotypd_e* CCI. Furthermore, novel artificllomotypeCCl between
Le*~%¥ and L& carbohydrate head groups could be discovered nBlysis of talose- and
idose-GNP bindung to the corresponding SAM forftte time thermodynamic data of €a
complex formation of monosacchrides were obtaifiés, Angyal’s postulation of hydroxyl
group configurational requirements for CCI coulddoafirmed. The presented approach for
carbohydrate functionalization of gold surface2byand 3D glyco SAM formation provides
a powerful tool for future investigation of CPI a®CIl. This could afford a significant
improvement of the understanding of CPI and CCI.

Furthermore, a novel synthetic approach to manée@kio) phosphates was shown. These
thio phosphates should be applied to affinity chetography after reaction of an amino linker
with CNBr activated sepharose or agarose gels. Trhgitory affinity chromatography

material should be applied for purification of at ynknown mannose-6-phosphatase.
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7.1  Allgemeine Arbeitsmethoden

Alle Reagenzien wurden in handelstblicher Qualitit Sigma-Aldrich oder Merck bezogen
und wurden ohne weitere Reinigung verwendet. Sofiécht anders erwahnt, wurden alle
Reaktionen unter Ausschluss von Feuchtigkeit irereiirgonatmosphare mit kommerziell
erhéltlichen trockenen Reaktionsldsungsmitteln dalis> 99.5% (GC), Uber Molekularsieb,
Wassergehak 0.005%) durchgefuhrt. Analytische Dunnschichtchatmgraphie (DC) wurde
auf beschichteten Aluminiumplatten (Kieselgel 605&2 Merck5554 oder RP) mit den
jeweiligen Laufmitteln durchgefuhrt. Die Verbindwsspots wurden mit UV-Licht (254 nm)
und durch Bespriihen mit einer gelben Losung ausNKEg¢(NOs)s (0.5 g) und
(NH4)sM07024 / 4 HO (24.0 g) in 6%iger Schwefelsdure (500 mL) (Spealgenz 1, SR1)
oder mit konzentrierter Schwefelsaure (10%) in Btha(Sprihreagenz 2, SR2) und
anschlieBender Hitzebehandlung visualisiert. Diéle&@i&hromatographie wurde mit Kieselgel
60 (230- 400 mesh, 43 - 60 um, Merck) mit den j&sveingegebenen Laufmitteln
durchgefiihrt. '"H-NMR- und **C-NMR-Spektren wurden mit den Spektrometern Bruker
AMX-400 (400 MHz fiir'H, 100.6 MHz fur*3C) und Bruker DRX-500 (500 MHz fifH,
125.8 MHz fiir*3C) bei 300 K aufgenommen. Die chemischen Verschigen wurden auf
Restlésungsmittelsignal kalibriert (CDEB = 7.26 ppm fur'H und s = 77.0 ppm furc;
MeOH-d4:6 = 3.35 ppm fiitH undd = 49.3 ppm fir°C). Die Signal wurden durctd —'H-
COSY-, HSQC-, HMBC- und wenn notwendig durch NOEBxperimente zugeordnet. Die
Wasserstoff- und Kohlenstoffatome wurden wie fofgtiziert: Das Kohlenhydrat-Gerust ist
wie gewohnt von 1 bis 6 beginnend mit 1 an der arem Position. Verzweigungen und
Verlangerungen des Kohlenhydrat-Geriistes bei CQligdsariden werden mit steigender
Anzahl von Apostrophen gekennzeichnet. Die Atomea denker-Einheiten erhalten
konsequent aufsteigende Nummer mit den Indices' fall Allyl, ,bu“ fur Butyl oder
Butenyl, und ,ar" fur Aromat beginnend mit 1 fursdAtom, das dem Kohlenhydrategerust
am ndachsten ist. Beispiele sind in Abbildung 88gdatellt. In den Kohlenhydrat-freien
Spacer-Molekilen wird die Thiol-Funktion als Ternmn definiert, wie beispielhaft fur
Verbindungl59 gezeigt (Abb. 88).
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Abb. 88. Nummerierung der Wasserstoff- und Kohlenstoffatdimelie Bezeichnung déNMR-Signale.

Die Bestimmung der Drehwerte erfolgte mit einem d&olarimeter Optronic P8000
(Natrium-D-Linie 589 nm, Kivettenlange 1 dm) bei 2D. Die Schmelzpunkte wurden mit
einem ST-apotec Schmelzpunktbestimmer ermittelt amdl unkorrigiert. MALDI-TOF-
Massenspektrometrie wurde mit einem Bruker Bifléx(positive reflector mode, Matrix:
1,8,9-Anthracentriol oder Dihydroxybenzoesaure) cgefuhrt. Hochaufgeloste FAB-
Massenspektrogramme wurden auf einem Thermo FinrWy@&T95 XL Massenspektrometer
erhalten. UV-Vis-Spektroskopie wurde an einem fazary 50 UV-Vis-Spektrophotometer
durchgeflnhrt.

Stocklésungen:

Die Kohlenhydratkonjugate (GNPs und Glyco-SAMsk i dieser Arbeit préperiert wurden,
wurden aus M Stocklésungen der Benzaldehyd-funktionalisertepc@derivate hergestelit.
Dazu wurden die jeweiligen isolierten Mengen (einielich NMR-Proben und Proben, mit
denen die spezifische optische Rotation bestimmmti@juder Glycane in der entsprechenden
Menge sterilfiltriertem Millipore-Wasser (NaMhaltig zur Verhinderung von bakteriellen
Kontaminationen) geldst. Diese Lésungen waren efeégen bei ca. -20 °C mindenstens

sechs Monate lagerbar und sind in der folgenderlfeabusammengefasst:
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Tabelle 29.Stocklésungen der Glycokonjugate.

Glycan Menge in mg Menge in umol MlLsg.
B-Glucoses3 192 mg 539 umol 539 uL
a-Glucoses4 285 mg 799 pmol 799 uL
o-Mannoseb5 230 mg 645 pmol 645 pL
B-Galactosé6 223 mg 625 pmol 625 uL
[B-N-Acetylglucosamirb7 252 mg 634 pmol 634 uL
o-ldose58 105 mg 294 pmol 294 uL
o-Talose59 99 mg 277 pumol 277 uL
[3-Cellobioser8 149 mg 287 pmol 287 uL
[-Lactose79 205 mg 395 pmol 395 uL
3-Maltose80 139 mg 268 pmol 268 uL
B- N-Acetyllactosamir81 41 mg 73 pmol 73 uL
GalB(1—4)[Fua(1—3)]GIcNAC
243 mg 344 pmol 344 pL
Le* 130
GlcB(1—4)[Fua(1—3)]GIcNAC
Lexo 131 112 mg 159 pumol 159 uL
Gal3(1—4)[L-Gala(1—3)]GIcNAc
LGl 130 168 mg 233 pmol 233 pL
GalB(1—4)[Fudg3(1—3)]GIcNACc
Le<BFuc 33 63 mg 89 umol 89 uL
GalB(1—3)[Fua(1—4)]GIcNACc
Le? 134 109 mg 155 pmol 155 pLl
Gal3(1—4)[Rhan(1—3)]GIcNAc
Le*Rha 35 209 mg 296 pmol 296 pL
L-GalB(1—4)[p-Fua(1—3)]GIcNAc
LexD-L 136 87 mg 124 pmol 124 pL
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Transmissionselektronenmikroskopie:

Die Transmissionselektronenmikroskopie wurde aemmidEOL JEM 2100F ausgestattet mit
einer 2k x 2k CCD-Kamera und einem EDXS-System 2@ kV durchgefuhrt. Fir die
Messungen wurde ein Tropfen der jeweiligen Nandgrt 6sungen auf einen Kohlenstoff-
beschichten Kupfertrager aufgetragen und an derdetfocknet. Zuvor wurde der Trager in
einem Sauerstoff-Plasma hydrophilisiert (Discha@ye&l), damit der Tropfen der wassrigen
Lésungen sich homogen Uber den Probentrager teidéd Zusammensetzung der Teilchen
konnte mittels energiedispersiver Rontgenspektiogko (energy dispersive  X-ray
spectroscopy (EDXS)) ermittelt werden. Mit der Saite DigitalMicrograph (Version 1.83)
der Firma Gatan Inc. wurden die Partikelgrossentirnes und die Abbildungen der

Nanopartikel bearbeitet.

7.2 Synthese und Charakterisierung der Citrat-stabiliserten Gold-
Nanopartikel (AuUNP)

Alle Glasgerate wurden vor dem Gebrauch grindlighdzhst mit Aqua dest., dann mit
Kdnigswasser und abschlieend mit entgastem MiyWasser gereinigt. Eine Lésung von
Gold(llN-chlorid-trinydrat (HAuUC}k * 3 H,O, 158 mg, 400 umol) in entgastem Millipore-
Wasser (400 mL) wurde zum Riuckfluss erhitzt. Zuseiegelblichen Losung wurde unter
Ruckfluss eine warme (~ 50 °C — 60 °C) L6sung vatrimcitrat-dihydrat (447 mg, 1.52
mmol) in entgastem Millipore-Wasser (40 mL) gegebere Losung farbte sich dunkelrot
und wurde fur 30 min unter Rickfluss erhitzt. Adsgbend wurde die L6sung auf

Raumtemperatur abgekuhlt und durch einen Sprititen{D.2 pum) filtriert.

Grossenbestimmung durch UV-Vis-Spetrskopie:

Zur Grossenbestimmung wurden von der AUNP-LOsungMiB/Spektren (beispielhaft Abb.
35, Seite 91) aufgenommen. Es wurden drei Probeeilgin Doppelbestimmung untersucht
(3 x 2 Spektren). Aus den UV-Vis-Spektren wurde zeimen die Lage und Absorption des
Absorptionsmaximums (Oberflachenplasmonresonank;Pesr sowie die Absorption bei
450 nm (Aso) ermittelt (siehe Tab. 30). Nach Haessal. steht fur Partikelgrossen von 3 bis

181



7. Experimenteller Teil

35 nm das Verhdltnis vonsfg zu Asso in potentiellem Zusammenhang zum Durchmesser
d 38 Die Auftragung der Werte fiir &gAss0 zum Partikeldurchmesser d ist in Abb. 89
wiedergegeben. Eine potentielle Ausgleichkurveeliefolgende Gleichung zur Berechnung

des Durchmessers d:

A=0.88864 d %

) A
mit A =—SPR
450

Tabelle 30.Spektroskopische Daten zur Ermittlung des Durcherssger Goldnanopartikel.

Lage des Apr(nm) Aspr(dimensionslos)  Apr(dimensionslos)  d (nm)
521.5 2.420 1.543 13.01
518.5 2.429 1.545 13.18
517.4 2.553 1.671 11.59
5184 2.438 1.547 13.32
517.4 2.437 1.548 13.25
521.1 2.423 1.536 13.38

Mittelwert:  13.01
Abweichung: 0.4

Daraus ergibt eine Nanopartikelgréf3e von 13.0 tn@
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Partikeldurchmesser A = 0,8864d° 2224
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Abb. 89. Auftragung von Partkelgrof3e gegen Adsorption.

Grossenbestimmung und Grdssenverteilung durch

Transmissionselektronenmikroskopie:

Zur Bestimmung der Partikelgrésse sowie der Grassésilung wurden insgesamt 168
Partikel in zwei verschiedenen Bereichen der Probie25000facher Vergrél3erung (siehe
Abb. 90 und 91) mit der Software DigitalMicrograparmessen. Dabei wurden nur einzeln
liegende Teilchen bericksichtigt um auszuschlieldass Aggregate das Ergebnis
verfalschen. Durch Mittlung tGber alle Partikel étgsich eine durchschnittliche Grésse von
13.3 £ 1.3 nm. Aus der Auftragung der gerundetercBumesser gegen die Anzahl ergibt sich
die Grossenverteilung (Abb. 92).
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Grossenverteilung
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Abb. 92.Verteilung der Nanopartikelgréssen.

Bestimmung der Konzentration der Nanopartikellésung

Nach Haisset al. lasst sich die Konzentration von Goldnanopartikedrch UV-Vis-

Spektroskopie durch folgende Gleichung bestimmen:

— A450

c=

‘9450
Dabei ist ¢ die Konzentration in mol pro Liter umtsy ist die Absorption fir eine
Standardkuivettenlange von 1 cenist der molare dekadische Extinktionskoeffizieay in
der Referenz theoretisch berechnet und praktiscifiziert wurde!*'® Dieser ist abhangig
vom Partikeldurchmesser d. Aus Auftragung wogegen d ergibt sich nach expotentiellem

Ausgleich folgende Gleichung zur Berechnung g¢Abb. 93):

d =0.0319 ¢, **"

Mit den Werten aus Tabelle 29 ermittelt sich dienkentration der Goldnanopartikel zu:
c=109nM
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Abb. 93. Auftragung der& ,,-Werte gegen den Partikeldurchmesser

7.3  Synthese und Charakterisierung der Glyco-AuNPs

Selbstanordnung der Tetraethylenglycol-Linker 147 wd 148 auf Goldnanopartikel
(AuNP)

Unter starkem Ruhren wurde eine Thiol-Losung (@r®6ol: 1.148100% = 19.5 mg; 2148/
1471/1=9.8mg+9.3mg; 248/ 1471/ 2 = 6.5 mg + 12.4 mg) in Methanol (5 mL) zu
einer 11 nM LOsung von ~13 nm Citrat-stabilisier@oldnanopartikeln (120 mL, 1.32 nmol)
gegeben. Nach der Zugabe war eine Farbverdnderend.d@sung von Rot nach Violett
erkennbar. Diese Mixtur wurde fir 16 Stunden beurmRemperatur gertihrt. Anschlielend
wurden die erfolgreich beschichtetén-NP durch Zentrifugenfiltration (Millipore Amicon
Ultra, 50 kDa cutoff) in 30 mL Portionen gereinighdem die Nanopartikel zunachst
konzentriert (2 x 15 mL) und dann finfmal wiedethal5 mL Millipore-Wasser geldst und
zentrifugiert wurden. Nach der letzten Filtrationrden die Nanopartikel mit insgesamt 330

puL (200 pL Filtrationsrickstand + 130 puL Zugabe)ligore-Wasser verdinnt. So wurden
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1.0 uM Loésungen der SAM beschichteten Goldnandgmiu-NP 1, Au-NP 2 und Au-NP
3 erhalten (insgesamt je 1.32 mL). Diese Losungeremvdei ca. 4 °C im Kuhlschrank

mindenstens vier Wochen lagerbar.

Oxim-Kopplung von Benzaldehyd-funktionalisierten Glycosiden an Aminooxy-
beschichtete Goldnanopartikeln

Zu einer 1m Glycan-Stocklosung (10QL, 100 umol; fur B-NAc-Lactosamin: 50 pL, 50
pmol; fur LéPF% 50 pL, 50 pmol) in 10 mM Acetatpuffer (pH 4.7) usde eine 1.QuM
Lésung der Aminooxy-beschichteten AuNPs (400, 0.400 nmol) in Millipore-Wasser
gegeben. Die transparenten, tiefroten Reaktionsmrggen wurden bei 40 °C fur 16 Stunden
geschuttelt. AnschlielRend wurden die Glyconandgartdurch eine zehnfach wiederholte
Prozedur aus Zentrifugenfiltration (Millipore AmicoUltra, 50 kDa cutoff) und erneutem
Verdinnen mit Millipore-Wasser gereinigt. Nach d@éischlieRenden Filtration wurden die
GNPs mit insgesamt 400 puL (200 pL Filtrationsriakst + 200 uL Zugabe) Millipore-
Wasser verdunnt. Es wurden uM Losungen (400 pL) der GlyconanopartikeNP-1 -
GNP-19erhalten. Die Glyconanopartikel waren tiefgefrobem ca. -20 °C mindenstens sechs
Monate lagerbar (Lagerung in sterilfiltriertem, Ngaaltigem Millipore-Wasser zur

Verhinderung von bakteriellen Kontaminationen).

Bestimmung der durchschnittlichen Kohlenhydrat-Ligandenanzahl pro GNP

Die durchschnittliche Anzahl von Kohlenhydrat-LigaNk_ ergibt sich aus der Stoffmenge
Zucker 1y pro Stoffmenge Glyconanopartikeiyp:

n, _ m, /M,
r]GNF’ rT"GNF’ / M GNP

Ny = Gleichung |

Dabei sindMz und mgne gegeben undMigne l&sst sich wie folgt berechnen. Fur diese

Berechung werden folgende Vereinfachungen angenomme

187



7. Experimenteller Teil

Das Molekulargewicht der GNPs kann als konstaneselgen werden und &ndert sich
nicht signifikant durch die SAM-Belegung und dief@nhydrat-Anheftung.
Fur die Berechung der Goldatomanzahl pro Nanopaniikd die Kugelgeometrie der

Au-NP angenommen.

Dann ergibt sich fur die AnzahNis3,m von Goldatom in Nanopartikeln von 13 nm

Durchmesser:
*
lenm:m_NA mitm=V* o und vz =1
M 4 6
mp* D*
N, = *N
13nm 6M A

Wobei pdie Dichte von kubisch-flichenzentriertem Gold 81§/cn?), D der Durchmesser
der Nanopartikel (13 nm = 13 x 1@m), M das Molekulargewicht von Gold (196.97 g/mol)
undN, die Avogadrozahl (6.023*%8 Atome/mol) ist.

_ m*193* (3*107)° » 6023+ + 97 Mol cm’* Atome

N13nm_ * 3 % ~*
6*19697 cm®* g* mol

Nya, = 0309% 13*107)° *10% * Atome

N, = 0309*100*13° * Atome = 67800 Atome

Damit ergilt sich eine gerundete Anzahl von durbimgitich 67800 Atomen pro
Nanopartikel.
Mit der Anzahl der Goldatome pro Nanopartikel lassth nun das Molekulargewicht

berechnen zu:

M = Atomasse (Gold) * Atomanzahl * 1.66*4kg

M = 196.97 u * Atomanzahl * 1.66*13 g/u * 6.023*13° Atome/mol
M = 196.97 u * 67800 Atome * 1.66*¥0 g/u * 6.023*13° Atome/mol
M =13 458 282 g/mat 13 458 000 g/mol
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Die Menge Zucker auf den GNPs kann einfach durch Amthron-Schwefelsdure-Assay
bestimmt werden. Dazu wurden Standardkurven mit d&gcokonjugaten 53 (fur
Monosaccharidgyl; = 356.37 g/mol)78 (fur die Disaccharidayl; = 518.51 g/mol) und.30
(fur TrisaccharideMz = 705.70 g/mol) aufgenommen. Die Stocklésungendemirl1:100
verdunnt 3. 3.56 pug/uL;78 5.18 pg/puL130 7.05 pug/uL). Von den Verdinnungen wurden
Aliguote abgenommen, um einen Gehalt von 7 - 176gogmL Loésung zu erhalten (siehe
Tabelle 31). Die Farbreaktion wurde durchgefilmtjem zu 1 mL Kohlenhydratlésung in
einem Reagenzglas 2.5 mL einer frisch hergestelltung von 0.5% Anthron (Gew.%) in
95%iger Schwefelsdure gegeben wurde. Das Reak&ansgh wurde vorsichtig fir 10 min
im kochenden Wasserbad erhitzt. Nach dem Abkuhlende unverziglich im UV-Vis-
Spektrometer die Absorption bei 620 nm gemessen pgBlbestimmung). Eine
Blindwertprobe wurde ohne Kohlenhydrat hergestellt

Fur die Gehaltsbestimmung auf den Nanopartikelndevur v GNP-LOsung (40 pL / 538
png) auf 1 mL verdinnt und wie fur die Erstellungr &&andardkurven beschrieben mit
Anthron-Schwefelsaure behandelt. Die Absorptiondeubei 620 nm gemessen. Mit den
Formeln in Tabelle 31 lassen sich die Kohlenhyda#dte errechnen. Die Ligandenzahl pro
Nanopartikel ergibt sich aus Gleichung |. Die Emebe sind in Tabelle 32

zusammengefasst.

Tabelle 31.Daten zur Ermittlung der Standardkurven und ForzneBerechnung des Kohlenhydratgehaltes.

Stocklsg. (1:100)- A Stocklsg. (1:100)~ A
1g Kolhenhydrab3/ mL 620 nm 1g Kolhenhydra?8/ mL 620 nm
25uL — 89 ug 0.453 25uL — 129.5 ug 0.756
20uL — 71.2 ug 0.352 20 uL — 103.6 ug 0.607
15 uL— 53.4 ug 0.270 15 ub> 77.7 g 0.448
10 uL — 35.6 ug 0.181 10 uL — 51.8 ug 0.301
SuL — 17.8 ug 0.089 S5uL — 25.9 ug 0.155
2uL— 7.1 g 0.039 2 ub> 10.4 pg 0.060
Stocklsg. (1:1003~» A
ng Kolhenhydral30/ mL 620 nm
25uL — 176.3 ug 1.095
Gehal = 0.0062
ZO}J.L—) 141 g 0.873 ftono [Ug] Ae20 nm/
15 pL— 105.8 ug 0.654
Gehalp; = / 0.0058
10l — 70.5 pg 0.441 bi [1g] = As0 om
SuL — 35.3 pg 0.215
Gehalty = /0.0050
2 uL— 14.1 pug 0.092 ehalfi [ug] = Aszonm
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Abb. 94. Standardkurven zur Berechnung der Kohlenhydrattehal

Tabelle 32.Absorption nach Behandlung der GNPs mit der Anthvtathode und daraus berechnete Liganden
pro GNP.

GNP As2onm Geh. [ug] Lig. GNP Aoonm Geh. [ug] Lig.
GNP-1¥ 0153 247 876 | GNP-10" 0.090 18.1 1270
GNP-22  0.117 18.9 669 | GNP-11® 0.083 16.6 1165
GNP-3¥ 0072 116 411 | GNP-12Y 0090 180 1260
GNP-44 0158 255 904 | GNP-13' 0091 182 1277
GNP-5% 0168  27.1 961 | GNP-14” 0085  17.0 1193
GNP-6% 0155 250 886 | GNP-15" 0087 174 1221
GNP-7  0.160 25.8 915 | GNP-169 0.126 217 1046
GNP-82 0155 250 886 | GNP-177 (0127 219 1056
GNP-9¥ 0159 256 907 | GNP-189 o0.126  21.7 1046
GNP-199 0.119 205 989

[a] Trisaccharid; [b] Monosaccharid; [c] Disaccldri
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7.4  SPR-Messungen

Das BIACORE T100 SPR-imaging Instrument wurde fid-Gund CCI-Studien benutzt, die
in dieser Arbeit beschrieben werden. Die Bedieneniplgte Uber die BIACORE T100
control software und die Auswertung der Sensorgramme erfolgtedaitBIACORE T100
evaluation software.Als Sensor-Oberflachen wurden durch SAM-Bildungsdiechtete
Goldsensorchips (BIACORE SIA kit Au) der Firma BI®RE verwendet (Abb. 95). Dazu
wurden die unbeschichten Goldchips auf der Kunitegtlberung fixiert und unmittelbar vor
dem Gebrauch (SAM-Belegung) durch Behandlung fir Mdnuten mit saurem
Knabberwassemi(ranha solution konz. HSO, / 30 % HO; 1:1) gereinigt. Nachdem Spulen
mit bidest. Wasser und Ethanol wurden die blankehd@berflachen im Stickstoffstrom
grundlich getrocknet und in die Schutzkassette lyssen.

Gold-beschichtetes Kassette
Glasplattchen Kunststoffhalterung \
(Sensorchip) | \

*1._?’ Sensor Chip ﬁ';r

l eL;:: C M 5 BU:K%HE

T~
Flusszelle 1 Referenzzelle SAM 1
Flusszelle 2 Aktive Zelle SAM 2
Flusszelle 3 Referenzzelle SAM 1
Flusszelle 4 .. Aktive Zelle SAM 3

Abb. 95. Schematische Darstellung der verwendeten Sensarcifipf der Goldoberflache werden vier
Flusszellen hergestellt, die einzeln belegt wer#ténnen (s. a. Abb. 96). Differenzsenorgramme werden
gebildet, indem das Signal der Referenzzelle (Hgntendsignal) von dem der Aktiven Zellen (Bindurigeal)

abgezogen wird.
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Danach wurde unverziglich die SAM-Bildung im Biaednstrument durchgefihrt. Der
Sensorchip wurde auf der sogenannieiegrated p-Fluidic Cartridgeplatziert, in der vier

unabhangig ansteuerbare Flusszellen hergestelttewgiAbb. 96). Die SAM-Bildung wurde
im manual runModus vorgenommen. Hierzu wurden die in Tabelld29180) aufgelisteten
Losungen (100 pM, Verdunnung der Stocklosung) Uber Goldoberflachen in den
entsprechenden Flusszellen (Flussrate: 5 pL/mimn)nfiindestens 45 min eluiert. Nach
Sattigung des RU-Signals wurde mit Laufpuffer geshes, und die Kohlenhydrat-
Immobilisierung konnte erfolgen (Abb. 65 + 66, $€iP9 + 130).

T = Integrated p-Fluidic Cartridge

— IN
1cm

Flusszelle

1em

FC 4 w

Abb. 96. Der Sensorchip wird im BIACORE Instrument auf der IHGtégrated pu-Fluidic Cartridge) platziert,

in der vier unabhéngige Flusszellen hergestellteer

Als generelle Prozedur zur Immobilisierung der Kuoiilydrat-Konjugate an Amino-
funktionalisierten SPR-Sensorchips durch reduktiveminierung wurden folgende
Bedingungen ausgearbeitet:

Eine 100 pmolare Losung der jeweiligen Kohlenhydrativate in PBS-Puffer wurde tber
einen Zeitraum von 30 min (Flussrate: 10 pL/minyli@ sognannte aktive Flusszelle injiziert
(manual run-Modus). Wenn das Sensorgramm Sattigumgeigte, wurde die Injektion
gestoppt, und die Reduktion wurde durch Einsprizieiler NaCNBH-Losung (4 min bei 10
pL/min) eingeleitet. AbschlieRend wurde mit Laufiguf gewaschen. Die so praparierten
Sensorchips konnten anschlieBend fur die CCI- 2R1-Studien verwendet werden. Die

Sensorchips waren bei ca. 4 °C im Kuhlschrank mmetins sechs Monate lagerbar
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(Lagerung in sterilfiltriertem, Naqhaltigem Millipore-Wasser zur Verhinderung von
bakteriellen Kontaminationen). Eine Zusammenfassalgr so praperierten Sensorchips
zeigt die folgende Abbildung:

Sensorchip 1 Sensorchip 2 Sensorchip 3
FC1 Rfz: SAM 1 (EG6) FC1 Rfz: SAM 1 (EG6) FC1 Rfz: SAM 1 (EG6)
FC4 AZ: SAM 2 (a-Man 1:25) FC4 AZ: SAM 3 (a-Man 1:25) FC4 AZ: SAM 2 (a-Man 1:25)
Fc3 Rfz: SAM 1 (EG6) FC3 Rfz: SAM 4 (EG3) FC3 Rfz: SAM 1 (EG6)
FC4 AZ: SAM 2 (a-Man 1:25) EC4 AZ: SAM 5 (a-Man 1:25) FC4 AZ: SAM 6 (a-Man 1:1)
Sensorchip 3 Sensorchip 4 Sensorchip 5
FC1 Rfz: SAM 1 (EG6) FC1 Rfz: SAM 1 (EG6) FC1 Rfz: SAM 1 (EG6)
EC4 AZ: SAM 7 (a-Man 1:2) FC4 AZ: SAM 8 (a-Man 1:4) FC4 AZ: SAM 10 (B-Glc 1:2)
FC3 Rfz: SAM 1 (EG6) FC3 Rfz: SAM 1 (EG6) FCc3 Rfz: SAM 1 (EG6)
EC4 AZ: SAM 10 (a-Glc 1:2) EC4 AZ: SAM 9 (a-Man 1:10) FCa4 AZ: SAM 12 (B-Mal 1:2)

Sensorchip 7 Sensorchip 8 Sensorchip 9
FC1 Rfz: SAM 1 (EG6) FC1 Rfz: SAM 1 (EG6) FC1 Rfz: SAM 1 (EG6)
FC4 AZ: SAM 13 (B-Gal 1:2) FC 4 AZ:SAM 15 (B-GIuNAc 1:2) EC4 AZ: SAM 17 (Le* 1:1)
FC3 Rfz: SAM 1 (EG6) FC3 Rfz: SAM 1 (EG6) FC3 Rfz: SAM 1 (EG6)
EC4 AZ: SAM 14 (B-Gal 1:25) FC 4 AZ:SAM 16 (B-GIuNAc 1:25) FC4 AZ: SAM 18 (LeX)
Sensorchip 10 Sensorchip 11 Sensorchip 12
FC1 Rfz: SAM 1 (EG6) FC1 Rfz: SAM 1 (EG6) FC1 Rfz: SAM 1 (EG6)
FC4 AZ: SAM 19 (Le* 1:1) FC4 AZ: SAM 21 (B-Lac) FC4 AZ: SAM 23 (a-ldo)
FC3 Rfz: SAM 1 (EG6) FC3 Rfz: SAM 1 (EG6) FC3 Rfz: SAM 1 (EG6)
EC4 AZ: SAM 20 (Le¥) FC4  AZ SAM 22 (B-LacNAc) ECa AZ: SAM 24 (a-Tal)

Abb. 97.Zusammenfassung der in dieser Arbeit preparier®R-Sensorchips.

Fur CPI-Bindungsstudien:

Fir die Bindungsstudien wurden die Lectibencanavalin AConA / Mannose positiv / 106
kDa / Sigma-Aldrich) au€anavalia ensiformigJack-Bohne)Ricinus communis agglutinin |
(RCA120 / Galactose positiv / 120 kDa / Vector lab) @&isinus communigWunderbaum)
und Wheat Germ AgglutinifWeizenkeimagglutinin, WGA N-Acetyl-glucosamin positiv /
36 kDa / Sigma-Aldrich) audriticum vulgaris (Weizen) genutzt. Als Kontrollprotein
(Negativkontrolle) wurde BSA (enghbovine serum albumihKohlenhydrat negativ / 66 kDa
/ Sigma-Aldrich) benutzt. Die Messungen wurden iBFHES-gepufferter physiologischer
Kochsalz-Lésung (150 mM NaCl, 10 mM NaHEPES, 0.009%een 20 / pH 7.4)
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durchgefiihrt, die G4 -(ImM CaC} * 2 H,O) und Mrf*- (1 mM MnC} * 4 H,O) lonen fiir
die ConA Aktivierung enthalten. Das Lectin ConA wdervor dem Gebrauch zwei Tage in
HEPES-Puffer dialysiert, um Mannose-Ruckstandergiemen. Die anderen Lectine wurden
ohne weitere Bearbeitung verwendet. Die LosungenLdetine/BSA in HEPES-Puffer (fur
Spezifitatsstudien: 6.25 uM — 100 pM; fur Affingatudien: 12.5 nM — 200 nM) wurden Uber
einen Zeitraum von 3 min bei einem Fluss von 20 muh/ injiziert. Die
Differenzsensorgramme wurden durch Subtraktion Rieferenzsignals vom aktiven Signal
erhalten und mit der BIACORE T10&valuation softwareaufgezeichnet. Die Auswertung

erfolgte mittels Scatchard-Plots.

Far CCI-Bindungsstudien:

Die Losungen der GNPs in Millipore-Wasser mit 10 madC} (6.75 nM — 100 nM, bei RU
< 100 fur 100 nM wurde eine Verdunnungsreihe vo@ @01 - 4000 nM verwendet) wurden
Uber einen Zeitraum von 3 min bei einem Fluss vonpub/min injiziert. Die
Differenzsensorgramme wurden durch Subtraktion Rieferenzsignals vom aktiven Signal
erhalten und mit der BIACORE T10&valuation softwareaufgezeichnet. Die Auswertung
erfolgte mittels Scatchard-Plots.
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7.5 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV-1: Acetylierungen mit Acetanhydrid: Zu einer Losung der zu acetylierenden
Verbindung (1 mmol) in abs. Pyridin (5 mL) wurdei I0e°C Essigsaureanhydrid (5 mL)
gegeben. Die Reaktionslosung wurde auf Raumtemperaivarmt und fir 16 Stunden
geruhrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfeddr Rickstand in Dichlormethan
aufgenommen und die organische Phase dreimal mitShlzsdure und einmal mit Wasser
gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natrfanhsgetrocknet, im Vakuum

eingeengt und der Ruckstand dreimal mit Toluol stitlert. Das Rohprodukt wurde, wenn
notig, durch Saulenchromatographie an Kieselgel dain jeweils angegebenen Laufmittel

gereinigt.

AAV-2: Synthese von peracetylierten Allyl-monosacchridglycosiden: Zu einer
Suspension des Monosaccharids (5.00 g, 27.8 mpaGlal, b-Glc, b-Man; 22.6 mmol:D-
GIcNAc) in Allylalkohol (100 mL, 1.47 mol) wurde eineatalytische Menge konz.
Schwefelsaure (96%, 500 pL, 9.38 mmol) gegebenseDMixtur wurde fur 3 bis 4 Stunden
bei 80 °C geriihrt. Wenn die Suspension sich dutdkbte, wurde die Reaktion durch Zugabe
von Triethylamin (2.00 mL, 14.3 mmol) abgebrochBie Losung wurde bei vermindertem
Druck konzentriert. Edukt und Salze wurden durchl&#&hromatographie an Kiesel mit dem
Laufmittel Dichlormethan — Methanol (5 : 1) entferAnschlieend wurde das Rohprodukt
in abs. Pyridin (150 mL) and Essigsaureanhydrid (4f.) geldst. Nach Ruhren fur 16 bis 18
Stunden bei Raumtemperatur wurde die Losung beniwmelertem Druck konzentriert, und
der Ruckstand wurde in Dichlormethan (100 mL) anfgemen. Vor der Trocknung Uber
NaSO, wurde die organische Phase mit Wasser (100 mLy, Salzsdure (2 x 100 mL),
gesattigter NaHC®L6sung (100 mL), und gesattigter NaCl-Losung (10D) gewaschen.
Nach Filtration wurde das Losungsmittel evaporient] das Rohprodukt wurde mit Toluol (3
x 100 mL) coevaporiert. Die Reinigung erfolgte du®dulenchromatographie an Kieselgel

mit einem Laufmittelgradienten von PEEE (4 : 1— 2 : 1).

AAV-3: Synthese von Trichloracetimidaten aus Acetatn: Teil 1): Zu einer L6ésung des 1-
Acetyl-Zuckers in abs. THF (3 mL/mmol) wurde Berayiin (1.5 Ag.) gegeben. Die Lésung
wurde fir 25 Stunden bei Raumtemperatur geruhrschle3end wurde die Reaktion durch
Zugabe 1M HCI gestoppt und noch weitere 10 Minuten geribBie Losung wurde mit
Dichlormethan verdinnt und die wassrige Phase naitilbrmethan extrahiert. Die vereinten
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organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat detedaind das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatogsaphian Kieselgel mit dem jeweils
angegeben Laufmittel gereinigt.

Teil 2): Das Produkt aus Teil 1) wurde unter Luftnd Feuchtigkeitsausschluss mit
Trichloracetonitril (20 - 30 Aqg.) in abs. Dichlorth@an (6 mL/mmol) gelost und mit frisch

getrocknetem 4 A Molsieb versetzt. Die Lésung wufiie30 Minuten bei Raumtemperatur
geriihrt. Dann wurde die Losung auf 0 °C gekiihlt oitiDBU (0.2 Ag.) versetzt und eine
Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Die Losung wheldeermindertem Druck konzentriert
und der Ruckstand durch S&ulenchromatographie aeseljel mit dem jeweiligen

Laufmittelgradienten gereinigt.

AAV-4: Kreuzmetathese mit Allyl-glycosiden: Das Allylglycosid (1 mmol) und ein 5-8-
facher Uberschuss apara-Allyloxybenzalhyd-dimethylacetadl (5-8 mmol) wurden in
trockenem und entgastem Dichlormethan (49 mL) geibd in einen sorgfaltig ausgeheiztem
Schlenkkolben mit frisch aktiviertem Molekularsi¢h A) unter Gebrauch der Standard-
Schlenktechnik gegeben. AnschlieRend wurde der thietakatalysatoB7 oder 38 (0.10
mmol), gelost in trockenem und entgastem Dichlohaet(1 mL), Gber eine Spritze oder als
Feststoff zu gegeben, so dass eine MOR6sung erhalten wurde. Das Reaktionsgemisch
wurde fur 6 Stunden unter Rickfluss erhitzt. Die détaung der Edukte wurde durch DC
detektiert. Bei vermindertem Druck wurde die Loskogzentriert und und das Rohprodukt
durch Saulenchromatographie an Kieselgel mit deweijgen Laufmittelgradienten aus
PE/EE gereinigt 4 : 1 - 2 : 1 [/ 1 : 1 [/ 100% EE fur

Monosaccharide/Disaccharide/Trisaccharide).

AAV-5: Entschitzung und Hydrierung der Metathesepradukte: Die Metatheseprodukte
(870 pmol — 90 umol) wurden in einer Mixtur von THKFasser und TFA (90:9.9:0.1 v/v) so
geldst, dass eine 0™ Losung erhalten wurde. Nach Rihren fur eine Stuwvdrde die

Reaktionslésung mit DCM (100 mL) verdiinnt, und Bieaktion wurde durch Zugabe von
Triethylamin (2 mL) gestoppt. Nach Zugabe von Wag4€0 mL) wurde die organische
Phase abgetrennt und Uber,8@, getrocknet. Das Ldsungsmittel wurde bei verminaherte
Druck entfernt und das Rohprodukt ohne weitere éinfgung in der folgenden Umsetzung
verwendet. Fur die Hydrierung wurde der Aldehydaibs. EtOAc gelést und in einen

sorgféltig ausgeheiztem Schlenkkolben mit Palladit0%) auf Aktivkohle und
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Diphenylsulfid (0.01 Ag.) gegeben. Die Suspensiamde entgast. Nach mehrmaligem Fluten
mit Wasserstoff wurde der Reaktionsansatz fur 12n@&n bei Raumtemperatur geruhrt.
Anschlie3end wurde die Suspension filtriert undngtich getrocknet. Im Fall der TBDPS-
Schitzung wurde vor der Zemplén-Deacetylierung alsidunter einer Argonatmospéare zu
einer Losung aus der zu desilylierenden Verbindiangbs. THF (5-10 mL) 5 Ag. Eisessig
bei 0 °C gegeben, und der Reaktionsansatz wurdeRauimtemperatur erwarmt. Nach
Zugabe von 1.2 Aqg. einerM Lésung von TBAF in THF wurde das Reaktionsgemisiobr
Nacht geruhrt. Nach DC-Kontrolle (EE) wurde ges.CNhosung (100 mL) zum
Reaktionsansatz gegeben, und die wassrige Phaste woit Ethylacetat (4 x 100 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen el vermindertem Druck evaporiert.
Der Ruckstand wurde in einer methanolischen Natmethanolat-Losung geldst (20 mL, 0.1
M) und fur 6 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Reaktionsansatz wurde mit Amberlite
IR 120 (H) neutralisiert. Nach Filtration und Evaporierungsd_ésungsmittels wurde das
Rohprodukt durch S&aulenchromatographie an Kieséldan Laufmittel Dichlormethan —

Methanol (5 : 1) gereinigt.

7.6  Spezielle Arbeitssvorschriften

Versuche zur Darstellung von Allyla-D-mannopyranosid-6-(5-chlor¢yclosaligenyl)-
phosphat (2):

CI\©\/\O
20
(o}

oL
O~

Zur Darstellung des Phosphorylierungsreagenzes |&ChclaSaligenylchlorphosphat
wurden unter Argonatmosphare 502 mg (3.21 mmol) hexGalicyalkohol in einen
Stickstoffkolben eingewogen und in 10 mL abs. Dyldther, 5 mL abs. THF sowie 0.92 mL
Triethylamin gel6st. Die Losung wurde mit MolsieA ¢a. 30 Minuten getrocknet. Zu dieser
Reaktionslésung wurde unter Stickstoffkiihlung & °C innerhalb von 30 Minuten eine
L6sung aus 0.33 mL Phosphorylchlorid und 10 mL ab#: zugetropft. AnschlieRend wurde
die Reaktionslésung 90 Minuten bei -40 °C gerubie entstandene Suspension wurde

filtriert und das Losungsmittel am Rotationsverdénpentfernt. Das Rohprodukt wurde
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durch Saulenchromatographie mit einem Laufmittet 8&E/EE (Gradient: 100 % P&
PE/EE 2/1) gereinigt. Das Phosphorylierungsreaganzle als gelblicher Feststoffs erhalten
(187 mg, 25%).R; = 0.47 (PE/EE 2/1); Schmelzp.: 90-91 ‘6:NMR (400 MHz, CDC}) §
=7.29 (dd2Js4 = 8.8 Hz, 1H H-4), 7.08-7.05 (m, 1H, H-6); 6.99 @+ = 8.8 Hz, 1H, H-3);
5.45-5.32 (m, 2H, H-7) ppnt?C-NMR (101 MHz, CDGCJ) 6 = 131.3 (C-2), 130.8 (dJc.p =
1.3 Hz, C-1), 125.5, 121.1, 121.04(&), 69.9 (d,*Jc.p = 8.0 Hz, C-7) ppm>'P-NMR (162
MHz, CDCk) 6 = -6.6 ppm.

Es wurden 100 mg (552 mmol) Allgl-D-mannopyranosidlj in 5 mL abs. Pyridin und 5 mL
abs. DMF gel6st. Die Loésung wurde auf -50 °C gekuahd unter Rihren innerhalb von 60
Minuten eine Losung aus 113 mg (443 mmol) Phospteomngsreagenz in 6 mL abs. THF
langsam zugetropft. Anschlieliend wurde die Losuirgdf Stunden bei -40 °C gerthrt. Es
konnte kein Produkt isoliert werden.

Versuche zur Darstellung von Allyla-D-mannopyranosid-6-(5-chlor¢yclosaligenyl)-
thiophosphat (3):

O~

Zur Darstellung des Thiophosphorylierungsreagenzes 5-Chlor-
cycloSaligenylchlorphosphorinsulfid wurden unter Arganasphare 499 mg (3.19 mmol) 5-
Chlorsalicyalkohol in einen Stickstoffkolben eingayen und in 10 mL abs. THF sowie 0.93
mL Triethylamin geldst. Die Lésung wurde mit MolsidA ca. 30 Minuten getrocknet. Zu
dieser Reaktionslosung wurde unter Stickstoffkiglbei -70 °C innerhalb von 30 Minuten
eine Losung aus 0.33 mL Thiophosphorylchlorid und mL abs. THF zugetropft.
Anschliel3end wurde die Reaktionsldsung 90 Minuten-B0 °C gerihrt. Die Suspension
wurde filtriert und das Ldsungsmittel am Rotatiomslampfer entfernt. Das Rohprodukt
wurde durch Séulenchromatographie mit einem Latéingus PE/EE (Gradient: 100 % PE
— PE/EE 2/1) gereinigt. Das Thiophosphorylierunggenz wurde als farbloser Feststoffs
erhalten (296 mg, 43%JR: = 0.86 (PE/EE 2/1); Schmelzp.: 78-81 “El-NMR (400 MHz,
CDCly) ¢ = 7.25 (dd3Js4 = 8.8 Hz, 1H, H-4), 7.05-7.02 (m, 1H, H-6), 6.97 Y3 4 = 8.8 Hz,
1H, H-3), 5.46-5.30 (m, 2H, H-7) ppriC-NMR (101 MHz, CDGJ) & = 131.0 (C-2); 130.5
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(C-1), 125.1 (C-6), 121.1 (C-4), 120.1 (C-3), 6&d3°Jc.p = 10.7 Hz, C-7) ppm>P-NMR
(162 MHz, CDC}) 6 = 51.4 ppm.

Es wurden 100 mg (552 mmol) Allgl-D-mannopyranosidl in 5 mL abs. Pyridin und 5 mL
abs. DMF gel6st. Die Loésung wurde auf -50 °C gekuahd unter Rihren innerhalb von 60
Minuten eine L6sung aus 105 mg (440 mmol) Thiophosgierungsreagenz in 6 mL abs.
THF langsam zugetropft. AnschlieRend wurde die bgsfiir 4 Stunden bei -40 °C geruhrt.
Es konnte kein Produkt isoliert werden.

Allyl-6- O-tosyl-a-D-mannopyranosid (4):

TosO OH
HO 0
HO

0L~

Es wurden 2.00 g (9.08 mmol) Allgl-D-mannopyranosidlj in 40 mL abs. Pyridin geldst,
und unter Eiskiihlung eine Losung aus 2.11 g (1Irbhp-Toluolsulfonsaurechlorid und 20
mL abs. Pyridin langsam zugetropft. Die Losung veuitber Nacht bei Raumtemperatur
gerihrt und anschlieBend das Ldsungsmittel bei welentem Druck entfernt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kiesalgt dem Laufmittel DCM/MeOH
(9/1) gereinigt. Verbindung wurde als gelblicher Sirup erhalten. (1.89 g, 58@a)H2.0sS
(374.41 g/mol) R = 0.61 (DCM/MeOH, 5/1){a]® 9.5° ¢ = 1.0, CHCY); 'H-NMR (400
MHz, MeOD) 6 = 7.80 (d,*Jharom = 6.7 Hz, 2H, Hion); 7.43 (d,3Jarom = 6.7 Hz, 2H, Hom),
5.90 (dddd, 1H, H-g), 5.28 (dd. Jaiyi, trans = 17.3 Hz, 1H, H-34), 5.15 (dd,*Jauy, cis = 10.8
Hz, 1H, H-3ay), 4.77 (d, 1H3J;, = 1.6 Hz, H-1), 4.21 (dd, 1 HJo.chz2 = 13.0 Hz *Jo-chz-ch

= 5.1 Hz, O-®,), 3.91 (dd, 1H, H-2); 3.80 (dd, 1H, H-3), 3.72.68(m, 2H, H-6), 3.52 (dd,
1H,3J54 = 9.8 Hz2J45 = 9.5 Hz, H-4), 3.19 (m, 1H, H-5) ppffC-NMR (101 MHz, MeOD)
0 = 135.5 (€H Allyl), 117.3 (=CH; Allyl), 100.8 (C-1), 74.7 (C-5), 72.6 (C-3), 72(2-2),
68.6 (C-4), 64.8 (A=Hy), 62.9 (C-6) ppm.
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Allyl-6-desoxy-6-thio-a-D-mannopyranosid-6-phosphat (5):

Ansatz A) Zu einer wassrigen Losung (30 mL) vonsP&S (290 mg, 1.61 mmol) wurde
Verbindung4 (596 mg, 1.59 mmol) gegeben. Diese Losung wurdérim Natronlauge auf
pH 10.3 eingestellt und fir 48 Stunde bei Raumteatpe gertihrt. Das Losungsmittel wurde
durch Lyophilisation und das nicht umgesetzte Edlukth Filtration Gber Kieselgel mit dem
Laufmittel DCM / MeOH (5:1) entfernt. Das Rohprodlwkurde anschlie3end mit Wasser aus
dem Kieselgel gelost und an Biogel gereinigt. Esdew287 mg eines 3:2 Produktgemisches
aus Verbindung und 12 erhalten. Eine konventionelle chromatographischeniiung des
Gemisches war nicht méglich.

Ansatz B) Zu einer L6sung von Verbindudg400 mg, 1.07 mmol) in DMF (10 mL) und
Wasser (10 mL) wurde NRGO;S (290 mg, 1.61 mmol) gegeben, und das GemischNieint
bei 60 °C geriihrt. Nach Entfernung des Losungshitteirde vom Rohprodukt eiffP-
NMR-Spektrum aufgenommen. Nach Analyse des Spektrumrde auf eine Reinigung
wegen zu geringen Umsatzes verzichtet.

Ansatz C) Zu einer Lésung von Verbindu#@400 mg, 1.07 mmol) in DMSO (10 mL) und
Wasser (10 mL) wurde NBGsS (290 mg, 1.61 mmol) gegeben und das GemischNideint
bei 60 °C geriihrt. Nach Entfernung des Losungshitteirde vom Rohprodukt eiffP-
NMR-Spektrum aufgenommen. Nach Analyse des Spektrumrde auf eine Reinigung
wegen zu geringen Umsatzes verzichtet.

Ansatz D) Verbindungl7 (200 mg, 452 umol) wurde in trockenem Methanol miiter
katalytischen Menge Kaliumcarbonat gel6ést und fiBt@nden bei Raumtemperatur geruhrt.
Nach vollstandigem Umsatz des Eduktes (DC-Kontrolghylacetat) wurde Ansatz
neuralisiert und konzentriert. Das Rohprodukt wuadeBiogel gereinigt. Die Verbindurty
wurde als hygroskopischer, farbloser Feststoffleghg135 mg, 95%).of]p>°= -5.5° € = 1.0

in H,0); 'H-NMR (500 MHz, BO) d = 5.95 (dddd, 2Joansaicis = 10.5, 2Jzai zaitrans= 16.9
Hz, 1H, H-2u), 5.30 (d,’J2an3allrans= 16.9 Hz, 1H, H-3a), 5.24 (d, Jsaizaicis = 10.5 Hz,
1H, H-3ky), 4.86 (d,%J;,= 1.2 Hz, 1H, H-1), 4.19 (dd1apan = 12.8,J1a12a1= 5.4 Hz, 1H,
H-lay), 4.10 — 4.07 (m, 1H, H-1h, 3.95-3.90 (m, 3H, H-2, H-6a,b), 3.83-3.74 (m,, 2H3,
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H-4), 3.69 (m, 1H, H-5) ppm-*C-NMR (126 MHz, BO) = 135.1 (C-2), 120.2 (C-3)),

97.9 (C-1), 70.9 (C-5), 70.6 (C-2), 70.3 (C-3),50C-1), 65.2 (C-4), 35.6 (C-6)'P-NMR

(202 MHz, BO) 6 = 47.5 ppm; MALDI-TOF: m/z berechnet fir ¢H;70sPS: 316.03,
gefunden 315.3M-H]".

Allyl-6- S-acetyl-6-desoxy-6-thioa-D-mannopyranosid (6):

Ansatz A) Zu einer Losung aus Verbinduadg512 mg, 1.36 mmol) in 10 mL abs. DMF
wurde Kaliumthioacetat (780 mg, 6.83 mmol) gegelneth der Reaktionsansatz wurde fir 12
Stunden bei 60 °C gerihrt. DC-Kontrolle (DCM/MeObi1) des Reaktionsansatzes zeigte
keine Umsetzung. Deshalb wurde nochmals Kaliumdatd (780 mg, 6.83 mmol)
zugegeben und weitere 24 Stunden bei 60 °C gerilath erneuter DC-Kontrolle wurde
wiederum keine Umsetzung detektiert. Die Reaktioarde abgebrochen und nach der
Reinigung konnte die Verbindurigzurtick gewonnen werden.

Ansatz B) Unter Argonatmosphare wurde DIAD (4.45,182.5 mmol) tropfenweise bei 0 °C
zu einer Losung von Triphenylphosphin (5.89 g, 28rGol) in abs. THF (30 mL) gegeben.
Allyl-mannosid1 (4.12 g, 18.7 mmol) und Thioessigséaure (1.61 nf.52nmol) wurden in
abs. THF (30 mL) supendiert und anschliel3end b&C On die obenbeschriebene Ldosung
getropft. Dieser Reaktionsansatz wurde Uber Nackt BRaumtemperatur geruhrt.
Vollstandiger Umsatz des Edukts wurde durch DC (DKBOH, 5/1) detektiert. Das
Reaktionsgemisch wurde bei vermindertem Druck kotrext und das Rohprodukt
saulenchromatographisch an Kieselgel mit dem LatglmDCM/MeOH (9/1) gereinigt.
Verbindung4 wurde als farbloses Ol erhalten. (5.20 g, 48%)H&OeS (278.32 g/mol)R; =
0.53 (DCM/MeOH, 5/1){a]® + 85.0° ¢ = 1.0, CHC}), 'H-NMR (400 MHz, MeOD) 6 =
5.92 (m, 1H, H-2), 5.28 (dd,*Jraizaitans= 17.2, *Jiansan = 1.3 Hz, 1H, H-3g), 5.18 (d,
3Jallzallcis = 10.3 Hz, 1H, H-3R), 4.72 (d,°)2 = 1.1, 1H, H-1), 4.18 (dfJiapar = 12.9,
3J1ai 201 = 4.9 Hz, 1H, H-1a), 3.97 (ddJ1apar= 12.9,%d1a12a1 = 5.9 Hz, 1H, H-1f), 3.79 (d,
31,=1.1, 1H, H-2), 3.71-3.41 (m, 4H, H-3, H-4, H-5, 14)62.93 (dd?Jsap= 13.4,%J56, =
8.4 Hz, 1H, H-6b), 2.33 (s, 3H, SOC@Hpm; *C-NMR (101 MHz, MeOD)s = 197.2
(CSOCH), 135.3 (C-ai), 117.5 (C-3), 100.7 (C-1), 73.2, 72.4, 72.1, 71.9 (C-2,3,408.8
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(C-14), 32.2 (C-6), 30.4 (CKCSO) ppm; MALDI-TOF: m/z berechnet fir GH1g06S:
278.08, gefunden 301.M[Na]".

Allyl-6- O-tert-butyldimethylsilyl- a-D-mannopyranosid (7):

TBDMSO—, OH
HO O
HO

O

Zu einer LOsung aus Verbindurig(2.97 g, 13.5 mmol) in abs. Pyridin (40 mL) wurde
TBDMSCI (2.57 mL, 14.8 mmol) bei 0 °C gegeben ued Reaktionsansatz nach Erwarmen
auf Raumtemperatur Uber Nacht gerthrt. Nach DC-tiet (DCM/MeOH, 5:1) wurde das
Losungsmittel bei vermindertem Druck entfernt, dashprodukt in DCM (100 mL)
aufgenommen und mitx HCI (2 x 100 mL) sowie ges. NaHGQo6sung (100 mL) und ges.
NaCl-Loésung (100 mL) gewaschen. Nach Evaporatios #ésungsmittels wurde das
Rohprodukt séaulenchromatographisch an Kieselgeldam Laufmittel DCM/MeOH (9/1)
gereinigt. Die Verbindung@ wurde als farbloses Ol erhalten (3.46 g, 76%). dink NMR-
Charakterisierung wurde verzichtet und die Verbmgldirekt zur Synthese von Verbindung
8 verwendet. GH3006Si (334.48 g/mol)R: = 0.76 (DCM/MeOH, 5/1); MALDI-TOFm/z
berechnet fiir GH3006Si: 334.18, gefunden 357.R1FNa]’.

Allyl-2,3,4-tri- O-acetyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl- a-D-mannopyranosid (8):

TBDMSO—, OAc
AcO O
AcO

O

Die Verbindung7 (3.46 g, 10.3 mmol) wurde nach AAV-1 acetylierie[Reinigung erfolgte
an Kieselgel mit dem Laufmittel PE-EE (3:1). Dierbimdung8 wurde als farbloses Ol
erhalten (4.55 g, 96%).,8H3500Si (460.59 g/mol),R; = 0.36 (Petroleum/EtOAc 2:1)¢]p*°
=+ 44.6° € = 1.5 in CHC}); *H-NMR (400 MHz, CDC}) d= 5.89 (dddd3Jzay 3aicis= 10.4,
3Joanzaiwans= 17.4 Hz, 1H), 5.37 (ddJoan sancis= 10.4 Hz, 1H, H-3a), 5.33-5.18 (m, 4H, H-
2, H-3, H-4, H-3ly), 4.83 (d,3J,, = 0.8 Hz, 1H, H-1), 4.19 (ddJ1apar, = 12.8,3J1a12a1 = 5.1
Hz, 1H, H-1ay), 4.00 (dd 214 par, = 12.8,J1an2a1 = 6.2 Hz, 1H, H-1k), 3.83 (ddd>Js 6. =
2.7,%356p= 5.0,%J34 = 9.4 Hz, 1H, H-5), 3.76-3.61 (m, 2H, H-6a,b), 2.$23H, CHCOO),
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2.02 (s, 3H, CHCOO), 1.98 (s, 3H, C¥OO), 0.90 (s, 9H, (CkkCSIi), 0.05 (s, 6H,
(CH3)2Si) ppm;**C-NMR (101 MHz, CDCJ) 6= 170.1 (OOCCH), 170.0 (OOCCH), 169.6
(OOCCHp), 133.2 (C-2i), 118.0 (C-3), 96.2 (C-1), 71.4, 69.8, 69.4, 68.1 (C-2,3,46H).7
(C-1a1), 62.3 (C-6), 25.8 ((CHCSi), 20.9 (CHCOO), 20.8 (CHCOO), 20.7 (CHCOO), -
5.3 ((CH),.Si) ppm; MALDI-TOF: m/z berechnet fur gH360:Si: 460.21, gefunden 483.7
[M+Na]".

Allyl-2,3,4-tri- O-acetyl-a-D-mannopyranosid (9):

HO OAc
AcO 0
AcO

O~

Unter Argonatmospare wurde zu einer Losung ausiNeung8 (1.14 g, 2.48 mmol) in abs.
THF (20 mL) Eisessig (710 pL, 12.4 mmol) bei 0 °€ggben und der Reaktionsansatz auf
Raumtemperatur erwéarmt. Nach Zugabe eingrlibsung von TBAF in THF (2.97 mL, 2.97
mmol) wurde das Reaktionsgemisch tber Nacht gerttath DC-Kontrolle (PE/EE, 1:1)
wurde zum Reaktionsansatz ges. NaCl-Losung (100gabgeben und die wassrige Phase mit
Ethylacetat (4 x 100 mL) extrahiert. Die vereinigterganischen Phasen wurden bei
vermindertem Druck evaporiert und das Rohproduktesgchromatographisch an Kieselgel
mit dem Laufmittel PE/EE (1/1) gereinigt. Die Vardiung9 wurde als gelbliches Ol erhalten
(704 mg, 82%). GH2:0¢ (346.33 g/mol) R = 0.26 (Petroleum/EtOAc 1:1)o]p?° = + 52.1°

(c = 1.0 in CHCY); *H-NMR (500 MHz, CDC}) J = 5.88 (dddd>Jzay saicis = 10.1, 31 3a1-
wans= 17.1 Hz, 1H, H-2), 5.42 (dd*Js4 = 10.1,3), 5= 3.5 Hz, 1H, H-3), 5.33-5.20 (m, 4H,
H-2, H-4, H-3ay, H-3hy), 4.87 (d,°J12 = 1.3 Hz, 1H, H-1), 4.18 (dd)1apar, = 12.8,%J1a1 2a
=5.2 Hz, 1H, H-1g), 4.02 (dd2J1apar, = 12.8,3J1a12a1= 6.2 Hz, 1H, H-1k)), 3.79 (ddd31, 5
=10.1,%356= 4.1,%J56a= 2.2 Hz, 1H, H-5), 3.70 (ddJsap= 12.7,3J56a= 2.2 Hz, 1H, H-6a),
3.61 (dd,%Jsap = 12.7,%J56p = 4.1 Hz, 1H, H-6b), 2.13 (s, 3H, GEOO), 2.08, (s, 3H,
CHsCOO), 1.99 (s, 3H, C¥OO0) ppm:**C-NMR (126 MHz, CDCJ) 5= 170.8 (OOCCH),
170.0 (OOCCH), 169.8 (OOCCH3), 132.9 (Cg3, 118.2 (C-3)), 96.6 (C-1), 70.6 (C-5),
69.6, 66.4 (C-2, C-4), 68.8 (C-3), 68.5 (&y161.2 (C-6), 20.8 (CCOO0O), 20.7 (CHCOO),
20.6 (CHCOO) ppm; MALDI-TOF: m/z berechnet fur gH»,09: 346.13, gefunden 368.9
[M+Na]".
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Allyl-2,3,4-tri- O-acetyl-a-D-mannopyranosid-6-phosphat (10):

Zu einer Losung von Verbindur@ (600 mg, 1.73 mmol) undl-Ethylmorpholin (240 pL,
1.90 mmol) in trockenem Dichlormethan (4 mL) wutdegsam POGI(168 pL, 1.80 mmol)
zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde bei Raumgeatyr Uber Nacht gerthrt. Nach
Konzentration (halbes L&sungsmittelvolumen) wurde &uckstand mit Hexan (10 mL)
verdunnt und bei 0 °C fur 10 Minuten gerthrt. Daedérschlag wurde abfiltriert und das
Filtrat bei vermindertem Druck konzentriert. DerdRgtand wurde mit Dichlormethan (20
mL), verdUnnter Eiswasser-HCI-Losung (0.4%, 20 mh)l Wasser (20 mL) gewaschen. Die
organische Phase wurde bei vermindertem Druck kdriee und der erhaltene
Chlorphosphatester durch dreimaliges Konzentriem&h Wasser (100 mL) bei 40 °C
hydrolysiert. Das Rohprodukt wurde saulenchromapigisch an Kieselgel mit dem
Laufmittel Ethylacetat gereinigt. Die Verbindud@ wurde als gelbliches Ol erhalten (494
mg, 67%). GsH230:1.P (426.31 g/mol)R = 0.52 (EtOAc); §]p?° = + 18.2° € = 1.0 in
CHCL); *H-NMR (400 MHz, DMSO-@) d = 5.91 (dddd 33z 3aicis = 10.5, *Joa saitrans =
17.4 Hz, 1H, H-2), 5.29 (dd 3J2ai 3aitrans= 17.4 Hz, 1H, H-3a), 5.22 (dd 2241 3aicis= 10.5
Hz, 1H, H-3ky), 5.15-5.10 (m, 2H, H-2, H-3), 5.05 (dWs 4= 9.7,°J45= 9.7 Hz, 1H, H-4),
4.86 (d,2J1,= 1.3 Hz, 1H, H-1), 4.40 — 4.16 (m, 4H, H-5, H-6a&blay), 3.99 (dd?J1a par =
12.8,%31a12a1= 5.8 Hz, 1H, H-1k)), 2.10 (s, 3H, CECOO), 2.01 (s, 3H, C¥C0O0), 1.93 (s,
3H, CHCOO) ppm; *C-NMR (101 MHz, DMSO-¢) = 171.3 (OOCCH), 171.1
(OOCCH), 170.6 (OOCCH), 132.2 (C-2i), 115.4 (C-3y), 99.6 (C-1), 71.9 (dlcp = 3.2
Hz, C-5), 71.3, 70.7 (C-2, C-3), 69.4 (C-4), 68® 1), 65.6 (d,*Jcp = 5.6 Hz, C-6), 20.7
(CHsCOO), 20.6 (CHCOO), 20.3 (CHCOO) ppm;**P-NMR (162 MHz, DMSO-g) = 2.7
ppm; MALDI-TOF: m/zberechnet fur H2901,P: 426.09, gefunden 424 .M4{H]".
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Allyl-2,3,4-tri- O-acetyl-a-D-mannopyranosid-6-thiophosphat (11):

HO™'\

(0] OAc
AcO O
AcO

(OGN

Gemal der Synthese von Verbinddigwurde die Verbindung (255 mg, 735 pmol) mix-
Ethylmorpholin (100 pL, 806 pmol) und PSC(78 pL, 765 umol) in trockenem
Dichlormethan (2 mL) langsam zur Reaktion gebraddach Reinigung wurde die
Verbindungl1 als gelbliches Ol erhalten (234 mg, 72%)sH3301:PS (442.37 g/mol)R; =
0.55 (EtOAc):; fi]p° = - 10.5° € = 1.0 in CHC}); *H-NMR (400 MHz, DMSO-¢) 5= 5.94
(dddd,*Joanzai-cis = 10.3,Janzalkurans= 17.3 Hz, 1H, H-2)), 5.30 (dd,*Joaizalktrans= 17.3 Hz,
1H, H-3ay), 5.20 (ddJoansancis = 10.3 Hz, 1H, H-3k), 5.14-5.10 (m, 2H, H-2, H-3), 5.00
(dd, 3J34= 9.8,%3,5= 9.8 Hz, 1H, H-4), 4.86 (d)1» = 1.3 Hz, 1H, H-1), 4.18 (ddJ1apar, =
12.8, %3101 2a1= 4.8 Hz, 1H, H-1a), 3.99 (ddJiapan = 12.8,%J1a12a1= 5.8 Hz, 1H, H-1ky),
3.95-3.86 (m, 1H, H-5), 3.84-3.72 (m, 2H, H-6a,8)10 (s, 3H, CHCOO), 2.01 (s, 3H,
CHsCOO), 1.93 (s, 3H, C4#£00) ppm; *C-NMR (101 MHz, DMSO-g) J = 169.6
(OOCCH), 169.5 (OOCCH), 169.3 (OOCCH), 133.7 (C-2), 117.6 (C-3)), 95.6 (C-1),
69.5 (d,"Jc.p = 9.2 Hz, C-5), 68.8, 68.7 (C-2, C-3), 67.3 (£)166.01 (C-4), 63.6 (FJc.p =
23.5 Hz, C-6), 20.6 (C¥0O0), 20.5 (CHCOO), 20.3 (CHCOO) ppm:*!P-NMR (162 MHz,
DMSO-as;) 6 = 18.6 ppm; MALDI-TOF:m/z berechnet fur GH29011PS: 442.07, gefunden
441.3 M-H].

Allyl- a-D-mannopyranosid-6-phosphat (12):

Gemal der Synthese von VerbindungAnsatz D) wurde die Verbindur@ (150 mg, 352
pmol) in Methanol mit einer katalytischen Mange iKalcarbonat zur Reaktion gebracht.

Nach Reinigung wurde die Verbindudg als hygroskopischer, amorpher Feststoff erhalten
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(101 mg, 95%). 6H1704P (300.20 g/mol),d]p°= + 36.0° € = 2.0 in HO); *H-NMR (500

MHz, D,O) d = 5.95 (dddd3Jsai zaicis = 10.4, *Joanzauans= 17.2 Hz, 1H, H-2), 5.33 (d,
3 Joaizatwans= 17.2 Hz, 1H, H-3a), 5.25 (d, 2Jzai3aicis = 10.4 Hz, 1H, H-3k), 4.88 (d,)1»

= 1.0 Hz, 1H, H-1), 4.21 (dd1apar, = 12.8,%J1a12a0= 5.4 Hz, 1H, H-1g), 4.17 — 4.10 (m,
2H, H-6a,b), 4.05 (dfJ1apan = 12.8,331a12a1= 5.8 Hz, 1H, H-1ky), 3.92 (dd, 1H3J,, = 1.0,

33,3= 3.1 Hz, H-2), 3.78-3.70 (m, 3H, H-3, H-4, H-5) ppi&-NMR (126 MHz, BO) o=

135.7 (C-2y), 121.2 (C-3;), 101.6 (C-1), 74.1 (C-5), 73.9 (C-2), 72.9 (C-3).8 (C-L),

68.7 (C-4), 67.3 (C-6)*'P-NMR (202 MHz, DO) J= 0.7 ppm; MALDI-TOF:m/zberechnet
fir CgH1700P: 300.06, gefunden 298.81{H] .

Allyl- a-D-mannopyranosid-6-thiophosphat (13):

Gemal3 der Synthese von Verbinddh{Ansatz D) wurde die Verbindurtl (150 mg, 339
pmol) in Methanol mit einer katalytischen Mange iKalcarbonat zur Reaktion gebracht.

Nach Reinigung wurde die Verbindud§ als hygroskopischer, amorpher Feststoff erhalten

(105 mg, 98%). 6H170sPS (316.26 g/mol),d]p?° = -5.5° € = 1.0 in HO); *H-NMR (500
MHz, D,0) d= 5.93 (dddd, >Joayzaicis = 10.4, 3oai3aiwans= 17.2 Hz, 1H, H-2), 5.32 (d,
3Joanzaans= 17.2 Hz, 1H, H-3a), 5.24 (d, 3Jzai3aicis = 10.4 Hz, 1H, H-3ky), 4.88 (d3J)12
= 1.3 Hz, 1H, H-1), 4.19 (dd1apan = 12.8,°J1a12a1= 5.4 Hz, 1H, H-1g), 4.10 — 3.98 (m,
3H, H-6a,b, H-1k), 3.92-3.90 (m, 1H, H-2), 3.83-3.74 (m, 2H, H-34H 3.71 (m, 1H, H-5)
ppm; *C-NMR (126 MHz, RO) J = 135.9 (C-2), 120.2 (C-3), 98.2 (C-1), 71.3 (C-5),
70.8 (C-2), 70.3 (C-3), 69.4 (Gq), 65.2 (C-4), 64.4 (C-6)'P-NMR (202 MHz, RO) 5=
17.1 ppm; MALDI-TOF:m/zberechnet fur ¢H,/0sPS: 316.03, gefunden 315MH]".
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Allyl-6- S-tert-butyldimethylsilyl-6-desoxy-6-thio-a-D-mannopyranosid (14):

TBDMSS—. OH
HO O
HO

O

Unter Argonatmosphare wurde die Verbindurty (577, 2.07 mmol) in entgaster
methanolischer Natriumethanolat-Lésung (112 mg7 2adnol, 10 mL) geldst und Gber Nacht
bei Raumtemperatur gerthrt. Unter Inertgas-Bediggnnwurde das LGsungsmittel bei
vermindertem Druck entfernt und der Rickstand s &yridin (20 mL) aufgenommen. Bei O
°C wurde TBDMSCI (900 pL, 5.18 mmol) zugegeben, Reaktionsansatz Gber Nacht bei
Raumtemperatur gerihrt. Nach DC-Kontrolle (DCM/Me(34l) wurde das Lésungsmittel
bei vermindertem Druck entfernt, das Rohprodukb®M (100 mL) aufgenommen und mit
1 m HCI (2 x 100 mL) sowie ges. NaHGQ6sung (100 mL) und ges. NaCl-Losung (100
mL) gewaschen. Nach Evaporation des Losungsmittelsie das Rohprodukt direkt zur
Synthese von Verbindurip eingesetzt. GH300sSSi (350.55 g/mol).

Allyl-2,3,4-tri- O-acetyl-6-S-tert-butyldimethylsilyl-6-desoxy-6-thio-a-D-mannopyranosid
(15):

TBDMSS OAc
o2
CRZEN
Die Verbindungl14 (480 mg, 1.38 mmol) wurde nach AAV-1 acetyliertie(Reinigung
erfolgte an Kieselgel mit dem Laufmittel PE-EE (3ie Verbindundl5 wurde als farbloses
Ol erhalten (640 mg, 97%).,@360sSSi (476.66 g/mol)R; = 0.40 (Petroleum/EtOAc 2:1);
[a]p®°= + 12.4° ¢ = 1.0 in CHCH); *H-NMR (400 MHz, CDC}) = 5.83 (dddd>J;aay 2a1 =
5.2,%J10an.2a1= 6.2, °J2ai 3allcis= 10.4,%J2a 3alrans= 17.2 Hz, 1H, H-2)), 5.24 (dd;J2a1 3al-trans
= 17.2 Hz, 1H, H-3a), 5.17 (dd 2Ja1 3a1cis = 10.4 Hz, 1H, H-3k), 5.07-4.97 (m, 2H, H-2,
H-4), 4.69 (d3J., = 1.5 Hz, 1H, H-1), 4.12 (ddfJrapar = 12.9,J1aa12a1 = 5.2 Hz, 1H, H-
lay), 4.03 (dd,2Jy3= 3.6,%J34 = 9.3 Hz, 1H, H-3), 3.92 (ddJ1apan= 12.9,J10a12a1 = 6.2
Hz, 1H, H-1ky), 3.68 (ddd Js6a= 2.6,J56p = 8.7,%) = %33, = 9.8 Hz, 1H, H-5), 3.23 (dd,
2Jsapn= 14.1,3J5 6a= 2.6 Hz, 1H, H-6a), 2.85 (ddJsap= 14.1,%Js5 6= 8.7 Hz, 1H, H-6b), 2.29
(s, 3H, CHCOO), 2.09 (s, 3H, C4€00), 2.07 (s, 3H, C4#€OO0), 0.77 (s, 9H, (CHCSI),
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0.01 (s, 6H, (CH,Si) ppm; *C-NMR (101 MHz, CDGJ) & = 170.1 (OOCCH), 170.0
(OOCCH), 169.8 (OOCCH), 135.6 (C-2y), 117.9 (C-3)), 97.9 (C-1), 71.4, 69.8, 69.4, 68.1
(C-2,3,4,5), 66.7 (C=}), 30.7 (C-6), 25.8 ((CE;CSi), 20.9 (CHCOO), 20.8 (CHCOO),
20.7 (CHCOO0), -5.3 ((CH).Si) ppm.

Allyl-2,3,4-tri- O-acetyl-6-desoxy-6-thioa-D-mannopyranosid (16):

HS— OAc
AcO O
AcO

O

Gemal der Synthese von Verbindhgvurde die Verbindund5 (500 mg, 1.05 mmol) in
abs. THF (10 mL) mit Eisessig (310 uL, 5.42 mmat)urv TBAF in THF (1.20 mL, 1.20
mmol) zur Reaktion gebracht. Die Verbindud® wurde als gelblicher Sirup erhalten
(322mg, 85%)R; = 0.34 (Petroleum/EtOAC 1:1);16H2,05S (362.40 g/mol),d]p?° = + 2.4°
(c = 1.0 in CHC}); *H-NMR (500 MHz, CDC}) = 5.82 (dddd>Jzay 3aicis = 10.1, 3Jza1 3a1-
wans= 17.1 Hz, 1H, H-2), 5.45 (ddJs4 = 10.1,3), 5= 3.4 Hz, 1H, H-3), 5.33-5.20 (m, 4H,
H-2, H-4, H-3ay, H-3hy), 4.82 (d,*J1,= 1.3 Hz, 1H, H-1), 4.18 (ddJ1apar = 12.8,%31a1.2a1
=5.2 Hz, 1H, H-1g), 4.02 (dd2J1apar, = 12.8,3J1a12a1= 6.2 Hz, 1H, H-1k)), 3.76 (ddd31s 5
=9.6,%J56p= 5.6,%J56a= 2.2 Hz, 1H, H-5), 3.70 (ddJsap= 12.7,%J56a= 2.2 Hz, 1H, H-6a),
3.61 (dd,%Jsap = 12.7,%J56p = 4.1 Hz, 1H, H-6b), 2.13 (s, 3H, GEOO), 2.08, (s, 3H,
CHsCOO), 1.99 (s, 3H, C¥0O0) ppm;**C-NMR (126 MHz, CDCJ) o= 170.8 (OOCCH),
170.0 (OOCCH), 169.8 (OOCCHS3), 134.9 (Cs2, 117.7 (C-3y), 96.6 (C-1), 70.6, 69.6, 66.4
(C-2, C-4, C-5), 68.8 (C-3), 68.5 (G}, 32.3 (C-6), 20.8 (CKCOO), 20.7 (CHCOO), 20.6
(CHsCOO) ppm; MALDI-TOF: m/z berechnet fiur H2:,0sS: 362.10, gefunden 386.1
[M+Na]".
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Allyl-2,3,4-tri- O-acetyl-6-desoxy-6-thioa-D-mannopyranosid-6-phosphat (17):

In Analogie zur Synthese von Verbindubh@ wurde die Verbindund6 (255 mg, 735 umol)
mit N-Ethylmorpholin (100 pL, 806 pmol) und PQQlF8 pL, 765 pmol) in trockenem
Dichlormethan (2 mL) langsam zur Reaktion gebraddach Reinigung wurde die
Verbindung17 als gelbliches Ol erhalten (234 mg, 72%)sH3:01:PS (442.38 g/mol) R =
0.55 (EtOAC); fi]p*° = - 10.5° ¢ = 1.0 in CHC}); 'H-NMR (400 MHz, DMSO-¢) = 5.94
(dddd,*Joanzai-cis = 10.3,Janzalkurans= 17.3 Hz, 1H, H-2)), 5.30 (dd,*Joaizalktrans= 17.3 Hz,
1H, H-3ay), 5.20 (ddJoansancis = 10.3 Hz, 1H, H-3k), 5.14-5.10 (m, 2H, H-2, H-3), 5.00
(dd, 3J34= 9.8,%J,5= 9.8 Hz, 1H, H-4), 4.86 (d)1»= 1.3 Hz, 1H, H-1), 4.18 (ddJ1apan, =
12.8, %3101 2a1= 4.8 Hz, 1H, H-1a), 3.99 (ddJiapan = 12.8,%J1a12a1= 5.8 Hz, 1H, H-1ky),
3.95-3.86 (m, 1H, H-5), 3.84-3.72 (m, 2H, H-6a,B)10 (s, 3H, CHCOO), 2.01 (s, 3H,
CHsCOO), 1.93 (s, 3H, C4#£00) ppm; *C-NMR (101 MHz, DMSO-g) J = 169.6
(OOCCH), 169.5 (OOCCH), 169.3 (OOCCH), 133.7 (C-2), 117.6 (C-3)), 95.6 (C-1),
69.5 (d,*Jc.p = 9.2 Hz, C-5), 68.8, 68.7 (C-2, C-3), 67.3 (§)166.0 (C-4), 42.6 (XJc.p =
23.5 Hz, C-6), 20.6 (C¥0O0), 20.5 (CHCOO), 20.3 (CHCOO) ppm:*!P-NMR (162 MHz,
DMSO-as;) d = 51.6 ppm; MALDI-TOF:m/z berechnet fur GH»d011PS: 442.07, gefunden
441.3 M-H].

3-(2-Aminoethylthio)propyl-6-desoxy-6-thio-a-D-mannopyranosid-6-phosphat (18):

W
_R-OH
Ho R ©

S— OH
HO 0
HO

O\/\/S\/\NH2

Die Verbindung5 (120 mg, 379 pmol) wurde mit Cystamin-hydrochlo(@b61 mg, 7.58
mmol) in entgastem Wasser (5 mL) gel6st. Das Rea&tjemisch wurde fir drei Stunden mit
einer UV-Lampe bestrahlt. Anschliessend wurde disung lyophilisiert und das Rohprodukt

an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigie Verbindung 18 wurde als
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hygroskopischer, gelblicher, mit Startmaterial veainigter Feststoff erhalten (179 mg, 72%
Verbindungl8). Die Ausbeute wurde durch Integration der Signale H-2y-Startmaterial
und H-Rinke-Produkt im *H-NMR-Spektrum bestimmt. GH,.NOsPS (393.42 g/mol),
MALDI-TOF: m/zberechnet fiir GH,4/NOgPS: 393.07, gefunden 416.81FNa]".

3-(2-Aminoethylthio)propyl- a-D-mannopyranosid-6-phosphat (19):

O\/\/S\/\NH2

Die Verbindung12 (85 mg, 283 pumol) wurde mit Cystamin-hydrochlo(@44mg, 5.66
mmol) in entgastem Wasser (5 mL) gel6st. Das Rea&tjemisch wurde fir drei Stunden mit
einer UV-Lampe bestrahlt. Anschliessend wurde disung lyophilisiert und das Rohprodukt
an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigie Verbindung 19 wurde als
hygroskopischer, gelblicher, mit Startmaterial veainigter Feststoff erhalten (113 mg, 75%
Verbindungl9). Die Ausbeute wurde durch Integration der Signale H-2yy-Startmaterial
und H-2inker-Produkt im *H-NMR-Spektrum bestimmt. GH2NOPS (377.35 g/mol),
MALDI-TOF: m/zberechnet fiir GH,4JNOgPS: 377.09, gefunden 400.81fFNa]".

3-(2-Aminoethylthio)propyl- a-p-mannopyranosid-6-thiophosphat (20):

W

R-OH
7\
HO O OH
HO O
HO
O\/\/S\/\NH2

Die Verbindung13 (65 mg, 205 pmol) wurde mit Cystamin-hydrochlo(#70 mg, 4.11
mmol) in entgastem Wasser (5 mL) gel6st. Das Rea&tjemisch wurde fir drei Stunden mit
einer UV-Lampe bestrahlt. Anschliessend wurde disung lyophilisiert und das Rohprodukt
an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigie Verbindung 20 wurde als
hygroskopischer, gelblicher, mit Startmaterial veainigter Feststoff erhalten (94 mg, 69%
Verbindung20). Die Ausbeute wurde durch Integration der Signale H-2yy-Startmaterial
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und H-2iner-Produkt im *H-NMR-Spektrum bestimmt. GH..NOsPS (393.42 g/mol),
MALDI-TOF: m/zberechnet fiir GH2sNOgPS: 393.07, gefunden 416.Mf-Na]J".

Allyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glucopyranosid (23):

Die Reaktion wurde nach AAV-2 mii-Glucose2l (5.00 g, 27.8 mmol) durchgefuhrt. Die
Produkte23a und 233 wurden als farblose Feststoffe erhalt2Bo( 3.88 g, 36%233: 2.70 g,
25%). G7H24010 (388.37 g/mol), Daten fiBf3: R = 0.42 (Petroleum/EtOAc 1:1); Schmelzp.:
88°C; [0]p?°= - 21.0° € = 1.0 in CHCH); *H-NMR (500 MHz, CDC}) d= 5.90-5.74 (m, 1H,
H-2a1), 5.45 (dd3J, 3= 9.7,%334=9.7 Hz, 1H, H-3), 5.26 (dd)a 3a1 rans= 17.1 Hz, 1H, H-
3au), 5.17 (dd*Jza 341 cis= 10.6 Hz, H-3k), 5.05 (d,*J; 2 = 3.9 Hz, 1H, H-1), 5.01 (ddJz4
=9.7,%0,5=9.9, 1H, H-4), 4.83 (ddJ,» = 3.9,%3,5= 9.7 Hz, 1H, H-2), 4.20 (ddJsaep=
12.3,%J56a= 4.5 Hz, 1H, H-6a), 4.17-4.11 (m, 1H, Hal)a4.03 (dd2Jsaco= 12.3,°Js56p= 2.3
Hz, 1H, H-6b), 4.01-3.94 (m, 2H, H-5, H-1p 2.04 (s, 3H, K, 2.01 (s, 3H, &), 1.97 (s,
3H, Hy), 1.95 (s, 3H, ) ppm; *C-NMR (126 MHz, CDG)) o= 170.4 (CHCO), 169.9
(CHsCO), 169.8 (CHCO), 169.4 (CHCO), 132.9 (C-2), 117.9 (C-3)), 94.7 (C-1), 70.6 (C-
3), 70.0 (C-4), 68.6 (Cal), 68.4 (C-2), 67.2 (C-5), 61.7 (C-6), 20BH3CO), 20.5-20.4 (3 x
CH3CO) ppm; MALDI-TOF:m/zberechnet fiir GH.4010: 388.14, gefunden 411.®If-Na]J'.

Allyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D>-mannopyranosid (24):

AcO OAc

AcO o/\/

Die Reaktion wurde nach AAV-2 mii-Mannose22 (5.00 g, 27.8 mmol) durchgeftuhrt. Die
Produkte24a und 24B wurden als farblose Feststoffe erhaltedo( 3.67 g, 34%24p3: 2.27 g,
21%). G7H24010 (388.37 g/mol), Daten fuR4a: Ry = 0.36 (Petroleum/EtOAc 1:1);
Schmelzp.: 99 °C;of|p?°= + 48.7° ¢ = 1.0 in CHC}); *H-NMR (500 MHz, CDC}) J=5.90
(dddd,*Jzaansaiicis= 104, *Jaaizalvans 17.2 Hz, 1H, H-2), 5.38 (dd 3,3 = 3.5,°)4= 9.8
Hz, 1H, H-3), 5.32-5.30 (m, 1H, H-3% 5.29 (dd>Js5= 10.1 Hz, 1H, H-4), 5.26 (ddJ), 5=
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3.5 Hz, 1H, H-2), 5.25-5,23 (m, 1H, H-3h 4.29 (dd2Jsaep= 12.2,%J56a = 2.4 Hz 1H, H-
6a), 4.87 (d*J;,= 1.8 Hz, 1H, H-1), 4.19 (m, 1H, H-3& 4.11 (dd2Jsa6p= 12.2,%J56p = 5.3

Hz 1H, H-6b), 4.04 (m, 1H, H-1p, 4.02 (ddd3Js5= 9.8,°J562 = 2.4,°J56p = 5.3 Hz, 1H,
H-5), 2.16 (s, 3H, H), 2.11 (s, 3H, k), 2.04 (s, 3H, &), 2.00 (s, 3H, ) ppm;C-NMR

(126 MHz, CDC4) 6 = 170.7 (CHCO), 170.1 (CHCO), 169.9 (CHCO), 169.8 (CHCO),

132.9 (C-2y), 118.5 (C-3y), 96.6 (C-1), 69.7 (C-2), 69.1 (C-3), 68.7 (§)168.6 (C-5), 66.2
(C-4), 62.5 (C-6), 20.9 QHsCO), 20.8 CHsCO), 20.7CHsCO), 20.5 CHsCO) ppm:;
MALDI-TOF: m/zberechnet fiir GH,40:0: 388.14, gefunden: 411.8fFNa]".

Allyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-galactopyranosid (27):
AcO OAc
=
AcO
A0 o

Die Reaktion wurde nach AAV-2 mit-Galactoseé25 (5.00 g, 27.8 mmol) durchgefihrt. Die
Produkte27a und 273 wurden als farblose Feststoffe erhalt2ra( 4.43 g, 41%27B: 2.27 g,
21%). G7H24010 (388.37 g/mol), Daten fu27B: Rr = 0.36 (Petroleum/EtOAc 1:1);
Schmelzp.: 103 °C; o]p?®® = - 16.9° ¢ = 1.0 in CHCH; H-NMR (500 MHz,
CDCl;) §=5.87-5.85 (m, 1H, H-Q), 5.30-5.38 (m, 2H, H-3, H-4), 5.18-5.29 (m, 3H2HH-
3a,ky), 4.85 (d,2J1, = 9.8 Hz, 1H, H-1); 4.27 (ddJsaeo= 12.2,%J56a= 5.1 Hz, 1H, H-6a);
4.17 (dd,21aai10a1= 12.3,3Jraan 201 = 4.4 Hz 1H, H-1g), 4.06-4.11 (m, 1 H, H5); 3.96-4.04
(m, 2H, H-1ay H-6b); 2.13 (s, 3H, K), 2.08 (s, 3H, &), 2.02 (s, 3H, &) 1.97 (s, 3H, k)
ppm; *C-NMR (126 MHz, CDG)) d= 170.6 (CHCO), 170.0 (CHCO), 169.8 (CHCO),
169.7 (CHCO), 133.5 (C-2); 118.4 (C-3)); 96.5 (C-1), 69.7 (C-2), 69.1 (C-3), 68.7 (@)1
68.6 (C-5), 66.2 (C-4), 62.5 (C6); 21.CH3CO), 20.9 CH3CO), 20.6 CH;CO), 20.4
(CH3CO) ppm; MALDI-TOF: m/z berechnet fur GH240:0. 388.14, gefunden: 411.3
[M+Na]".
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Allyl-2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxyp-galactopyranosid (28):

Die Reaktion wurde nach AAV-2 mit-Glucosamin26 (5.00 g, 22.6 mmol) durchgefuhrt.
Die Produkte28a und 283 wurden als farblose Feststoffe erhalt@8o 2.98 g, 34%;28B:
1.31 g, 15%). &H25NOg (387.38 g/mol), Data fu283: R = 0.12 (Petroleum/EtOAc 1:1);
Schmelzp.: 164 °Ci]p*°= - 17.5° € = 1.0 in CHC}); *H-NMR (500 MHz, CDC}) o= 5.88
(m, 1H, H-2y), 5.25 (dddJaansaivans= 17.0 Hz, 1H, H-3a), 5.20 (dd.*J,5= 10.5,3334=
10.5 Hz, 1H, H-3), 5.15 (dddJsaai 3acis= 10.5 Hz, 1H, H-3g), 4.97 (dd2J; 4= 10.5,%J,5=
10.5 Hz, 1H, H-4), 4.65 (d).,= 8.5 Hz, 1H, H-1), 4.30 (m, 1H, H-3& 4.27 (dd2Jsaeo=
12.3,%J56a= 5.0 Hz, 1H, H-6a), 4.10 (d@Jsaeo= 12.3,3Js6p = 2.5 Hz, 1H, H-6b), 4.05 (m,
1H, H-1hky), 3.86 (dd*J;>= 8.5,3), 3= 10.5 Hz, 1H, H-2), 3.76 (dddJsaeo= 12.3,3J562=
5.0,%J560 = 2.5 Hz, 1H, H-5), 2.05 (s, 3H,a5,1.99 (s, 3H, K, 1.97 (s, 3H, &) ppm;*C-
NMR (126 MHz, CDC}) d=170.6 (CHCO), 170.3 (CHCO), 170.2 (CHCO), 169.1
(CH3CON), 133.4 (C-g), 117.0 (C-4), 99.4 (C-1), 72.1 (C-3), 71.1 (C-5), 69.6 (@)1
68.7 (C-4), 62.0 (C-6), 53.9 (C-2), 22.TH5CON), 20.8 CH3CO), 20.7 CHsCO), 20.6
(CH3CO) ppm; MALDI-TOF: m/z berechnet fur GH,sNOg: 387.15, gefunden: 410.5
[M+Na]".

4,6-O-Acetoxonium-1,2,3-tri-O-acetyl-a-D-idopyranosyl-acetoxopentachlorantimonat

(30):
® ©
\O SbCls0Ac

O| OAc
(0]

OAc OAc

Es wurden 20.0g (51.5 mmol) 1,2,3,4,6-Pebtacetyl-D-glucopyranose 29) unter

Argonatmosphére in 120 mL abs. Dichlormethan galgst auf -10 °C gekuhlt. Bei -10 °C
wurden dann 8.40 mL (19.8 g, 66.7 mmol) Antimonpehtorid gelést in 20 mL abs.
Dichlormethan zu der Lésung hinzugefluigt. Daraufivirde auf Raumtemperatur erwarmt.
Nachdem eine schlagartige Tribung der Losung eegplgurde noch weitere 30 Minuten bei

Raumtemperatur gerthrt. Die Suspension wurdedittind der Rickstand mit 60 mL abs.
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Dichlormethan und 160 mL abs. Diethylether gewasclirasProdukt wurden als farbloser
Feststoff erhalten (18.1 g, 51%).:68::Cls013Sb (689.36 g/mol), Schmelzp.: 87°C
(Zersetzung, Li**®: 90°C).

1,2,3,4,6-Pentad-acetyl-a-D-idopyranose (31):

AcO Oéic

O]

OAc OAc

Es wurden 18.1 g (26.2 mmol) der Verbindu8@ in eine Losung von 30.9 g (377 mmol,
14 eq.) Natriumacetat in 160 mL Wasser gegeben 2hdMiinuten bei Raumtemperatur
geruhrt. Die wassrige Phase wurde mit Dichlorme#rrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden (ber Natriumsulfat getrocknet und Wakuum eingeengt. Das
Produktgemisch aus 1,2,3,4-Te@eacetyla-D-idopyranose und 1,2,3,6-Tet@xacetyla-D-
idopyranose wurde in einem Verhaltnis von 5:2 ¢gmalind nicht weiter getrennt. Es wurde
ein gelblicher Sirup erhalten (7.69 g, 84%).sH3.,0;:; (390.34 g/mol); Daten fur 1,2,3,4-
TetraO-acetyla-p-idopyranose: Ri = 0.49 (PE/EE 1:2)*H-NMR (400 MHz, CDC}) 6 =
6.02 (d,2J;-= 1.2 Hz, 1H, H-1), 4.98 (ddJs 4= 3.1,),3= 3.5 Hz, 1H, H-3), 4.92 (dd}; » =
1.2,%3,5 = 3.5 Hz, 1H, H-2), 4.35 (dddJss = 1.6,J56p = 3.2,3J56a = 4.7 Hz, 1H, H-5),
4.32 (dd,2Jsaep= 11.3,%J56a= 4.7 Hz, 1H, H-6a), 4.29 (d@Jsaep= 11.3,3J56, = 3.2 Hz, 1H,
H-6b), 3.73 (ddd3Js5 = 1.6,%J34 = 3.1,%)s0n = 9.8 Hz, 1H, H-4), 2.34 (d)s01 = 9.8 Hz,
1H, OH); 2.15-2.09 (m, 12H, 4 xA) ppm;**C-NMR (100 MHz, CDCJ): 6 = 170.8, 168.9,
168.5, 168.4 (4x CCO), 90.7 (C-1), 68.7 (C-3), 67.7 (C-5), 66.5 (C25,9 (C-4), 62.7 (C-
6), 20.8 - 20.7 (4XCH3CO) ppm. Daten fur 1,2,3,6-Tetf-acetyla-D-idopyranose: Ry =
0.34 (PE/EE 1:2)'H-NMR (400 MHz, CDC}) 6 = 6.04 (d,2J;, = 1.9 Hz, 0.4H, H-1), 5.07
(dd, 33,3 =3.2,3334 = 3.4 Hz, 0.4H, H-3), 4.89 (dd}. > = 1.9 Hz,*J, 5 = 3.2 Hz, 0.4H, H-2),
4.33 (ddd 31, 5= 1.6,3J5 6= 5.7,335 6a= 7.2 Hz, 0.4H, H-5), 3.75 (ddtllsa 6= 12.0 Hz 2J5 62

= 7.2 Hz,Jsa0n= 10.0 Hz 0.4H, H-6a); 3.56 (ddftsa 6= 12.0 HzJ 5 6o= 5.7 Hz,*Jsp. 01 =
10.0 Hz 0.4H, H-6a), 2.64 (dJs,01 = 10.0 Hz, 0.4H, OH), 2.15-2.09 (m, 4.8H, 4 x)Hbpm;
¥C.NMR (100 MHz, CDCJ) 6§ = 170.4, 169.3, 168.9, 168.5 (4 x €FD), 90.6 (C-
1), 69.0 (C-3), 67.7 (C-4), 67.1 (C-5), 66.6 (C&),6 (C-6), 20.8 - 20.7 (4QH3CO) ppm.
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Es wurden 7.69g (22.0 mmol) des Stoffgemisches au3 3,4-Tetrad-acetyla-D-
idopyranose und 1,2,3,6-Tet@xacetyla-D-idopyranose in 50 mL Pyridin gelést und bei
0 °C mit 150 mL (162 g, 1.59 mol) Essigsaureanitydersetzt. Die Reaktionslosung wurde
auf Raumtemperatur erwadrmt und fur 16 Stunden gerfdas Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt, der Ruckstand in Dichlormethanganbmmen und die organische Phase
dreimal mit Salzsaure und einmal mit Wasser gewaascBie organische Phase wurde Uber
Natriumsulfat getrocknet, im Vakuum eingeengt uret &®ickstand dreimal mit Toluol
codestilliert. Das Produlkdl wurde als farbloser Feststoff erhalten (8.10 §PR5CieH22011
(390.34 g/mol)R: = 0.53 (PE/EE 1:2); Schmelzp.: 92 °C (&1} 94-95 °C); §]p>° = + 69.7°
(c= 1.0 in CHC)); "H-NMR (400 MHz, CDC}) 6 = 6.06 (d,%)1» = 1.3 Hz, 1H, H-1),
5.07 (dd,3J,5 = 3.8,%J34 = 3.8 Hz, 1H, H-3), 4.93 (ddJss = 2.2,%J34 = 3.8 Hz, 1H, H-4),
4.88 (dd,%J1, = 1.3 Hz,%J,53 = 3.8 Hz, 1H, H-2), 4.47 (ddd)s5 = 2.2 HZ,3J5 65 = 6.0 Hz,
3J56a= 6.9 Hz, 1H, H-5), 4.20 (ddJsap= 11.7 Hz*Js 6= 6.9 Hz, 1H, H-6a), 4.16 (dlJsap=
11.7 Hz,%Js6p = 6.0 Hz, 1H, H-6b), 2.12-2.06 (m, 15H, 5%Hppm; *C-NMR (400 MHz,
CDCl) 0 = 170.6, 169.8, 169.2, 168.9, 168.6 (5x:CB); 90.8 (C-1), 66.9 (C-3), 66.5 (C-2),
66.4 (C-4), 66.3 (C-5), 61.9 (C-6), 20.9 - 20.8 GA3CO) ppm.

Allyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-idopyranosid (32):

AcO OS%C

0
OAc O\J

Die Synthese der 1-OH freien Verbindung wurde na#&y-3 Teil 1) mit Verbindung31
(3.00 g, 7.68 mmol) und Benzylamin (1.26 mL, 11®aoh) in 20 mL THF durchgefiuhrt.
Chromatographie: Kieselgel mit PE/EE (1:1) Das £Wwenprodukt 2,3,4,6-Teti@-acetyl-
o/B-p-idopyranose wurde als farbloser Feststoff erha{@14 g, 80%). GH24010 (388.37
g/mol), Rr = 0.24 (PE/EE 1:1)0]p*°=+ 17.1° ¢= 1.0 in CHC}), a: 'H-NMR (400 MHz,
CDCL) 6 = 5.25 (dd,J,5 = 3.8,3J34 = 3.8 Hz, 0.9H, H-3), 5.15 (dd},» = 1.2,%3, 01 =
8.5 Hz, 0.9H, H-1), 4.86 (ddd)s 5= 1.6,3J56a= 3.5,%J56o = 4.4 Hz 0.9H, H-5), 4.85 (dd}.
=1.2,%3,3= 3.8 Hz, 0.9H, H-2), 4.27 (d8Jsa o= 10.7,°J56a= 3.5 Hz, 0.9H, H-6a), 4.26 (dd,
3345=1.6,3334= 3.8 Hz, 0.9H, H-4), 4.21 (dlJsa6o= 10.7,3J5 6o = 4.4 Hz, 0.9H, H-6a), 3.50
(d, *Jion = 8.5 Hz, 1H, OH); 2.16-2.07 (m, 10.8H, 4x%Hppm; p: *H-NMR (400 MHz,
CDCl) 6 = 5.21 (dd3J;5 = 2.5,%; oy = 5.6 Hz, 1H, H-1), 5.12 (ddJ, 5= 4.4,3)3, = 4.4 Hz,
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1H, H-3), 4.96 (dd3Js5 = 2.2,%354 = 4.4 Hz, 1H, H-4), 4.85 (dd),, = 2.5,%),3 = 4.4 Hz,
1H, H-2), 4.59 (ddd3Js5 = 2.2,%J5 6o = 3.5,%J56a= 6.9 Hz, 1H, H-5), 4.26 (ddJsaen= 11.7,
3J56a= 6.9 Hz, 1H, H-6a), 4.20 (d&Js6, = 11.7,%J5.6p = 3.5 Hz, 1H, H-6b), 3.05(d); on =
5.6 Hz, 1H, OH), 2.16-2.07 (m, 12H,4 xHppm; a: **C-NMR (100.6 MHz, CDGJ) ¢ =
170.6, 170.4, 169.9, 169.6 (4 x €ED), 91.8 (C-1), 71.5 (C-2), 68.0 (C-3), 67.1 (C-4),
65.6 (C-5), 62.5 (C-6), 20.8 - 20.6 (40H3CO) ppm:p: *C-NMR (100.6 MHz, CDGJ) 6 =
170.6, 170.4, 169.9, 169.6 (4 x €ED), 92.5(C-1), 68.3 (C-3), 67.4 (C-4), 67.0 (C-5),
65.1 (C-2), 62.2 (C-6), 20.8 - 20.6 (4H3CO) ppm.

Die Synthese des Trichloracetimidates wurde nacN&ATeil 2) mit 2,3,4,6-Tetr&@-acetyl-
a/B-b-idopyranosg2.10 g, 6.02 mmol), 18.2 mL (26.2 g, 181 mmol)chtoracetonitril und
537 uL (546 mg, 3.59 mmol) DBU in 120 mL abs. Dahhethan durchgefiihrt. Das
Zwischenprodukt 2,3,4,6-Tet@-acetyla-D-idopyranosyl-trichloracetimidat wurde als
farbloser Sirup erhalten (1.93 g, 65%% = 0.57 (PE/EE 2:1)0]p*° = + 29.5° ¢ = 0.25 in
CHCl); *H-NMR (500 MHz, CDC}) 6 = 8.74 (S, 1H, Ihiga), 6.27 (d,2J12 = 1.3 Hz, 1H, H-
1), 5.07 (dd3Js4= 2.2,3,5-2.5 Hz, 1H, H-3), 5.00 (ddJ; = 1.3,33,5-2.5 Hz, 1H, H-2),
4.92 (dd ) 5= 1.6,%334= 2.2 Hz, 1H, H-4), 4.61 (ddd®Js5= 1.6,%J5 6= 3.8,%J56a= 5.4 Hz,
1H, H-5), 4.24 (dd*Jsaep= 11.7 Hz*Js 6a= 5.4 Hz, 1H, H-6a), 4.16 (dAJsaco= 11.7,%J56p
=3.8 Hz, 1H, H-6b), 2.12-2.13 (m, 9H, 3 x4 2.02 (s, 3H, ) ppm;**C-NMR (126 MHz,
CDCly) 0 = 170.4, 169.9, 168.7, 168.6 (4 x §3D), 93.9 (C-1), 66.3 (C-3), 65.8 (C-4), 65.6
(C-5), 65.3 (C-2), 62.1 (C-6), 20.8, 20.7, 20.6.42@& xCHsCO) ppm.

Gemal der Synthese (Methode B) von Verbindub§wurden 2,3,4,6-Tetr®-acetyl-a-D-
idopyranosyl-trichloracetimidat (1.00 g, 2.03 mmuot)d Allylalkohol (275 pL, 4.06 mmol)
mit Trimethylsilyltriflat (36 pL, 200 pmol) in abtgtem DCM (30 mL) zur Reaktion
gebracht. Das Produk32 wurde als farbloser Sirup erhalten (725 mg, 92%)H&O10
(388.37 g/mol),Rr = 0.49 (PE/EE 2:1),0]p?°=+ 15.7° ¢ = 1.0 in CHC}); 'H-NMR
(500 MHz, CDC4) 6 = 5.86-5.83 (m, 1H, H-3), 5.25-5.18 (m, 2H, H-3a), 5.04 (dd3Js4
=2.2,33,3-2.5 Hz, 1H, H-3), 4.98 (df),-= 1.5,3),5-2.5 Hz, 1H, H-2), 4.92 (ddJss5=
1.6,%334= 2.2 Hz, 1H, H-4), 4.89 (d)., = 1.5 Hz, 1H, H-1), 4.57 (ddd®Js5= 1.6,%J5 6p=
3.8,3J56a= 5.4 Hz, 1H, H-5), 4.24 (ddJsaep= 11.8 Hz,*J562= 5.4 Hz, 1H, H-6a), 4.20 —
4.15 (m, 2H, H-6b, H-14), 3.98 (ddJ1zai1bai= 12.3,Jipan2an = 4.4 Hz 1H, H-1k), 2.12-
2.13 (m, 9H, 3 x K, 2.02 (s, 3H, K) ppm;*C-NMR (126 MHz, CDCJ) 6 = 170.4, 169.9,
168.7, 168.6 (4 x CkCO), 132.5 (C-2), 118.1 (C-3)), 98.5 (C-1), 67.7 (C4l), 66.8 (C-3),
66.0 (C-4), 65.6 (C-5), 65.5 (C-2), 62.1 (C-6),8020.7, 20.6, 20.4 (4 £H3CO) ppm;
MALDI-TOF: mvz berechnet fiir GH»4010: 388.14, gefunden: 411.MfNa]'.
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2,3-O-Acetoxonium-1,4,6-tri-O-acetyl-a-D-talopyranosyl-acetoxopentachlorantimonat
(34):
OAc
AcOéO
10
o ‘H
\é OAc
SbCIs0AC
S}

Unter Argonatmosphare wurden 1,2,3,4,6-PéMacetyl$-D-galactopyranose3@) (12.0 g,
30.7 mmol) und Aluminiumtrichlorid (2.60 g, 19.8mol) in abs. Dichlormethan (150 mL)
geldst und fur 2 Stunden bei Raumtemperatur gerthe Loésung wurde mit Chloroform
(120 mL) versetzt und die organische Phase dreimal Eiswasser gewaschen und
anschlieBend mit Natriumsulfat getrocknet. Das bg@smittel wurde im Vakuum eingeengt
und der Riuckstand aus Diethylether umkristallisier?,3,4,6-Tetrad-acetyl$-D-
galactopyranosylchlorid wurde als farbloser Fefitstohalten (6.73 g, 60%)R = 0.18
(PE/EE 1:1); Schmelzp.: 94 °C (I4%: 93-94.5 °C); §]p°=+ 59.6 ° ¢ = 1.0 in CHCY);
'H-NMR (400 MHz, CDC}) 6 = 5.41 (dd3J34 = 3.4,%J,5 = 2.2 Hz, 1H, H-4), 5.36 (dd}.»

= 8.8,%J,3= 10.1 Hz, 1H, H-2), 5.24 (d)., = 8.8 Hz, 1H, H-1), 4.99 (dd})s4 = 3.4,33,3=
10.1 Hz, 1H, H-3), 4.16 (ddJss = 2.2,3J5 62 = 6.0,%J5,6o = 6.9 Hz, 1H, H-5), 4.16-4.12 (m,
2H, H-6a, H-6b), 2.16, 2.07, 2.04, 1.97 (s, 12k, M) ppm;**C-NMR (100 MHz, CDGJ) §

= 170.4, 170.1, 169.9, 169.2 (4 x €¥0D), 88.2 (C-1), 74.6 (C-3), 70.9 (C-2), 70.7 (C-4),
66.8 (C-5), 61.3 (C-6), 20.7 - 20.5 (423CO) ppm.

Unter Argonatmosphare wurden 2,3,4,6-Téxacetyl$-D-galactopyranosylchlorid (6.70 g,
18.3 mmol) in CC (180 mL) bei 50 °C gel6ést. Unter Rihren wurden I5h@.33 mL,
22.6 mmol) gelost in CG(10 mL) zu der Losung hinzugetropft. Das Acetoxomsalz34 fiel
sofort aus und die Suspension wurde fir 15 MindtenRaumtemperatur gerihrt, danach
filtriert und der Ruckstand mit C&£bewaschen. Das Produkt wurde im Vakuum getrocknet.
Das ProdukB4 wurde als farbloser Feststoff erhalten (11.4 g P%%sH,Cls0,,:Sb (689.36
g/mol), Smp.: 46 °C (Zersetzung, Fit®: ca. 50 °C).
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1,2,3,4,6-Pentad-acetyl-a-D-talopyranose (35):

AcO OS%C
(0]
AcO
OAc

Es wurde Verbindun@®4 (11.3 g, 16.5 mmol) zu einer Losung von Natriuntac€20.0 g,
244 mmol) in Wasser (150 mL) gegeben und 20 MinltehRaumtemperatur gerihrt. Die
wassrige Phase wurde mit Dichlormethan extrahiBre vereinten organischen Phasen
wurden Gber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuwemgeengt. Das entstandene
Rohprodukt, welches ein Produktgemisch aus 1,28t6aO-acetyla-D-talopyranoseund
1,2,3,4-Tetra@-acetyla-D-talopyranosesnthielt wurde nicht weiter gereinigt, sondern klire
fur die Umsetzung z85 eingesetzt.

Es wurde das Stoffgemisch aus 1,2,3,6-TE€xacetyl-a-D-talopyranoseind 1,2,3,4-Tetrao-
acetyla-D-talopyranose(4.30 g, 12.4 mmol) in Pyridin (30 mL) geldst undi [® °C mit
Essigsaureanhydrid (100 mL, 1.06 mol) versetzt. DiReaktionslosung wurde auf
Raumtemperatur erwarmt und fir 16 Stunden gerGtas. Losungsmittel wurde im Vakuum
entfernt, der Rickstand in Dichlormethan aufgenommeed die organische Phase dreimal
mit Salzs&ure und einmal mit Wasser gewaschen. dganische Phase wurde uUber
Natriumsulfat getrocknet, im Vakuum eingeengt uret &ickstand dreimal mit Toluol
codestilliert. Das Rohprodukt wurde saulenchrom@plgisch an Kieselgel (PE/EE 3:1)
gereinigt. Es wurde das Prod& als farbloser Feststoff erhalten (1.29 g, 20%)}H&0:1
(390.34 g/mol)R; = 0.48 (PE/EE 1:1); Schmelzp.: 103 °C (1% 104-105 °C); §]p*° = +
34.6° €= 1.0 in CHC}); *H-NMR (400 MHz, CDC}) 6 = 6.15 (d,*J,» = 1.7 Hz, 1H, H-1),
5.37-5.34 (m, 1H, H-4), 5.31 (dd),3 = 3.7,%J34 = 3.7 Hz, 1H, H-3), 5.09 (dd)., = 1.7,
33,3 = 3.7 Hz 1H, H-2), 4.33-4.29 (m, 1H, H-5), 4.183(m, 2H, H-6a, H-6b), 2.15, 2.14,
2.13, 2.03, 2.00 (s, 15H, 5 & ppm;*C-NMR (100 MHz, CDCJ) = 170.1, 169.8, 169.4,
168.9, 167.8 (5 x C¥CO), 91.3(C-1), 68.7 (C-3), 66.3 (C-2), 65.2 (C-B4.4 (C-5),
61.4 (C-6), 20.5 - 20.3 (5@QH3CO) ppm.
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Allyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-talopyranosid (36):

AcO P85
AcOéﬁ'

o)
Die Synthese der 1-OH freien Verbindung wurde na#&y-3 Teil 1) mit Verbindung31
(2.20 g, 3.07 mmol) und Benzylamin (1.25 mL, 11®aoh) in THF (20 mL) durchgefiuhrt.
Chromatographie: Kieselgel mit PE/EE (1:1) Das ZWwenprodukt 2,3,4,6-Teti@-acetyl-
o/pB-p-talopyranose wurde als farbloser Feststoff eenal876 mg, 82%)R: = : 0.24 (PE/EE
1:1); MALDI-TOF: m/z berechnet fiir @H,¢O10: 348.11, gefunden: 371.Mf-NaJ".
Die Synthese des Trichloracetimidates wurde nacN&ATeil 2) mit 2,3,4,6-Tetr&@-acetyl-
o/B-p-talopyranosg800 mg, 2.30 mmol), 6.06 mL (8.73 g, 60.3 mmoljchiloracetonitril
und 171 pL (178 mg, 1.15 mmol) DBU in abs. Dichlethan (40 mL) durchgefihrt. Das
Zwischenprodukt 2,3,4,6-Teti@-acetyla-D-talopyranosyl-trichloracetimidat wurde als
farbloser Sirup erhalten (883 mg, 78%.= : 0.52 (PE/EE 2:1)a]p*° = + 29.5° ¢ = 0.25 in
CHCly); *H-NMR (400 MHz, CDC}) 6 = 8.78 (s, 1H, Ihiga), 6.30 (d.2J12 = 2.1 Hz, 1H, H-
1), 5.40 (d,*J34 = 3.7 Hz, 1H, H-4), 5.25 (dd), 5 = 3.7,%J34 = 3.7 Hz, 1H, H-3), 5.20 (dd,
31, =1.7,%)3 = 3.7 Hz 1H, H-2), 4.40 (dfJs6a= 5.9,Js6p= 6.4 Hz 1H, H-5), 4.29-
4.20 (m, 2H, H-6a, H-6b), 2.15, 2.14, 2.13, 2.0304s, 15H, 5 x k) ppm; *C-NMR
(100 MHz, CDC}) 6 = 170.1, 169.8, 169.4, 167.8 (4 x &€D), 95.2 (C-1), 70.3 (C-3),
68.4 (C-2), 66.2 (C-4), 65.1 (C-5), 63.1 (C-6),26020.3 (4 XCH3CO) ppm.
Gemal der Synthese (Methode B) von Verbindub§wurden 2,3,4,6-Tetr®-acetyla-D-
talopyranosyl-trichloracetimidat (800 mg, 1.62 mjmahd Allylalkohol (330 pL, 4.86 mmol)
mit Trimethylsilyltrifiat (29.0 pL, 160 pumol) in @lutem DCM (10 mL) zur Reaktion
gebracht. Das Produk36 wurde als farbloser Sirup erhalten (439 mg, 70%)H&O10
(388.37 g/mol),R = : 0.43 (PE/EE 2:1),0]p?°=+ 23.6° ¢ = 1.0 in CHC}); 'H-NMR
(400 MHz, CDCH}) ¢ = 5.86-5.83 (ddddfJzaan saicis= 10.0,3Joqai zaitrans= 17.2 Hz 1H, H-2),
5.23 - 5.19 (m, 2H, H-4, H-3@, 5.15 (dd2J, 3 = 3.5,%334 = 3.8 Hz, 1H, H-3), 4.96 (dd): »
=1.5,%,5= 3.5 Hz 1H, H-2), 4.89 (dJ., = 1.5 Hz, 1H, H-1), 4.25 (ddJs6a= 5.9,Js5 6p=
6.4 Hz 1H, H-5), 4.20 — 4.11 (m, 3H, H-6a, H-6b18lx), 3.94 (dd2J1aai 10a1= 12.3, I1pan 2
= 4.4 Hz 1H, H-1k), 2.15, 2.14, 2.13, 2.03, 2.00 (s, 12H, 4 ) lpm;*C-NMR (100 MHz,
CDCls) 6 = 170.1, 169.8, 169.4, 167.8 (4 x §HD), 132.2 (C-2), 117.2 (C-3)), 97.1 (C-
1), 70.3 (C-3), 68.4 (C-2), 68.0 (Gn}L 65.9 (C-4), 65.1 (C-5), 62.8 (C-6), 20.5 - 2(43x
CH3CO) ppm; MALDI-TOF:m/z berechnet fiir GH,4010: 388.14, gefunden: 411.81FNa]".
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para-Allyloxybenzalhyd (40):

(0
\/\O

p-Hydroxybenzaldehyd30) (35 g, 0.29 mol) und wasserfreiesGO; (80 g, 0.58 mmol)
wurden in trockenem Aceton (300 mL) unter Feuclgitgausschluss suspendiert. Zu dieser
Mixtur wurde Allyloromid (45 mL, 0.52 mmol) gegebemd das Reaktionsgemisch unter
Ruckfluss fur 18 Stunden gerthrt. Nach Filtratiord tEEntferung des Losungsmittels wurde
das Rohprodukt durch Saulenchromatographie an Kelsmit einem Laufmittelgradienten
von PE- EE (8 : 1— 6 : 1) gereinigt. Das ProdukD wurde als gelbes Ol erhalten (44 g,
94%). GoH100; (162.18 g/mol),R: = 0.37 (PE/EE 6:1)*H-NMR (500 MHz, CDC}) =
10.02 (s, 1H, Hq), 7.86 (d,2Jarom = 4.2 Hz, 2H, H-don), 7.25 (d,%Jarom = 4.2 Hz, 2H, H-
2a0m),  6.18 (M, 1H, H-3), 5.25-5.18 (m, 2H, H-d), 4.02-3.98 (m, 2H, H-}) ppm; **C-
NMR (126 MHz, CDC}) d= 190.2 (Gig), 163.2 (C-3ron), 132.0 (C-2,60m), 131.7 (C-3iom),
129.7 (C-%ron), 117.8 (C-3y), 114.6 (C-3,%0m), 68.6 (C-Li) ppm.

para-Allyloxybenzalhyd-dimethylacetal (41):

OMe

/©/kOMe
\/\O

Verbindung40 (13.3 g, 82.0 mmol) wurde in Trimethylorthoformidg00 mL, 942 mmol)
geldst und eine katalytische Mengara-Toluolsulfonsdure zugegeben. Die Loésung farbte
sich violett und nach Ruhren fur 12 h unter Feghgitsausschluss wurde die Reaktion durch
Zugabe von Triethylamin (2.00 mL, 14.3 mmol) gestopDas Losungsmittel wurde
evaporierte und das Rohprodukt durch S&aulenchragregtbie an Kieselgel mit einem
Laufmittelgradienten von PE EE (10 : 1— 6 : 1) Das Produk#1 wurde als farbloses Ol
erhalten (16.7 g, 98%).,6H:605 (208.25 g/mol)R; = 0.42 (Petroleum/EtOAc 6:13H-NMR
(500 MHz, CDCY) J=7.36 (d,*Jarom= 8.8 Hz, 1H, H-4om), 6.91 (d,"Jarom= 8.8 Hz, 1H, H-
2aron), 6.06 (tdd,*J1an 2a1= 5.3, °Jpaaigail cis= 10.5, *Jpaaigar= 17.2 Hz , 1H, H-3), 5.45 —
5.25 (m, 3H, H-3i, Haceta), 4.54 (d,3J1aa||,2a||: 5.3 Hz, 2H, H-}), 3.31 (s, 6H, Ck) ppm;
C-NMR (126 MHz, CDCJ) =133.1 (C-2), 130.5 (C-4rom, 127.8 (C-3,50m, 118.3 (C-
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4arom) 117.6 (C-3i), 114.3 (C-2,&60m), 103.0 (Geeta), 68.77 (C-4i), 52.60 (CH) ppm.

(E)-4-(4-Dimethoxymethylphenoxy)but-2-enyl-2,3,4,6-tea- O-acetyl{3-D-glucopyranosid
(42):

OMe

OAc
OMe
AcO "0

OAc

Die Synthese wurde nach AAV-4 mit Verbindud83 (388 mg, 1.00 mmol), Verbindungl
(2.04 g, 5.00 mmol) und Katalysatd88 (63 mg, 0.10 mmol) durchgefuhrt. Das ProddRt
wurde als farbloser Sirup erhalten (523 mg , 92@)H30:3 (568.57 g/mol) R = 0.36
(Petroleum/EtOAC 1:1):of|p°= — 15.3° ¢ = 1.0 in CHC}); *H-NMR (500 MHz, CDC}) J=
7.32 (d,%Ja = 8.4 Hz, 2H, H-1on), 6.86 (d,%Ja = 8.4 Hz, 2H, H-20n), 5.96 — 5.80 (m, 2H,
H-25u, H-300), 5.32 (S, 1H, kets), 5.18 (dd o 3= 9.4,3J34= 9.6 Hz, 1H, H-3), 5.06 (ddJs 4
=9.6,%J,5= 9.9 Hz, 1H, H-4), 4.99 (dd}; = 7.9,33, 3= 9.4 Hz, 1H, H-2), 4.53 (d),,= 7.9
Hz, 1H, H-1), 4.50-4.48 (m, 2H, Hyd 4.38-4.32 (m, 1H, H-1@), 4.23 (dd,*Jsep= 4.7,
2Jsa.6b= 12.3 Hz, 1H, H-6b), 4.15-4.03 (m, 2H, HplbH-6a), 3.65 (ddd®Js5= 9.9 3J56. =
2.4,%)56p= 4.7 Hz, 1H, H-5), 3.28 (s, 6H, OGH2.06 (s, 3H, K, 2.01 (s, 3H, &, 2.00 (s,
3H, H., 1.98 (s, 3H, KH) ppm; **C-NMR (126 MHz, CDGJ) d=170.5 (CHCO), 170.1
(CHsCO), 169.3 (CHCO), 169.2 (CHCO), 130.6 (Gron), 128.4 (Grom), 128.2 (Grom), 127.9
(Carom), 114.2 (C-3y), 114.1 (C-3y), 102.9 (Geca), 99.6 (C-1), 72.8 (C-3), 71.7 (C-5), 71.2
(C-2), 68.8 (C-4), 68.3 (C-4), 67.5 (Cl), 61.8 (C-6), 52.5 (OHa3), 20.7 CH3CO), 20.6
(CH3CO), 20.5 CHsCO), 20.4 CH3CO) ppm; HRMS (FAB)m/zberechnet fir §Hs7013"
569.2229, gefunden: 569.213V4H]".

(E)-4-(4-Dimethoxymethylphenoxy)but-2-enyl-2,3,4,6-tea- O-acetyl-a-D-glucopyranosid

(43):

OAc
OMe

Agoo/é 0

C

'ACO @)\OMG
O\/\/\O

Die Synthese wurde nach AAV-4 mit Verbindu28x (200 mg, 515 pmol), Verbindungl
(2.00 g, 4.80 mmol) und Katalysat88 (33 mg, 52 umol) durchgefiihrt. Das Proddi&
wurde als farbloser Sirup erhalten (223 mg , 91@)H30:3 (568.57 g/mol) R = 0.32
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(Petroleum/EtOAC 1:1):fp?°= + 5.9° € = 1.0 in CHC}); *H-NMR (500 MHz, CDC}) =
7.32 (d,%Ja = 8.4 Hz, 2H, H-Lon), 6.86 (d,2Ja = 8.4 Hz, 2H, H-2n), 5.96 — 5.80 (m, 2H,
H-25u H-300), 5.32 (S, 1H, Khew), 5.18 (dd2J 3= 9.4,%354= 9.6 Hz, 1H, H-3), 5.06 (ddJs 4
=9.6,%J,5= 9.9 Hz, 1H, H-4), 4.99 (dd}, = 7.9,33, 3= 9.4 Hz, 1H, H-2), 4.53 (d),,= 7.9
Hz, 1H, H-1), 4.50-4.48 (m, 2H, Hs 4.38-4.32 (m, 1H, H-1@), 4.23 (dd,*Jse = 4.7,
2Jsa.6b= 12.3 Hz, 1H, H-6b), 4.15-4.03 (m, 2H, HplbH-6a), 3.65 (ddd®Js5= 9.9 3J56. =
2.4,%)5 o= 4.7 Hz, 1H, H-5), 3.28 (s, 6H, OGH2.06 (s, 3H, K, 2.01 (s, 3H, &), 2.00 (s,
3H, H., 1.98 (s, 3H, K) ppm; **C-NMR (126 MHz, CDGJ) 5= 170.5 (CHCO), 170.1
(CH3CO), 169.3 (CHCO), 169.2 (CHCO), 130.6 (Grom), 128.4 (Gron), 128.2 (Grom), 127.9
(Caron), 114.2 (C-3), 114.1 (C-3y), 102.9 (Gecta), 99.6 (C-1), 72.8 (C-3), 71.7 (C-5), 71.2
(C-2), 68.8 (C-4), 68.3 (C-4), 67.5 (Csl), 61.8 (C-6), 52.5 (OHs3), 20.7 CH3CO), 20.6
(CH3CO), 20.5 CHsCO), 20.4 CH3CO) ppm; HRMS (FAB)m/zberechnet fir §Hs/013"
569.2229, gefunden: 569.213V4H]".

(E)-4-(4-Dimethoxymethylphenoxy)but-2-enyl-2,3,4,6-tea- O-acetyl-a-D-

mannopyranosid (44):

AcO—. OAc
ACO o OMe
AcO @om
O\/\/\ o

Die Synthese wurde nach AAV-4 mit Verbindugg (388 mg, 1.00 mmol), Verbindungl

(1.04 g, 5.00 mmol) und Katalysatd88 (63 mg, 0.10 mmol) durchgefiihrt. Das Prodd#t
wurde als farbloser Sirup erhalten (495 mg, 87@)H3¢013 (568.57 g/mol),R = 0.30

(Petroleum/EtOAC 1:1); ofp° = + 32.6° € = 1.0 in CHC}; H-NMR (500 MHz,

CDCls) 6=7.29 (d,%Ja = 8.4 Hz, 2H, H-4on), 6.95 (d,2Ja = 8.4 Hz, 2H, H-Z0n), 5.95-5.82
(m, 2H, H-2, H-3py), 5.30 (dd2J;34= 9.8,3J,5= 10.0 Hz, 1H, H-4), 5.28 (s, 1H akka), 5.24
(dd, 33, 3= 2.7,3334= 9.8 Hz, 1H, H-3), 5.28 (s, 1 H), 5.19 (dd = 1.4,%3,5= 2.7 Hz, 1H,
H-2), 4.80 (d,%J;,= 1.4 Hz, 1H, H-1), 4.54-4.50 (m, 1H, Hylga 4.28-4.18 (m, 2H, H-
1by,,H-62), 4.08-3.98 (m, 3H, H,H-6,), 3.94 (ddd3?Js5= 10.0,%J564= 3.1,%J56, = 5.6 Hz,
1H, H-5), 3.24 (s, 6H, OCHj\ 2.09 (s, 3H, B, 2.03 (s, 3H, K, 1.98 (s, 3H, H), 1.93 (s,
3H, H.) ppm; *C-NMR (126 MHz, CDGJ) = 170.6 (CHCO), 170.0 (CHCO), 169.8
(CHsCO), 169.6 (CHCO), 131.9 (Gon), 130.7 (Grom), 129.1 (Grom), 127.9 (Grom), 114.9
(C-2), 114.2 (C-3), 103.0 (Gecta), 96.7 (C-1), 69.5 (C-2), 69.0 (C-4), 68.6 (C53,6 (C-
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1y,), 67.5 (C-4,), 66.1 (C-3), 62.4 (C-6), 52.6 (H3), 20.8 CH3CO), 20.7 CH3CO), 20.6
(CHsCO) ppm; HRMS (FAB)m/z berechnet fiir §Hs/013": 569.2229, gefunden: 569.2258
[M+H]".

(E)-4-(4-Dimethoxymethylphenoxy)but-2-enyl-2,3,4,6-tea- O-acetyl{3-D-
galactopyranosid (45):

OAc OMe

AcO
C o /©)\OM6
Acoé S/O\/\/\O

OAc

Die Synthese wurde nach AAV-4 mit Verbindugg (395 mg, 1.02 mmol), Verbindungl
(1.18 g, 5.65 mmol) und Katalysatd88 (63 mg, 0.10 mmol) durchgefuhrt. Das Proddkt
wurde als farbloser Sirup erhalten (435 mg, 75@)H3¢0:3 (568.57 g/mol),R = 0.32
(Petroleum/EtOAc 1:1); ofp®® = + 9.8° € = 1.0 in CHC}); H-NMR (500 MHz,
CDCly) 0=7.35 (d,*Jar = 8.5 Hz, 2H, H-4on), 6.88 (d.2Ja = 8.5 Hz, 2H, H-20n), 5.99-5.85
(m, 2H, H-24 H-34), 5.38 (dd3J54= 3.9,%3,5= 0.9 Hz, 1H, H-4), 5.28 (s, 1H,.H:), 5.24
(dd, 331 ,=7.9,3), 3= 10.5 Hz, 1H, H-2), 5.01 (ddJ, 5 = 10.5,°J54,=3.9 Hz, 1H, H-3), 4.58-
4.54 (m, 1H, H-1q) 4.51 (d,J1,= 7.9 Hz, 1H, H-1) 4.44-4.36 (m, 1H, Hylj 4.20-4.08
(m, 4H, H-4,H-6,1), 3.89 (ddd>J,5= 0.9 *J562= 6.7,%J56, = 6.8 Hz, 1H, H-5), 3.30 (s, 6H,
OCH), 2.09 (s, 3H, k), 2.03 (s, 3H, k), 1.98 (s, 3H, k), 1.93 (s, 3H, &) ppm;**C NMR
(126 MHz, CDC§) d=170.3 (CHCO), 132.0 (Grom), 129.3 (Gron), 128.0 (Gron), 126.9
(Carom), 114.9 (C-3), 114.3 (C-3y), 103.1 (Gects), 100.4 (C-1), 70.9 (C-3), 70.7 (C-5), 68.8
(C-2), 68.7 (C-4), 67.9 (C-4), 67.0 (C-4), 61.2 (C-6), 52.7 @M3), 20.8 CHsCO), 20.7
(CH3CO), 20.6 CH3CO) ppm; HRMS (FAB):m/z berechnet fiir &H370:3: 569.2229,
gefunden: 569.2230M+H]".
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(E)-4-(4-Dimethoxymethylphenoxy)but-2-enyl-2-acetamid-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-
[3-D-glucopyranosid (46):

OMe

OAc
E oM
AcO 6] o /©)\ e
AcO ~ X0

AcHN

Die Synthese wurde nach AAV-4 mit Verbindugg (387 mg, 1.00 mmol), Verbindungl
(2.04 g, 5.00 mmol) und Katalysatd88 (63 mg, 0.10 mmol) durchgefuhrt. Das Prodd&t
wurde als farbloser Sirup erhalten (494 mg, 81@)}H3/NO1, (567.58 g/mol),R = 0.10
(Petroleum/EtOAC 1:1); of|p®® = — 14.7° € = 1.0 in CHC}); H-NMR (500 MHz,
CDCly) 0=7.34 (d,%Ja = 8.5 Hz, 2H, H-4on), 6.87 (d.2Ja = 8.5 Hz, 2H, H-20n), 5.92-5.85
(m, 2H, H-24 H-3p0), 5.29-5.21 (M, 2H, Heta H-3), 4.97 (dd3J;4= 10.5,%J,5= 10.5 Hz,
1H, H-4), 4.80 (dJ. .= 8.5 Hz, 1H, H-1), 4.52-4.50 (m, 1H, Hyla 4.40-4.36 (m, 1H, H-
1hby), 4.27 (M, 3H, H-d, H-6b), 4.09 (dd®Js 6» = 2.4, *Jsaep= 12.2 Hz, 1H, H-6a), 3.82 (dd,
331,=8.5,%3,3= 10.5 Hz, 1H, H-2), 3.80 (dddJs5 62 = 5.0,%Js5.6p = 2.5, *Jsa o= 12.2 Hz, 1H,
H-5), 3.29 (s, 6H, OCH, 2.05 (s, 3H, &),1.99 (s, 3H, K, 1.97 (s, 3H, &), 1.88 (s, 3H,
Had ppm; “C-NMR (126 MHz, CDGC)) 0=170.6 (CHCO), 170.3 (CHCO), 170.2
(CHsCO), 169.1 (CHCON), 132.0 (Grom: 129.3 (Grom), 128.0 (Grom), 126.9 (Grom), 114.7
(C-20), 114.1 (C-3y), 102.9 (Gecta), 99.4 (C-1), 71.8 (C-3), 71.0 (C-5), 68.8 (C-@3.7 (C-
1py), 67.7 (C-4.), 61.9 (C-6), 53.9 (C-5), 52.6 @), 22.7 CH3CON), 20.8 CH3CO), 20.7
(CH3CO), 20.6 CH3CO) ppm; HRMS (FAB):m/z berechent fiir §HzgNO1,": 568.2389,
gefunden: 568.2370M+H]".

(E)-4-(4-Dimethoxymethylphenoxy)but-2-enyl-2,3,4,6-tea- O-acetyl-a-D-idopyranosid

(47):

OAc
AcO OAc OMe

O]
OMe
OAc O o

Die Synthese wurde nach AAV-4 mit VerbinduB8 (300 mg, 775 pmol), Verbindungl
(830 mg, 4.00 mmol) und Katalysat®8 (63 mg, 0.10 mmol) durchgefiihrt. Das Proddikt
wurde als farbloser Sirup erhalten (291 mg, 66@)H36013 (568.57 g/mol), Ry = 0.43
(PE/EE 2:1), §]o*° = +4.7° € = 1.0 in CHC}); *H-NMR (500 MHz, CDC}) § = 7.30 (d2Ja
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= 8.1 Hz, 2H, H-%on), 6.87 (d,2Ja = 8.1 Hz, 2H, H-2on), 5.96 — 5.80 (m, 2H, Hp2 H-3py),
5.29 (s, 1H, Keets), 5.05 (dd3J34= 2.1,%3,3-2.5 Hz, 1H, H-3), 4.99 (dd); ,= 1.5,°),5-2.5
Hz, 1H, H-2), 4.90 (dd®ls5= 1.6,3J34= 2.1 Hz, 1H, H-4), 4.89 (d)., = 1.5 Hz, 1H, H-1),
4.57 (ddd, 3Js5= 1.6,%J5 6= 3.8,%J56a= 5.4 Hz, 1H, H-5), 4.53 - 4.48 (m, 2H, Ho} 4.38-
4.32 (m, 1H, H-1g), 4.24 (dd2Jsa6p= 11.8 Hz,2J5 2= 5.4 Hz, 1H, H-6a), 4.15 (dQJsa60=
11.8 Hz,%Js 6= 6.4 Hz, 1H, H-6b), 4.07-4.03 (m, 1H, Hyl} 3.27 (s, 6H, OCh), 2.12-2.13
(m, 9H, 3 x H), 2.08 (s, 3H, k) ppm;**C-NMR (126 MHz, CDGJ) 6 = 170.4, 169.9, 168.7,
168.6 (4 x CHCO), 130.4 (Gron), 128.1 (Grom), 127.9 (Grom), 127.5 (Gron), 114.1 (C-3y),
114.0 (C-3y), 103.0 (Gecta), 98.2 (C-1), 68.8 (Cwl), 67.0 (C-3,) 66.8 (C-3), 66.0 (C-4),
65.6 (C-5), 65.5 (C-2), 62.1 (C-6), 52.3G85), 20.8, 20.7, 20.6, 20.4 (4 QH3CO) ppm;
HRMS (FAB): m/zberechnet fiir §Hs/013": 569.2229, gefunden: 569.23884H]".

(E)-4-(4-Dimethoxymethylphenoxy)but-2-enyl-2,3,4,6-tea- O-acetyl-a-D-talopyranosid

(48):
OAc
AcO OAc OMe
(0]
AcO /©/l\ow|e
O\/\/\ o

Die Synthese wurde nach AAV-4 mit VerbinduB§ (200 mg, 515 pmol), Verbindungl

(2.04 g, 5.00 mmol) und Katalysat8B8 (33 mg, 50 pumol) durchgefiihrt. Das Proddi&
wurde als farbloser Sirup erhalten (240 mg, 82%)HeO13 (568.57 g/mol),R: = 0.36
(PE/EE 2:1), §]p®° = - 1.3° € = 0.2 in CHC}); *H-NMR (500 MHz, CDC}) ¢ = 7.31 (d,3Ja

= 8.4 Hz, 2H, H-%on), 6.88 (d,°Jar = 8.4 Hz, 2H, H-2ion), 5.97 — 5.81 (m, 2H, Hp2 H-3by),

5.28 (s, 1H, Beet), 5.20 (dd>Js5= 0.9, 3334 = 3.8 Hz, 1H, H-4), 5.15 (ddJ2 3= 3.4,3334 =

3.8 Hz, 1H, H-3), 4.95 (ddJ.> = 1.4,3),3= 3.4 Hz 1H, H-2), 4.87 (d),,= 1.4 Hz, 1H, H-
1), 4.53 - 4.49 (m, 2H, Hef), 4.40 - 4.35 (m, 1H, H-1g, 4.24 (ddd3Js5 = 0.9,%J56,= 5.9,
3J5.60= 6.4 Hz 1H, H-5), 4.20 — 4.13 (m, 2H, H-6a,b),044.07 (m, 1H, H-1k), 3.28 (s, 6H,
OCHg), 2.15, 2.14, 2.13, 2.03, 2.00 (s, 12H, 4 ) kpm;*C-NMR (100 MHz, CDCJ) ¢ =

170.1, 169.8, 169.4, 167.8 (4 x @ED), 130.4 - 126.5 (Gon), 114.1 (C-3y), 114.5 (C-3y),

101.9 (Gects)s 97.1 (C-1), 70.3 (C-3), 68.7 (Gu 68.4 (C-2), 67.5 (Csl), 65.9 (C-4),
65.2 (C-5), 63.0 (C-6), 52.0 (@H3) 20.5 - 20.3 (4 xCHsCO) ppm; HRMS (FAB):m/z
berechnet fiir §Hs/015": 569.2229, gefunden: 569.21884H]".
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para-Propanyloxybenzalkohol (49):

o
\/\o

Fur die Hydrierung wurde der Aldehyi (400 mg, 2.47 pumol) in Methanol geldst, in einen
Schlenkkolben mit Palladium (10%) auf Aktivkohlersetzt und die Suspension entgast.
Nach mehrmaligem Fluten mit Wasserstoff wurde deak®onsansatz fir 12 Stunden bei
Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend wurde die &wspn filtriert und grindlich
getrocknet. Die Verbindung9 wurde als farblose Flissigkeit erhalten (415 mggng.).
Ci10H140, (166.22 g/mol),"H-NMR (400 MHz, CDC}) = 7.20 (d3Ja = 8.6 Hz, 2H, Hom),
6.81 (d,%Jar = 8.6 Hz, 2H), 4.53 (s, 2H, ddnz), 3.84 (t,°J1, = 6.6 Hz, 2H, hbop.), 1.81-1.66
(M, 2H, Hrop-), 0.96 (t,2323= 7.4 Hz, 3H, Hop-9 ppm.

para-Propanyloxybenzaldehyd (50):

IS
NG o

Fur die Hydrierung wurde der Aldehyi (400 mg, 2.47 umol) in abs. EtOAc gel6st und in
einen sorgfaltig ausgeheiztem Schlenkkolben mitaBaim (10%) auf Aktivkohle und
Diphenylsulfid (0.01 Ag.) gegeben. Die Suspensiomde entgast. Nach mehrmaligem Fluten
mit Wasserstoff wurde der Reaktionsansatz fur 12n@&n bei Raumtemperatur geruhrt.
AnschlieRend wurde die Suspension filtriert undngtith getrocknet. Die Verbindung
wurde als farblose Flissigkeit erhalten (404 m@ndy). GoH120, (164.20 g/mol)H-NMR
(400 MHz, CDC}) 0=9.87 (s, 1H, Kq.), 7.82 (dJ = 8.8 Hz, 2H, Hion), 6.98 (d,J = 8.8 Hz,
2H, Harom), 4.00 (t,J = 6.5 Hz, 2H, Hop-), 1.90-1.75 (M, 1H, Hop-9, 1.05 (t,J = 7.4 Hz, 3H,
Hprop9 ppm.

(E)-4-(4-Formylphenoxy)-but-2-enyl-2,3,4,6-tetra®-acetyl{f3-D-glucopyranosid (51):

OAc
AN
Acoé& @"
AcO O\/\/\o
OAc
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Die Verbindung42 (345 mg, 607 pumol) wurde wurden in einer MixtunvbHF, Wasser und
TFA (90:9.9:0.1 v/v) so geldst, dass eine @.Rosung erhalten wurde. Nach Rihren fir eine
Stunde wurde die Reaktionslésung mit DCM (100 mgjdNinnt und die Reaktion durch
Zugabe von Triethylamin (2 mL) gestoppt. Nach Zwgabn Wasser (100 mL) wurde die
organische Phase abgetrennt und Uber,SRa getrocknet, das Ldsungsmittel bei
vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurlleeoweitere Reinigung in der nachsten
Reaktion eingesetzt.,8130012 (522.49 g/mol).

4-(4-Formylphenoxy)-butyl-2,3,4,6-tetraO-acetylf3-D-glucopyranosid (52):

OAc

=0
AcO 0
AcO O ™~"0

OAc

Fur die Hydrierung wurde der Aldehyd (316 mg, 607 pumol) in abs. EtOAc gel6st und in
einen sorgfaltig ausgeheiztem Schlenkkolben mitaBaim (10%) auf Aktivkohle und

Diphenylsulfid (0.01 Ag.) gegeben. Die Suspensiomde entgast. Nach mehrmaligem Fluten
mit Wasserstoff wurde der Reaktionsansatz fur 12n@&tn bei Raumtemperatur geruhrt.
Anschlie3end wurde die Suspension filtriert undnhgtich getrocknet. Das Rohprodukt wurde

ohne weitere Reinigung in der nachsten Reaktiogesietzt. GsH3,012 (524.51 g/mol).

4-(4-Formylphenoxy)-butyl-3-D-glucopyranosid (53):

OH

~o
HO 0
HO O\/\/\O

OH

Die Verbindung52 (319 mg, 607 pumol) wurde in einer methanolischatrillmmethanolat-
Loésung gelost (20 mL, 0.1 M) und flir 6 Stunden Baumtemperatur gerthrt. Der
Reaktionsansatz wurde Amberlite IR 120)Heutralisiert. Nach Filtration und Evaporierung
des Losungsmittels wurde das Rohprodukt durch Sébntematographie an Kiesel mit dem
Laufmittel Dichlormethan — Methanol (5 : 1) gerginiDas Produkb3 wurde als farbloser
Sirup erhalten (192 mg, 89%)1 .05 (356.57 g/mol)R = 0.45 (DCM/MeOH 5:1); ¢]p>°
=+ 42.5° ¢ = 1.0 in MeOH):"H NMR (500 MHz, CDC{) 5=9.81 (s, 1H, Hq), 7.84 (dJar

= 8.8 Hz, 1H, H-4on), 7.07 (d,3Jar = 8.8 Hz, 1H, H-2ion), 4.27 (d,3J15= 7.9 Hz, 1H, H-1),
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4.12 (t,J3pu40u= 6.7 Hz, 2H, H-4), 4.05-3.95 (m, 1H, H-1g), 3.90-3.83 (m, 1H, H-1}),
3.66 (dd,*Js 6a = 5.03,°Jsa6p= 12.17 Hz, 1H, H-6a), 3.40-3.23 (m, 3H, H-3, H#46b), 3.17
(dd, 33, ,=7.9,%3,3= 8.9 Hz, 1H, H-2), 1.96-1.87 (M, 2H, HgB 1.85-1.75 (M, 2H, HR)
ppm;*C NMR (126 MHz, CDGJ) 5= 192.9 (Gi), 133.1 (Gron), 116.0 (Grom), 104.4 (C-1),
78.1 (C-4), 77.9 (C-5), 75.1 (C-2), 71.7 (691 70.31 (C-4y), 69.3 (C-3), 62.8 (C-6), 27.2
(C-3uy), 26.9 (C-2,) ppm; HRMS (FAB):m/z berechnet fiir GH,s0g™: 357.1544, gefunden:
357.1548 M+H]".

4-(4-Formylphenoxy)-butyl-a-D-glucopyranosid (54):

OH
HO 0

HO X0
O\/\/\O

Die Synthese wurde nach AAV-5 mit Verbindu#g (500 mg, 879 umol) durchgefiihrt. Das
Produkt54 wurde als farbloser Sirup erhalten (285 mg, 91C%)H»4Os (356.57 g/mol)R =
0.46 (DCM/MeOH 5:1); ¢]p®® = + 36.0° ¢ = 1.0 in MeOH); '"H_NMR (500 MHz,
CDCly) 0=9.81 (s, 1H, Hg), 7.83 (d2Ja = 8.7 Hz, 1H, H-4on), 7.00 (d,Ja = 8.7 Hz, 1H,
H-2ar0m), 4.12 (t,%J3pu.40u= 6.7 Hz, 2H, H-4), 4.09 (d*J1 .= 3.6 Hz, 1H, H-1), 4.01-3.95 (m,
1H, H-1a,), 3.90-3.83 (m, 1H, H-1}), 3.55-3.23 (m, 4H, H-3, H-4, H-6ab), 3.20 (.=
3.6,%),3= 9.4 Hz, 1H, H-2), 1.96-1.89 (m, 2H, HgB 1.83-1.75 (m, 2H, Hw) ppm;**C-
NMR (126 MHz, CDC}) 0=192.0 (Gig), 133.1 (Grom), 116.0 (Grom), 99.7 (C-1), 77.9 (C-4),
77.7 (C-5), 74.1 (C-2), 71.7 (Gx), 70.31 (C-4,), 69.9 (C-3), 62.9 (C-6), 27.2 (Gu} 26.9
(C-2.) ppm; HRMS (FAB):m/z berechnet fir GH»sOs": 357.1544, gefunden: 357.1601
[M+H]".

4-(4-Formylphenoxy)-butyl-a-bD-mannopyranosid (55):

Die Synthese wurde nach AAV-5 mit Verbindu (400 mg, 704 pumol) durchgefiihrt. Das
Produkt55wurde als farbloser Sirup erhalten (230 mg, 92%)H»40g (356.57 g/mol)R =
0.44 (DCM/MeOH 5:1); ¢]p*°= + 10.2° ¢ = 1.0 in MeOH);*H-NMR (500 MHz, CDC}) &=
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9.83 (s, 1H, Hd), 7.86 (d,°Jar = 8.7 Hz, 1H, H-4om), 7.08 (d,°Ja = 8.8 Hz, 1H, H-20n),
4.77 (d,%31> = 1.3 Hz, 1H, H-1), 4.13 (8Japuapu= 6.7 Hz, 2H, H-4), 3.93-3.65 (m, 4H, H-
6ab, H-1.), 3.55-3.46 (m, 4H, H-2, H-3, H-4, H-5), 1.92-1.86, 2H, H-3,), 1.84-1.76 (m,
2H, H-2,,).ppm; *C-NMR (126 MHz, CDCJ) 5=192.9 (Gi9), 129.0 (Gron), 115.1 (Grom),
101.6 (C-1), 74.6 (C-5), 72.7 (C-4), 72.3 (C-2),88(C-1.), 68.7 (C-3), 68.3 (C), 62.9
(C-6), 27.3 (C-3), 27.2 (C-3,) ppm; HRMS (FAB):m/zberechnet fiir GH,s0g": 357.1544,
gefunden: 357.153M+H]".

4-(4-Formylphenoxy)-butyl-3-D-galactopyranosid (56):

OH

HO
HO O\/\/\O

OH

Die Synthese wurde nach AAV-5 mit Verbindus#g (400 mg, 704 pumol) durchgefiihrt. Das
Produkt56 wurde als farbloser Sirup erhalten (223 mg, 89C4)H»40s (356.57 g/mol)R =
0.45 (DCM/MeOH 5:1); ¢]o®® = - 45° € = 1.0 in MeOH); 'H-NMR (500 MHz,
CDCls) 0=9.80 (s, 1H, Hg), 7.83 (d Ja = 8.8 Hz, 1H, H-4on), 7.06 (d,Ja = 8.8 Hz, 1H,
H-2ar0m), 4.22 (d2312 = 7.4 Hz, 1H, H-1), 4.11 (8Jspu.40u= 6.4 Hz, 2H, H-4), 4.02-3.93 (m,
1H, H-1a,), 3.82 (dd3Js4 = 3.1 Hz, 1H, H-4), 3.74 -3.70(m, 2H, H-6ab), 3&%57 (m, 1H,
H-1a,), 3.53-3.42 (m, 3H, H-2, H-3, H-5), 1.95-1.85 (&, H-3,,), 1.82-1.75 (m, 2H, H-
200 ppm; B¥C-NMR (126 MHz, CDCJ) d=193.0 (Gi), 133.1 (Gron), 116.0 (Gron), 105.0
(C-1), 76.6 (C-3), 75.0 (C-5), 72.6 (C-2), 70.34%-70.2 (C-1), 69.3 (C-4.,), 62.5 (C-6),
27.3 (C-3y), 26.9 (C-2,) ppm; HRMS (FAB):m/z berechnet fir GH.s0s™: 357.1544,
gefunden: 357.155M+H]".

4-(4-Formylphenoxy)-butyl-2-acetamido-2-desox-D-galactopyranosid (57):

OH

~o
HO 0
HO O\/\/\O

AcHN

Die Synthese wurde nach AAV-5 mit Verbindu#g (450 mg, 793 umol) durchgefiihrt. Das
Produkt56 wurde als farbloser Sirup erhalten (252 mg, 80%gH,7NOs (397.42 g/mol)R
= 0.21 (DCM/MeOH 5:1); ¢]p®° = + 9.5° € = 1.0 in MeOH); 'H-NMR (500 MHz,
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CDCly) 0=9.80 (s, 1H, H), 7.84 (d.3Ja = 8.7 Hz, 1H, H-40n), 7.10 (d,3Jar = 8.8 Hz, 1H,
H-2aron), 4.42 (d3J15 = 8.5 Hz, 1H H-1), 4.10 (£J3pu,40u= 6.7 Hz, 2H, H-4), 3.86 (dd3Js 6p

= 2.5,%J6a60 = 12.3 Hz, H-6a), 3.65-3.50 (m, 3H, H-6b, K)13.32 (dd,*J;,> = 8.5,%J,5=
12.3 Hz, 1H, H-2), 3.26-3.21 (m, 2H, H-3, H-4), 3@ldd, J=2.5, 5.0, 10.5 Hz, H-5), 1.96 (s,
3H, Hrac), 1.92-1.85 (m, 2H, Hy3), 1.84-1.76 (m, 2H, H+R) ppm; *C-NMR (126 MHz,
CDCly) 0=192.9 (Gi), 129.0 (Gron), 115.1 (Gron), 98.5 (C-1), 73.6 (C-4), 73.1 (C-5), 68.2
(C-1py), 68.7 (C-3), 67.3 (C), 62.5 (C-6), 55.3 (C-2), 27.3 (G} 27.2 (C-3,), 22.8
(CHsCON) ppm; HRMS (FAB):m/z berechnet fur GH,gNOg™: 398.1809, gefunden:
398.1812 M+H]".

4-(4-Formylphenoxy)-butyl-a-D-idopyranosid (58):

Die Synthese wurde nach AAV-5 mit Verbinduég (200 mg, 352 umol) durchgefiihrt. Das
Produkt54 wurde als farbloser Sirup erhalten (105 mg, 84%)H»40s (356.57 g/mol)R =
0.39 (DCM/MeOH 5:1); ¢]o®® = - 22.8° € = 1.0 in MeOH); *H-NMR (500 MHz,
CDCly) 0=9.81 (s, 1H, Hg), 7.83 (d Ja = 8.8 Hz, 1H, H-4on), 7.05 (d,*Jar = 8.8 Hz, 1H,
H-2ar0m), 4.45 (ps, 1H, H-1), 4.12 &Japuapu= 6.4 Hz, 2H, H-4), 4.02-3.93 (m, 1H, H-19),
3.79 (dd3)5 = 0.8,%)54 = 1.1 Hz, 1H, H-4), 3.74 -3.70 (m, 2H, H-6ab), 3&57 (m, 1H,
H-2 H-1hy), 3.53-3.42 (m, 3H, H-3, H-5), 1.95-1.86 (M, 2H3k), 1.82-1.74 (M, 2H, HR)
ppm; *C-NMR (126 MHz, CDGCJ) J=193.1 (Gi), 133.1 (Grom), 116.2 (Grom), 100.0 (C-1),
78.6 (C-4), 75.0 (C-5), 71.3 (C-3), 70.5 (C-2),7(C-1,,), 69.1 (C-4.), 63.5 (C-6), 27.9 (C-
3by), 26.9 (C-3,) ppm; HRMS (ESI):m/z berechnet fiir GH,s0g": 357.1544, gefunden:
357.2149 M+H]".
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4-(4-Formylphenoxy)-butyl-a-D-talopyranosid (59):

HO O%H
Ho& @Ao
O™~ "0
Die Synthese wurde nach AAV-5 mit Verbindu#g (200 mg, 352 pumol) durchgefiihrt. Das
Produkt59 wurde als farbloser Sirup erhalten (99 mg, 79%)}H&0s (356.57 g/mol)Rs =
0.40 (DCM/MeOH 5:1); ¢]p*° = -23.4° € = 1.2 in MeOH);'H-NMR (500 MHz, CDC}) =
9.80 (s, 1H, Hq), 7.84 (d,°Ja = 8.7 Hz, 1H, H-L0n), 7.10 (d,3Ja = 8.7 Hz, 1H, H-2iom),
4.77 (d,3312 = 1.1 Hz, 1H, H-1), 4.13 (8J3pu40u= 6.7 Hz, 2H, H-4), 3.93-3.65 (m, 4H, H-
6ab, H-1,), 3.60 (ddJ5 = 0.9,3)s4 = 3.6 Hz, 1H, H-4), 3.55-3.46 (m, 3H, H-2, H-3, {-5
1.90-1.84 (m, 2H, H+43), 1.82-1.76 (m, 2H, Hw).ppm; *C-NMR (126 MHz,
CDCl) 6=192.9 (Gig), 129.0 (Grom), 115.1 (Grom), 101.1 (C-1), 74.0 (C-5), 72.7 (C-3), 72.1
(C-2), 70.7 (C-4), 68.7 (Cyl), 68.3 (C-4y), 63.5 (C-6), 27.1 (C+3), 26.5 (C-2v) ppm;
HRMS (ESI):m/zberechnet fiir GH2s0g": 357.1544, gefunden: 357.16W4H]".

2,2°,3,3",4",6,6"-Heptad-acetyl-a-cellobiosyl-bromid (62):

OAc
OAc
AcO 0 (0]
AcO O AcO
OAc ACOBr

OctaO-acetyl-cellobios&0 (6.24 g, 9.21 mmol) wurde IDCM (100 mL) geldst und auf 0°C
gekdhlt. Unter Ausschluss von Luftfeuchtigkeit weiddngsam HBr (33%) in Eisessig (8.34
mL, 46.0 mmol) Gber einen Tropftrichter zugegeli®@as Reaktiongemisch wurde tber einen
Zeitraum von einer Stunde auf Raumtemperatur enivisiach Detektion der vollstandigen
Umsetzung des Edukts durch DC (PE/EE 1/1) wurde Ldisung mit DCM (100 mL)
verdunnt und in Eiswasser gegossen. Die organiBbhse wurde separiert und mit Wasser (2
x 100 mL), ges. NaHC&®L6sung (100 mL) und ges. NaCl-Lésung (100 mL) gssien und
anschlieBend Uber B8O, getrocknet. Nach Filtration wurde das LOsungmittssi
vermindertem Druck entfernt und das Rohproduktes@ziiromatographisch an Kieselgel mit
dem Laufmittelgradienten PE/EE (3 : b 1 : 1 + 0.1% EN) gereinigt. Die Verbindung2
wurde als farbloser Feststoff erhalten (5.48 g, B3%4sH3sBrO;7 (699.45 g/mol),R: = 0.29
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(PE/EE 1:1); Schmelzp.: 185 °Gy]p?°= + 94.5° € = 1.0 in CHC}); *H-NMR (500 MHz,
CDCl) d=6.55 (d,3J;,= 4.0 Hz, 1H, H-1), 5.66 (ddJ, 3= 9.7 Hz, 1H, H-3), 5.13 (dd}, »
=7.9,3), 3 =10.4 Hz, 1H, H-2), 4.96 (ddJ, 3 = 10.4,)3 4 = 9.4 Hz, 1H, H-3"), 4.89 (dd,
33 4 =9.43)y 5 = 9.9 Hz 1H, H-4") 4.72 (dd), = 4.0,°3,5= 9.7 Hz, 1H, H-2), 4.52-4.49
(m, 2H, H-1", H6"a), 4.23-4.06 (M, 4H, H-5, H-6&t4 H-6"b), 3.91-3.84 (m, 2H, H-4, H5"),
2.16 (s, 3H, K, 2.13 (s, 3H, ), 2.09 (s, 3H, K, 2.07 (s, 3H, H), 2.06 (s, 3H, &), 2.05
(s, 3H, Ho), 1.92 (s, 3H, &) ppm;**C-NMR (126 MHz, CDCJ) = 101.3 (C-1°), 88.4 (C-1),
74.6 (C-4), 73.8 (C-5"), 72.5 (C-5), 70.4 (C-3'9,%(C-2), 69.5 (C-3), 68.7 (C-2"), 66.1 (C-
4’), 60.5 (C-6"), 60.3 (C-6), 20.LH3CO), 20.8 CH3CO), 20.7 CH5CO), 20.6 CH5CO),
20.5 CH3CO), 20.4 CH3CO), 20.1 CH3CO) ppm; MALDI-TOF: m/z berechnet flr
C17H24010: 698.11 gefunden: 721.MFNa]'.

2,2°,3,3",4",6,6"-Heptad-acetyl-a-lactosyl-bromid (63):

OAc
OAc
AcO o o
0O AcO
AcO “OAc AcOL

OctaO-acetyl-lactoses1 (10.0 g, 14.7 mmol) wurde iDCM (100 mL) geldst und auf 0°C
gekdhlt. Unter Ausschluss von Luftfeuchtigkeit weiddngsam HBr (33%) in Eisessig (13.3
mL, 73.0 mmol) Gber einen Tropftrichter zugegel@as Reaktiongemisch wurde tber ienen
Zeitraum von einer Stunde auf Raumtemperatur erivisiach Detektion der vollstandigen
Umsetzung des Edukts durch DC (PE/EE 1/1) wurde Ldisung mit DCM (100 mL)
verdunnt und in Eiswasser gegossen. Die organiBbhse wurde separiert und mit Wasser (2
x 100 mL), ges. NaHC&L6sung (100 mL) und ges. NaCl-Losung (100 mL) gesh@n und
anschlieBend Uber B8O, getrocknet. Nach Filtration wurde das LOsungmittssi
vermindertem Druck entfernt und das Rohproduktes@ziiromatographisch an Kieselgel mit
dem Laufmittelgradienten PE/EE (3 : b 1 : 1 + 0.1% EN) gereinigt. Die Verbindung3
wurde als farbloser Feststeoff erhalten (9.46 §pPZ6H35BrO;7(699.45 g/mol) R = 0.31
(PE/EE 1:1); Schmelzp.: 140°Cy]p*° = + 110° € = 1.0 in CHC}); *H-NMR (500 MHz,
CDCls) 0=6.52 (d,%J; 2= 4.0 Hz, 1H, H-1), 5.58 (dd), 3= 9.7Hz, 1H, H-3), 5.46 (dd)s 4
=9.4,3)y 5 = 9.9 Hz 1H, H-4"), 5.13 (ddJy » = 7.9,3), 5 = 10.4 Hz, 1H, H-2"), 4.96 (dd,
33y 3 = 10.4,%33 4 = 3.4 Hz, 1H, H-3), 4.72 (dd).>= 4.0,%3,5= 9.7 Hz, 1H, H-2), 4.52-
4.49 (m, 2H, H-1", H6"a), 4.23-4.06 (m, 4H, H-56H- H6b, H-6"b), 3.92-3.86 (M, 2H, H-4,
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H5%), 2.16 (s, 3H, H), 2.13 (s, 3H, K, 2.09 (s, 3H, H), 2.07 (s, 3H, K, 2.06 (s, 3H, k),
2.05 (s, 3H, K, 1.97 (s, 3H, ) ppm;**C-NMR (126 MHz, CDG)) 6= 102.3 (C-1), 89.4
(C-1), 74.6 (C-4), 73.8 (C-5"), 72.5 (C-5), 71.540Q, 69.9 (C-2), 69.3 (C-3), 68.5 (C-2"),
68.1 (C-3"), 60.5 (C-6"), 60.3 (C-6), 20.8H3CO), 20.8 CH3CO), 20.7 CH3CO), 20.6
(CH3CO), 20.5 CH3CO), 20.4 CH3CO), 20.1 CH3CO) ppm; MALDI-TOF: m/zberechnet
fir C17H24010: 698.11 gefunden: 721.MFNa]".

Allyl-2,2",3,3",4",6,6 -hepta©-acetylf3-cellobiosid (64):

OAc
OAc

£ Oé&
AcO 0 AcO o~
AcO

OAc

Cellobiosylbromid62 (5.00 g, 7.15 mmol), Allylalkohol (970 pL, 14.3 mipund aktiviertes
Molekularsieb (4 A, 2 g) wurden in abs. DCM (50 mgglést und fir eine Stunde bei
Raummtemperatur gertihrt. AnschlieBend wurde Sitvbomat (2.95 g, 10.7 mmol)
zugegeben und das Reaktionsgemisch bis zum valigeém Umsatz des Edukts (DC-
Detektion (PE/EE 1/1) gerihrt. Die Losung wurde BEM (200 mL) verdinnt und mit
Wasser (2 x 100 mL), ges. NaHgOb6sung (100 mL) und ges. NaCl-Losung (100 mL)
gewaschen. AnschlieBend wurde Uber,3@ getrocknet. Nach Filtration wurde das
Lésungmittel bei vermindertem Druck entfernt ungd &ohprodukt saulenchromatographisch
an Kieselgel mit dem Laufmittelgradienten PE/EE (3 — 1 : 1) gereinigt. Die Verbindung
64 wurde als farbloser Feststoff erhalten (3.63 oV 5 9H40015 (676.62 g/mol) R = 0.27
(PE/EE 1:1); Schmelzp. 186 °Qy]p*°= — 24.9° € = 1.0 in CHC4); 'H_NMR (500 MHz,
CDCly) 0=5.90-5.78 (m, 1H, H-3), 5.30-5.18 (m, 1H, H-3, H-3", H-3&, 5.13 (m, 3H, H-
3ba), 5.05 (dd )y 4 = 9.6,%)y 5 = 9.5 Hz, 1H, H-4"), 4.92-4.85 (m, 2H, H-2, H-24)55-
4.48 (m *J1,=7.6,%)1 » = 7.6 Hz, 3H, H-1, H-1", H-6a), 4.37-4.20 (m, 2H18), 4.11-
4.02 (m, 3H, H-6a, H-6"a,b), 3.77 (dd;s 4= 9.4,%),5= 9.8 Hz, 1H, H-4), 3.65 (m, 1H, H-5"),
3.57 (ddd,*Js5= 9.8 3J56a = 3.2 Hz, 1H, H-5), 2.12 (s, 3H,8} 2.08 (s, 3H, H), 2.03 (s,
3H, Ha), 2.02 (s, 3H, k), 2.01 (s, 3H, K), 2.00 (s, 3H, k), 1.97 (s, 3H, &) ppm;**C-
NMR (126 MHz, CDC}) 6=170.4 (CHCO), 170.3 (CHCO), 170.2 (CHCO), 169.8
(CH3CO), 169.5 (CHCO), 169.2 (CHCO), 169.0 (CHCO), 133.3 (C-3), 117.63 (C-a),
100.7 (C-17), 99.3 (C-1), 76.4 (C-4), 72.9 (C-52,& (C-3"), 72.5 (C-3), 71.94 (C-5"), 71.6
(C-27), 71.5 (C-2), 70.01 (C4d, 67.7 (C-4"), 61.8 (C-6), 61.5 (C-6"), 20BH3CO), 20.7

233



7. Experimenteller Teil

(CH3CO), 20.6 CH3CO), 20.5 CH3CO) ppm; MALDI-TOF: m/z berechnet fir GH240:0:
676.22, gefunden: 699.3VIFNaJ’;

Allyl-2,2",3,3",4",6,6 -hepta©-acetylf3-lactosid (65):

OAc
OAc o
AcO o
(=d Ao RPN
AcO “OAc AcO

Lactosylbromid63 (5.00 g, 7.15 mmol), Allylalkohol (970 pL, 14.3 roth und aktiviertes
Molekularsieb (4 A, 2 g) wurden in abs. DCM (50 mgglést und fur eine Stunde bei
Raummtemperatur gerihrt. AnschlieRend wurde Sidwbomat (2.95 g, 10.7 mmol) zu
gegeben und das Reaktionsgemisch bis zum vollgigdndimsatz des Edukts (DC-Detektion
(PE/EE 1/1) geruhrt. Die Losung wurde mit DCM (200Q) verdinnt und mit Wasser (2 x
100 mL), ges. NaHC@L6sung (100 mL) und ges. NaCl-Lésung (100 mL) gsshen.
Anschlie3end wurde tber p80O, getrocknet. Nach Filtration wurde das Lésungmitiei
vermindertem Druck entfernt und das Rohproduktes@ziiromatographisch an Kieselgel mit
dem Laufmittelgradienten PE/EE (3 : & 1 : 1) gereinigt. Die Verbindun@5 wurde als
farbloser Feststoff erhalten (3.43 g, 71%)¢Hz0015(676.62 g/mol)R: = 0.28 (PE/EE 1:1);
Schmelzp.: 69 °Ciof p?°= + 30.2° € = 1.0 in CHC}); *H-NMR (500 MHz, CDC}) J=5.85-
5.77 (m, 1H, H-2), 5.33 (d,*Js 4 = 3.1 Hz, 1H, H-4"), 5.25-5.15 (m, 3H, H-3, K3 5.09
(dd, 33y » = 7.9,%), 3 = 10.4 Hz, 1H, H-2"), 4.95-4.88 (m, 2H, H-2, H-34)50 (d,*J, = 7.9
Hz, 1H, H-1), 4.49-4.48 (m, 1H, H-6a) 4.47 {d » = 7.9 Hz, 1H, H-1"), 4.28 (m, 1H, H-
law), 4.15-4.02 (m, 4H, H-1g H-6b, H-6"ab), 3.86 (m, 1H, H-57), 3.79 (dd; 4= 9.4,%)s5

= 9.8 Hz, 1H, H-4), 3.58 (dddJs5= 9.8 *J56a= 4.9,%J56, = 1.8 Hz, 1H, H-5), 2.13 (s, 3H,
Had, 2.10 (s, 3H, H), 2.04 (s, 6H, K, 2.03 (s, 3H, H), 1.94 (s, 3H, &). ppm;*C-NMR
(126 MHz, CDCY) 6= 170.6 (CHCO), 170.3 (CHCO), 170.2 (CHCO), 169.1 (CHCO),
133.6 (C-3), 117.2 (C-3), 101.1 (C-1") 99.0 (C-1), 76.2 (C-4), 72.6 (C-BR,9 (C-5), 72.3
(C-3), 71.9 (C-2), 71.1 (C-3") 70.5 (C-5"), 70.4144), 69.0 (C-2), 66.5 (C-4"), 61.9 (C-6),
60.5 (C-6"), 20.8C¢H3CO), 20.7 CH3CO), 20.6 CH3CO) ppm; MALDI-TOF:m/zberechnet
fir C17H24010: 676.22, gefunden: 699.®1f-Na]".
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2,3,6-Tri-O-acetyl-4-O-(2,3,4,6-tetraO-acetyl-a-D-glucopyranosyl)-a-D-glucopyranosyl-

trichloracetimidat (68):

OAc
AcO °]
AcO OAc
AcO o
AcO
AcO
O._NH

CCl,

Die Synthese der 1-OH freien Verbindung wurde nA#&y-3 Teil 1) mit Verbindung66
(1.53 g, 2.25 mmol) und Benzylamin (400 pL, 3.48amin THF (6 mL) durchgefihrt.
Chromatographie: Kieselgel mit PE/EE (1:1) Das £wenprodukt 2,3,6-Ti®-acetyl-40-
(2,3,4,6-tetra@-acetyla-D-glucopyranosyla/B-b-glucopyranose  wurde als farbloser
Feststoff erhalten (1.03 g, 72% = 0.24 (PE/EE 1:1); die physikalische und NMR-
spektroskopische Daten entsprachen Literaturwérten.

Die Synthese des Trichloracetimidats wurde nach AAVeil 2) mit 2,3,6-TriO-acetyl-40O-
(2,3,4,6-tetra@-acetyla-D-glucopyranosyla/B-b-glucopyranose (954 mg, 1.50 mmol),
Trichloracetonitril (4.55 mL, 45 mmol) und DBU (113, 3.59 mmol) in abs. Dichlormethan
(10 mL) durchgefiuhrt. Die Verbindur@ wurde als farbloser Sirup erhalten (890 mg, 76%).
CosH36ClsNOyg (780.94 g/mol) R = 0.33 (PE/EE 2:1),0p° = + 125 ° ¢ = 1, CHC}); die
NMR-spektroskopische Daten entsprachen Literatuemé&r!

Allyl-2,3,6-tri- O-acetyl-4-O-(2,3,4,6-tetraO-acetyl-a-D-glucopyranosyl)f3-b-
glucopyranosid (69):

OAc
AcO 0
AcO OAc
AcO 0
AcO CNPFEN
AcO

Gemal der Synthese (Methode B) von Verbindiib§wurden Trichloracetimida8 (781
mg, 1.00 mmol) und Allylalkohol (190 pL, 3.00 mmahjit Trimethylsilyltriflat (18 pL, 0.10
mmol) in absolutem DCM (5 mL) zur Reaktion gebradbie Verbindung69 wurde als
farbloser Feststoff erhalten (560 mg, 83%gHz0015(676.62 g/mol)R: = 0.32 (PE/EE 1:1);
Schmelzp.: 113 °C;o]p®® = + 45.3° ¢ = 1.0 in CHCl; 'H-NMR (400 MHz,
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CDCl) =5.84 (ddd 23, 3a1= 5.5,%3cis = 10.7,*Jyans = 16.7 Hz, 1H, Hy.»), 5.40 (d,3Jy » =
3.8 Hz, 1H, H-1"), 5.35 (dd), = 8.25, 8.25 Hz, 1H, H-3"), 5.30-5.16 (m, 3H, H-3y.k), 5.04
(t, J = 9.86, 9.86 Hz, 1H, H-4"), 4.91-4.80 (m, 2H, H-22B; 4.57 (d3J;,= 7.7 Hz, 1H, H-
1), 4.47 (ddJeap = 12.1 Hz, 1H H-6a), 4.34-4.16 (M, 3HaH.), 4.15-3.89 (m, 5H, H-5,
Haib), 3.75-3.58 (m, 1H, H-5), 2.14 - 2.00 (7 x s, BK, Hac) ppm; MALDI-TOF: m/z
berechnet fiir GH,401¢: 676.22, gefunden: 699.MfFNa]'.

3,6-Di-O-acetyl-4-O-(2,3,4,6-tetraO-acetyl3-D-galactopyranosyl)-1,5-anhydro-2-desoxy-

D-arabino-hex-1-enitol (70):

A

Y </ EOOC
c (0]

%\ACO —

AcO “OAc

Zu einer Suspension von Zinkpulver (6.22 g, 95.1afnm abs. Ethylacetat (90 mL) wurde
1-Methylimidazol (1.22 mL, 15.5 mmol) gegeben und Mixtur zum Ruckfluss erhitzt.
Unter Ausschluss von Luftfeuchtigkeit wurde zum heweden Reaktionsansatz eine Lésung
von Hepta©-acetyla-lactosylbromid §3) (10.8 g, 15.4 mmol) in abs. Ethylacetat (30 mL)
langsam zugetropft und die Suspension anschlie@esidStunden unter Rickfluss erhitzt.
Nach Abkihlung auf Raumtemperatur wurde der Reag&#insatz Gber Celite filtriert und der
Ruckstand mit Ethylacetat (3 x 50 mL) gewaschere ereinigten organischen Phasen
wurden mit IN Salzsdure (100 mL), Wasser (100 mL), ges. NagG&é3ung (100 mL) und
ges. NaCl-Lésung (100 mL) gewaschen. Anschliefamde Gber Ng5O, getrocknet. Nach
Filtration wurde das Lésungmittel bei vermindert@ruck entfernt und das Rohprodukt
saulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Latdigradienten PE/EE (3: 1> 1 : 1)
gereinigt. Die Verbindung0 wurde als farbloser Feststoff erhalten (7.53 §0B71C4H3,015
(560.50 g/mol)R:= 0.19 (PE/EE 1:1); Schmelzp.: 131 °@}4°= + 6.3° €= 1.0 in CHC});
'H-NMR (500 MHz, CDC}) 8= 6.39 (dd,*J;,= 6.1 Hz, 1H, H-1), 5.40-5.38 (m, 1H, H-3),
5.35 (ddJy 4 = 3.4,3), 5 = 1.0 Hz, 1H, H-4"), 5.18 (ddJy o= 7.8,33, 3 = 10.5 Hz, 1H, H-
2°), 4.99 (dd, 1H, H-3"), 4.82 (ddl}; = 6.1,%J,5= 3.4 Hz, 1H, H-2), 4.65 (d); » = 7.8, Hz
1H, H-1"), 4.42 (dd3J5 62 = 2.5,3Jsa6b= 11.5 Hz, 1H, H-6a), 4.13-4.07 (m, 4H, H-5, H-6b,
6’a, H-6'b), 3.98 (dd, 1H, H-4), 3.91-3.87 (m, HH5"), 2.14 (s, 3H, H), 2.10 (s, 3H, H),
2.07 (s, 3H, K, 2.05 (s, 3H, k), 2.04 (s, 3H, H), 1.96 (s, 3H, K) ppm;*C-NMR (126
MHz, CDCk) o= 145.7 (C-1), 101.9 (C-17), 99.8 (C-2), 75.3 (C-A,9 (C-5), 71.5 (C-3),
71.2 (C-5), 70.2 (C-3), 69.7 (C-2), 67.6 (C-62.4 (C-6), 62.0 (C-67), 21.@H3CO), 20.8
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(CH3CO), 20.7 CH3CO), 20.6 CH3CO), 20.5 CH3CO), 20.4 CH3CO) ppm; MALDI-TOF:
m/zberechnet fir GH»4010: 560.17, gefunden: 583.2M§Na]".

1,3,6-Tri-O-acetyl-4-0-(2,3,4,6-tetraO-acetylf3-D-galactopyranosyl)-2-desoxy-2-iodx-D-

mannopyranose (71):

AcO

OAG '
AcO @) 0
0O AcO
AcO ©OAc OAc

Unter Argonatmosphare wurde He®eacetyl-lactal70 (2.00 g, 3.60 mmol), Kupferacetat-
Hydrat (780 mg, 3.92 mmol) und lod (1.12g, 4.36 ajmin AcOH (27 mL) gelost. Das
Reaktionsgemisch wurde fur 6 Stunden bei 80 °Chgeranschlielend auf Raumtemperatur
abgekuhlt und bei vermindertem Druck konzentrieg.wurde Diethylether (100 mL) zum
Ruckstand gegeben und die organische Phase miNgesCQ-Losung bis zur Neutralisation
versetzt. AnschlieRend wurde mit Wasser (50 mL)33s-Losung (50 mL) und wieder mit
Wasser (50 mL) gewaschen, und Uber,®& getrocknet. Nach Filtration wurde das
Lésungmittel bei vermindertem Druck entfernt ungd &ohprodukt saulenchromatographisch
an Kieselgel mit dem Laufmittelgradienten PE/EE (3 — 1 : 1) gereinigt. Die Verbindung
71 wurde als farbloser Feststoff (2.55 g, 96%sHzs1017 (746.45 g/mol)R = 0.56 (PE/EE,
1:1); Schmelzp.: 59 °C:q[p®® = + 22.4° ¢ = 1.0 in CHC}); 'H-NMR (500 MHz,
CDCly) =6.32 (d,%J; .= 2.3 Hz, 1H, H-1), 5.37 (ddJs 4 = 3.4,%y 5 = 0.8 Hz, 1H, H-4"),
5.15 (dd, 3y > = 7.9,%3, 5 = 10.4 Hz, 1H, H-2"), 5.00 (ddJ» 5 = 10.4,°J3 4 = 3.4 Hz, 1H,
H-37), 4.68 (dd3J,3= 4.2,3)34 = 7.4 Hz, 1H, H-3), 4.61 (d) » = 7.9 Hz, 1H, H-1"), 4.51
(dd,3J15= 2.3,33,3= 4.2 Hz, 1H, H-2), 4.43 (dd)56 = 2.7,%3sa6p= 12.3 Hz, 1H, H-6a), 4.17
(dd, %Js5 ga= 6.7,%0526b= 11.3 Hz, 1H, H-6"a), 4.12-4.00 (m, 4H, H-4, H-B-6b, H-6"b),
3.94 (ddd3Js ga= 6.7,%35 6b = 6.4,3J5a6b= 11.3 1H, H-57), 2.16 (s, 3H,.H, 2.15 (s, 3H,
Had, 2.14 (s, 3H, K), 2.12 (s, 3H, K, 2.07 (s, 3H, K), 2.06 (s, 3H, H), 1.97 (s, 3H, K)
ppm; *C-NMR (126 MHz, CDGJ) = 101.3 (C-17), 94.4 (C-1), 75.1 (C-4), 74.3 (C-H),8
(C-37), 70.4 (C-57), 69.7 (C-27), 69.3 (C-3), 610-4"), 62.4 (C-6), 61.5 (C-67), 27.8 (C-2),
20.9 CH3CO), 20.8 CH3CO), 20.7 CH3CO), 20.6 CH3CO), 20.5 CH3CO), 20.4 CH3CO)
ppm; MALDI-TOF: m/zberechnet fir GH,4010: 746.09, gefunden: 768.9M§Na]".
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3,6-Di-O-acetyl-4-0-(2,3,4,6-tetraO-acetylf3-D-galactopyranosyl)-2-desoxy-2-iodx-D-

mannopyranosyl-azid (72):

AcO

OAc I
AcO ) 0
O AcO

AcO OAc N3

Zu einer Lésung vom lodoacetdtl (2.55 g, 3.42 mmol) in abs. DCM (30 mL) wurde
Trimethylsilylazid (800 pL, 6.00 mmol) und Trimetbiyltriflat (90 puL, 50 umol) gegeben.
Das Reaktionsgemisch wurde fir 4 Stunden bis zuist&ndigen Umsatz des Edukts gerihrt
(DC-Kontrolle: PE/EE 1/1). Die Losung wurde durabrsichtige Zugabe von ges. NaH&O
Loésung (20 mL) neutralisiert und die organische dehéiber Nz5O, getrocknet. Nach
Filtration wurde das L&ésungmittel bei vermindert@ruck entfernt und das Rohprodukt
saulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Latdigradienten PE/EE (3: 1> 1 : 1)
gereinigt. Die Verbindung72 wurde als farbloser Feststoff erhalten (2.36 g%p4
CoaH32IN3O15 (729.42 g/mol)R; = 0.36 (PE/EE 2:3); Schmelzp.: 64°G]4*°= + 48.0 ¢ =
1.0 in CHC}); *H-NMR (500 MHz, CDC}) = 5.62 (d,3J;,= 3.1 Hz, 1H, H-1), 5.36 (dd,
33y 4 = 3.4 Hz, 1H, H-4"), 5.15 (dd}y » = 7.9,%3» 3 = 10.5 Hz, 1H, H-2"), 4.99 (dd, 1H, H-
3'), 4.69 (dd3J, 3= 3.9,3334= 7.9 Hz, 1H, H-3), 4.58 (d)1- » = 7.9 Hz, 1H, H-1"), 4.43-4.40
(m, 2H, H-2, H-6a), 4.19-4.04 (m, 4H, H-5, H-6b 6, H-6'b), 3.96-3.92 (m, 2H, H-4, H-
59, 2.15 (s, 3H, &), 2.14 (s, 3H, k), 2.13 (s, 3H, ), 2.06 (s, 3H, H), 2.05 (s, 3H, H),
1.97 (s, 3H, H) ppm;**C-NMR (126 MHz, CDCJ) o= 101.4 (C-1"), 90.8 (C-1), 75.2 (C-5"),
71.2 (C-5), 70.8 (C-3"), 70.0 (C-4), 69.7 (C-2'9,B(C-3), 66.8 (C-4"), 61.7 (C-6"), 61.2 (C-
6), 27.5 (C-2), 20.9GH3CO), 20.8 CH3CO), 20.7 CH3CO), 20.6 CH3CO), 20.5 CH3CO),
20.4 CH3CO) ppm; MALDI-TOF: m/z berechnet fir GH24010: 729.09, gefunden: 751.96
[M+Na]".
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Allyl-2-acetamido-3,6-di-O-acetyl-4-O-(2,3,4,6-tetraO-acetylf3-D-galactopyranosyl)-2-
desoxyf-D-glucopyranosid (73):

OAc
OACO&&
AcO
%\ACO (NP
AcHN

AcO ©OAc

Die Verbindung72 (1.04 g, 1.43 mmol) und Allylalkohol (147 uL, 2.0dmol) wurden in
trockenem DCM (15 mL) gel6st und auf O °C gekuAhschlielend wurde eine Losung aus
Triphenylphosphin (411 mg, 1.57 mmol) in trocken&GM (5 mL) tropfenweisen Uber
einen Zeitraum von 5 min zugefiigt. Das Reaktionsgemwurde auf Raumtemperatur
erwarmt und fir 4 Stunden gerthrt. Nach Eineigea Beaktionsgemisches wurde der
Ruckstand in Ethanol (10 mL) geldst und Uber eirmavéx 2X8 (OH)-Saule eluiert. Das
Eluat wurde eingeengt und der Rickstand tUber Nathimit einer katalytischen Menge
Natriummethoxid in Methanol (10 mL) behandelt. N&hengen wurde der Rickstand mit
einem Gemisch aus Pyridin und Essigsaureanhydrid {& mL) acetyliert. Das Rohprodukt
wurde anschlieRend durch Saulenchromatographieiesel§el mit Ethylacetat Aceton (6 :

1) gereinigt Die Verbindung’3 wurde als farbloser Feststoff erhalten (792 mgy0B2
CooHa1NO17 (675.63 g/mol)R: = 0.45 (EE); Schmelzp.: 175 °Gy]p® = + 21.6° ¢ = 1.0 in
CHCly); *H-NMR (500 MHz, CDC}) =5.81 (m, 1H, H-3), 5.63 (d, 1 H, NH), 5.29-5.16
(m, 4 H, H-4, H-3, H-3), 5.07 (dd, 1H3J, 3 = 7.6 Hz, H-2"), 4.90 (dd, 1 H}, 3 = 7.6,
33y 4 = 3.6 Hz, H-3), 4.46 (d, 1H)1' » = 7.9 Hz, H-1"), 4.42 (d, 1H)1,= 8.1 Hz, H-1) 4.39
(dd, 1H,%Js 62 = 5.7,%J6a b = 12.3 Hz H-6a), 4.17-4.12 (m, 1H, H-2), 4.10-4(68 1H, H-
1a1), 4.05-3.99 (m, 3H, H-6b, H-6a’b"), 3.90-3.88 (H, H-1), 3.83-3.78 (m, 2H, H-5, H-
57), 3.70 (dd, 1H3J55=9.9,%J, 54 = 9.9 Hz, H-4), 2.15 (s, 3H, 4, 2.14 (s, 3H, K, 2.13 (s,
3H, Had, 2.06 (s, 3H, ), 2.05 (s, 3H, K, 1.88 (s, 3H, Kuac) ppm; “*C-NMR (126 MHz,
CDCl) 6= 170.4 (CHCO), 170.3 (CHCO), 170.2 (CHCO), 169.8 (CHCON), 169.5
(CHsCO), 169.2 (CHCO), 169.0 (CHCO), 132.0 (C-4), 117.5 (C-3), 100.2 (C-17), 95.2
(C-1), 75.3 (C-4), 70.6 (C-3), 70.0 (C-3"), 69.58%; 68.2 (C-2"), 67.7 (Cal), 67.5 (C-5),
65.5 (C-4"), 60.9 (C-6), 59.7 (C-67), 51.0 (C-2).2QCHsCO0O), 22.8 CH3CON), 20.6
(CH3CO), 20.5 CH3CO) ppm; MALDI-TOF: m/z berechnet fir GH240:00 675.24,
gefunden: 698.4M+Na]".
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(E)-4-(4-Dimethoxymethylphenoxy)-but-2-enyl-2,2",3,34°,6,6"-hepta©-acetyl3-
cellobiosid (74):

OMe

OAc
OAc
AcO oé& /©/‘\0Me

OAc AcO

Die Synthese wurde nach AAV-4 mit Verbinduég (677 mg, 1.00 mmol), Verbindungl
(1.67 g, 8.00 mmol) und Katalysatd88 (63 mg, 0.10 mmol) durchgefiihrt. Das Prodid4t
wurde als farbloser Sirup erhalten (394 mg, 46%HEO,; (856.82 g/mol),R = 0.25
(PE/EE 1:1); §]o?°= - 21.1° € = 1.0 in CHC}); *H-NMR (500 MHz, CDC}) J= 7.34 (d,
3Ja = 8.5 Hz, 2H, H-%on), 6.86 (d,2Jar = 8.5 Hz, 2H, H-2om), 5.95-5.85 (m, 2H, H+® H-
3p), 5.32 (s, 1H, Bet), 5.20-5.10 (m, 2H, H-3, H-3") 5.04 (dts 4 = 9.6,%Jy 5 = 9.8 Hz,
1H, H-4"), 4.94-4.86 (m, 2H, H-2, H-2") 4.52-4.46 (), ,= 7.6,3)y 2= 7.6 Hz, 5H, H-1, H-
1", H-6a, H-4y), 4.35 (dd>Js 62 = 4.3,%Jsa60= 12.3 Hz, 1H, H-6b), 3.76 (§=9.48, 9.48 Hz, 1
H), 3.64 (ddd3Jy 5 = 9.8 Hz.3Js ga= 4.2,%J5 6= 2.2 Hz, 1H, H-57), 3.55 (dddJ)s5= 9.9
)5 6a= 4.3,°J5.6b= 1.9 Hz, 1H, H-5), 3.29 (s, 6H, OGH2.11 (s, 3H, &), 2.07 (s, 3H, K,
2.01 (s, 3H, K, 2.00 (s, 3H, K, 1.99 (s, 3H, H), 1.96 (s, 3H, K) ppm;*C-NMR (126
MHz, CDCk) 6=170.4 (CHCO), 170.3 (CHCO), 170.2 (CHCO), 169.8 (CHCO), 169.5
(CH3CO), 169.2 (CHCO), 169.0 (CHCO), 132.0 (Grom), 129.3 (Grom), 128.0 (Grom), 126.9
(Carom), 114.7 (C-3y), 114.1 (C-3y), 103.5 (Gecta), 100.7 (C-1), 99.3 (C-1), 76.4 (C-4), 72.9
(C-5), 72.6 (C-3"), 72.5 (C-3), 71.9 (C-5"), 71®&Z"), 71.5 (C-2), 68.3 (Cpl), 67.7 (C-4"),
67.5 (C-4.,), 61.8 (C-6), 61.5 (C-6"), 20.8CH3CO), 20.7 CH3CO), 20.6 CH3CO), 20.5
(CH3CO) ppm; HRMS (FAB)m/zberechnet fiir gHs30,1": 857.3074, gefunden: 857.3000
[M+H]".

(E)-4-(4-Dimethoxymethylphenoxy)-but-2-enyl-2,2",3,34",6,6"-hepta©-acetylf3-lactosid

(75):
OMe

OAc
OAc
A°°;4\kf°§&o @*om
O AcO R
AcO N7 0

AcO OAc

Die Synthese wurde nach AAV-4 mit Verbindu@§ (677 mg, 1.00 mmol), Verbindungl
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(1.67 g, 8.00 mmol) und Katalysatd88 (63 mg, 0.10 mmol) durchgefuhrt. Das Prodiékt
wurde als farbloser Sirup erhalten (446 mg, 52%)»HE0,; (856.82 g/mol),R: = 0.27
(PE/EEc 1:1); °C;d]p®° = + 33.1° ¢ = 1.0 in CHC}); *H-NMR (500 MHz, CDC}) 6=7.35
(d, 3Ja = 8.5 Hz, 2H, H-110n), 6.88 (d.2Ja = 8.5 Hz, 2H, H-2i0n), 5.95-5.80 (m, 2H, H+R,
H-3py), 5.36-5.33 (M, 2H, H-4, Keta), 5.19 (dd*Jo3= 10.5,3334= 9.8 Hz, 1H, H-3), 4.94-
4.86 (m, 2H, H-2, H-2"), 5.10 (dd)y » = 7.9,%J» 3 = 10.4 Hz, 1H, H-2), 4.94-4.86 (m, 2H,
H-2, H-3") 4.52-4.46 (m 3J,,= 7.6,%) » = 7.6 Hz, 5H, H-1, H-1", H-6a, Hyd, 4.35-4.33
(m, 1H, H-13,), 4.15-4.00 (m, 4H, H-1h, H-6b, H-6"ab) 3.87 (dddJs s = 0.8 Hz.3J5 ¢'a =
6.4,%J5 ¢ = 6.5 Hz, 1H, H-5"), 3.80 (ddJs4= 9.4,%J45= 9.5 Hz, 1H, H-4), 3.58 (ddd,
J=1.92, 4.88, 9.78 Hz, 1 H), 3.31 (s, 6H, Ofi2.16 (s, 3H, K, 2.15 (s, 3H, H), 2.11 (s,
3H, Hao), 2.05 (s, 3H, |, 2.04 (s, 3H, &), 2.03 (s, 3H, &), 1.96 (s, 3H, ) ppm;°C-
NMR (126 MHz, CDC}) 6=170.4 (CHCO), 170.3 (CHCO), 170.2 (CHCO), 169.8
(CHsCO), 169.5 (CHCO), 169.2 (CHCO), 169.0 (CHCO), 132.0 (Grom: 129.3 (Grom)
128.0 (Grom), 126.9 (Gron), 114.7 (C-3.), 114.1 (C-3y), 103.0 (Gecta), 101.0 (C-17), 99.4 (C-
1), 76.23 (C-4), 72.8 (C-3), 72.6 (C-5"), 71.6 (5-20.9 (C-3), 70.6 (C-57), 69.1 (C-2"),
68.9 (C-L), 67.6 (C-4.), 66.6 (C-4"), 61.9 (C-6), 60.7 (C-6"), 52.6G8s), 20.8 CHsCO),
20.7 CH3CO), 20.6 CH3CO), 20.5 CH3CO) ppm; HRMS (FAB):m/z berechnet fur
CsoHs530,1": 857.3074, gefunden: 857.30934H]"

(E)-4-(4-Dimethoxymethylphenoxy)-but-2-enyl-2,3,6-tHO-acetyl-4-O-(2,3,4,6-tetraO-
acetyl-a-D-glucopyranosyl)f3-D-glucopyranosid (76):
OAc
AcO 0 OMe

Acoéﬁ OAc
AcOO éo& OMe
AcO O\/\/\ o

AcO

Die Synthese wurde nach AAV-4 mit Verbindu6§ (412 mg, 609 pmol), Verbindungl
(2.27 g, 6.10 mmol) und Katalysat88 (39 mg, 61 pmol) durchgefiihrt. Das Produkt
wurde als farbloser Sirup erhalten (396 mg , 76@g)Hs,0,; (856.82 g/mol),R = 0.30
(PE/EE 1:1); §]p°= + 23.8° ¢ = 1.0 in CHC}); *H-NMR (400 MHz, CDC}) 6=7.34 (d,
3Ja = 8.5 Hz, 2H, H-%on), 6.88 (d,2Jar = 8.5 Hz, 2H, H-2om), 5.95-5.80 (m, 2H, H+® H-
3py), 5.40 (d,2Jy > = 3.8 Hz, 1H, H-1"), 5.36-5.33 (M, 2H, H-3"addts), 5.20 (dd>Js4 = 7.8,
33,3= 9.8 Hz, 3H, H-3), 5.04 (ddJ)s 4 = 9.8,%1y 5 = 9.9 Hz, 1H, H-4"), 4.91-4.80 (m, 2H,
H-2, H-2"), 4.59 (d3J,,= 7.9 Hz, 1H, H-1), 4.47 (ddJsan = 12.1 Hz, 1H H-6a), 4.43-4.40
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(m, 2H, H-1y), 4.34-4.16 (m, 2H, H+4), 4.15-3.89 (m, 3H, H-6’ab, H-5"), 3.66 (ddds ¢.=
3.4,%356p= 6.9,%J45= 9.8 Hz, 1H, H-5), 3.30 (s, 6H, OGH2.14 - 2.00 (7 x s, 7 X 3H,
ppm; *C-NMR (126 MHz, CDCJ) =170.4 (CHCO), 170.3 (CHCO), 170.2 (CHCO),
169.8 (CHCO), 169.5 (CHCO), 169.2 (CHCO), 169.0 (CHCO), 132.0 (Grom), 129.3
(Carom), 128.0 (Grom), 126.9 (Gron), 114.9 (C-3.), 114.5 (C-3y), 105.5 (Geeta), 102.7 (C-17),
98.3 (C-1), 76.1 (C-4), 72.9 (C-5), 72.7 (C-3"),7&C-2), 72.0 (C-5"), 71.6 (C-2"), 71.6 (C-
3), 68.0 (C-4) 67.7 (C-4") 67.5 (C+), 61.8 (C-6), 61.5 (C-6"), 52.0 (M3), 20.8
(CH3CO), 20.7 CH3CO), 20.6 CH3CO), 20.5 CH3CO) ppm; HRMS (FAB)m/zberechnet
fiir CagHs30,1": 857.3074, gefunden: 857.310a4H]".

(E)-4-(4-Dimethoxymethylphenoxy)-but-2-enyl-2-acetandio-3,6-di-O-acetyl-4-O-(2,3,4,6-
tetra-O-acetyl{f3-D-galactopyranosyl)-2-desoxyB-d-glucopyranosid (77):

OMe

OAc
OAc
AcO 0 /ég/ o /@)\O Me
e) AcO \/\/\ o

AcO “OAc AchN

Die Synthese wurde nach AAV-4 mit Verbinduig (720 mg, 1.07 mmol), Verbindungl
(1.67 g, 8.00 mmol) und Katalysat88 (63 mg, 0.10 mmol) durchgefiihrt. Das Prodiékt
wurde als farbloser Feststoff erhalten (110 mg, 12%yHs3NO5 (855.83 g/mol), R= 0.21
(EE); Schmelzp.: 87 °Cp]p®°= - 9.4° € = 0.5 in CHC}); *H-NMR (500 MHz, CDC}) =
7.36 (d,%Ja = 8.5 Hz, 2H, H-1on), 6.92 (d,2Ja = 8.5 Hz, 2H, H-20n), 5.92-5.85 (m, 2H, H-
20 H-3py), 5.68 (d, 1 H, NH), 5.31 (s, 1H,aks), 5.29-5.20 (m, H, H-4, H-3,), 5.07 (dd, 1H,
33y 3 = 7.6 Hz, H-2"), 4.90 (dd, 1 HJ» 3 = 7.6,%J3 4 = 3.6 Hz, H-3"), 4.50-4.40 (m, 3H, H-
1, H-1,), 4.42 (d, 1H3J,,= 8.1 Hz, H-1) 4.39 (dd, 1HJs 62 = 5.7,3J6a b = 12.3 Hz H-6a),
4.28-4.12 (m, 3H, H-2, Hyf), 4.05-3.99 (m, 3H, H-6b, H-6a’b"), 3.83-3.78 @hl, H-5, H-
57, 3.70 (dd, 1H3J35= 9.9,%J,5 = 9.9 Hz, H-4), 3.29 (s, 6H, OGH 2.15 (s, 3H, K), 2.14
(s, 3H, Ho, 2.13 (s, 3H, K, 2.06 (s, 3H, ), 2.05 (s, 3H, K, 1.88 (s, 3H, Kuac) ppm:
13C-NMR (126 MHz, CDGJ) J=170.4 (CHCO), 170.3 (CHCO), 170.2 (CHCO), 169.8
(CHsCON), 169.5 (CHCO), 169.2 (CHCO), 169.0 (CHCO), 132.0 (Giom), 129.3 (Gron),
128.0 (Grom), 126.9 (Gron), 114.7 (C-3.), 114.1 (C-3y), 103.5 (Gecta), 100.2 (C-17), 95.2 (C-
1), 75.3 (C-4), 70.6 (C-3), 70.0 (C-3"), 69.5 (G53.0 (C-4.), 68.2 (C-2°), 67.4 (C+4), 67.2
(C-5"), 65.4 (C-4"), 60.9 (C-6), 59.7 (C-6"), 5Z@CHz3), 51.0 (C-2) 20.8 GH3CO), 22.8
(CH3CON), 20.6 CH3CO), 20.5 CHsCO) ppm; HRMS (FAB): m/z berechnet fir
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ngH54NOzo+Z 856.3234, gefunden: 856.323@{H]+.

4-(4-Formylphenoxy)-butyl-B-cellobiosid (78):
OH
oSl o
Ho%\HO Ou~"0
o HO

Die Synthese wurde nach AAV-5 mit Verbinduig (300 mg, 350 pumol) durchgefiihrt. Das
Produkt78 wurde als farbloser Feststoff erhalten (149 m§oBGC3H34013 (518.50 g/mol),
R = 0.16 (DCM/MeOH 5:1); Schmelzp.: 120 °Gy$*° = + 20.4° ¢ = 1.0 in MeOH);'H-
NMR (500 MHz, CDC}) 6=9.80 (s, 1H, Hq), 7.84 (d,2Ja = 8.7 Hz, 1H, H-4on), 7.10 (d,
3Jar = 8.8 Hz, 1H, H-2iom), 4.52 (d.2312 = 7.9 Hz, 1H, H-1), 4.43 (8),, = 7.9 Hz, 1H, H-
1) 4.20 (t,3J3pu40u= 6.7 Hz, 2H, H-4,), 3.86-3.57 (m, 6H, Hyl, H-6, H-6"), 3.50-3.30 (m,
8H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-2", H-3", H-4", H-57),92-1.85 (m, 2H, H-&), 1.84-1.76 (m, 2H,
H-250) ppm;**C-NMR (126 MHz, CDG) 5= 192.9 (Gig), 129.0 (Grom), 115.1 (Grom), 103.4
(C-17), 102.2 (C-1), 80.7 (C-4), 77.1 (C-3"), 7T®5") 75.3 (C-3"), 74.9 (C-5), 73.8 (C-2),
73.5 (C-2), 68.8 (C+l), 67.6 (C-4.), 66.6 (C-4"), 63.9 (C-67), 63.0 (C-6), 27.3 (6)227.2
(C-3,y) ppm; HRMS (FAB):m/z berechnet fiir §Hss0:3: 519.2072, gefunden: 519.2066
[M+H]".

4-(4-Formylphenoxy)-butyl-B-lactosid (79):

OH
OH
HO Oé& o
O HO O\/\/\O
HO

HO OH

Die Synthese wurde nach AAV-5 mit Verbindung (400 mg, 446 pumol) durchgefiihrt. Das
Produkt79 wurde als farbloser Feststoff erhalten (206 m§oB2,3H34013 (518.50 g/mol),
R = 0.15 (DCM/MeOH 5:1); Schmelzp.: 114 °Gj$*° = + 44.6° ¢ = 1.0 in MeOH);'H-
NMR (500 MHz, CDC}) 5=9.81 (s, 1H, Hd), 7.84 (d,2Js = 8.8 Hz, 1H, H-4n), 7.11 (d,
3Ja = 8.8 Hz, 1H, H-2i0n), 4.50 (d2J12 = 8.0 Hz, 1H, H-1"), 4.42 (d)12 = 7.7 Hz, 1H H-1)
4.17 (t,*J3pu.40u= 6.6 Hz, 2H, H-4), 3.95 (dd3Js6a = 1.7,%Ja60= 12.2 Hz, H-6a), 3.89 (dd,
334 = 31,3y 5 = 0.7 Hz, H-4"), 3.78-3.65 (m, 5H, H-6, H-6"ab,1K), 3.52 (dd,*Js4 =
8.9,3%),5 = 9.8 Hz, H-4), 3.50-3.30 (m, 6H, H-2, H-3, H-5;24 H-3", H-5"), 1.95-1.86 (m,
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2H, H-3,), 1.83-1.77 (m, 2H, H) ppm; *C-NMR (126 MHz, CDG) 6=192.9 (G,

129.0 (Grom), 115.1 (Grom), 105.8 (C-17), 103.9 (C-1), 81.3 (C-4), 78.3 (§-¥7.6 (C-5)
77.3 (C-3), 75.9 (C-2), 74.8 (C-3"), 73.6 (C-2').77(C-4"), 68.8 (C+L), 67.6 (C-4,), 66.6
(C-4"), 63.9 (C-6"), 63.0 (C-6), 27.3 (GgR 27.2 (C-3,) ppm; HRMS (FAB):m/zberechnet
fiir C,3H35013: 519.2072, gefunden: 519.208@4H]".

4-(4-Formylphenoxy)-butyl-4-O-(a-p-glucopyranosyl)f3-D-glucopyranosid (80):
OH

Die Synthese wurde nach AAV-5 mit Verbindung (300 mg, 350 umol) durchgefiihrt. Das
Produkt80 wurde als farbloser Feststoff erhalten (139 m§o) T3H34013 (518.50 g/mol),
Ri= 0.20 (DCM/MeOH 3:1); Schmelzp.: 140 °@G]§*°= - 9.8° € = 1.0 in MeOH);*H-NMR
(500 MHz, CDC}) 8=9.84 (s, 1H, Hy), 7.88 (d,2Jar = 8.6 Hz, 1H, H-4on), 7.10 (d,2Js =
8.6 Hz, 1H, H-2iom), 4.56 (d2J1» = 7.9 Hz, 1H, H-1), 4.43 (dJ., = 7.9 Hz, 1H, H-1") 4.20
(t, ®J3pu4pu= 6.6 Hz, 2H, H-4,), 3.86-3.50 (m, 6H, Hyl, H-6, H-67), 3.50-3.30 (m, 8H, H-2,
H-3, H-4, H-5, H-2", H-3", H-4", H-5"), 1.90-1.8®,( 2H, H-3,), 1.84-1.76 (m, 2H, H?)
ppm; *C-NMR (126 MHz, CDCJ) o= 192.9 (Gi), 129.0 (Gron), 122.3 (Grom), 115.1
(Carom), 102.2 (C-1), 96.3 (C-17), 79.7 (C-4), 77.1 (§;37.0 (C-5") 75.0 (C-27), 74.0 (C-5),
73.8 (C-37), 73.5 (C-2), 71.2 (C-4"), 68.2 (691 67.6 (C-4), 63.9 (C-67), 63.0 (C-6), 27.3
(C-2oy), 27.0 (C-3y) ppm; HRMS (FAB):m/zberechnet fir &Hss013": 519.2072, gefunden:
519.2075 M+H]".

4-(4-Formylphenoxy)-butyl-2-acetamido-40-(B-D-galactopyranosyl)-2-desoxyB3-D-
glucopyranosid (81):

OH
OH
o HO Oc~0o

HO “OH AchN

Die Synthese wurde nach AAV-5 mit Verbinduidg (80 mg, 93 pumol) durchgefiihrt. Das
Produkt81 wurde als farbloser Feststoff erhalten (41 mg, ¥ ®4H3/NO;3 (559.56 g/mol),
Ri= 0.25 (DCM/MeOH 3:1); Schmelzp.: 150 °@]§*°= - 2.7° € = 1.0 in MeOH);*H-NMR
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(500 MHz, CDC}) 6=9.85 (s, 1H, Hq), 7.80 (d,*Ja = 8.8 Hz, 1H, H-4on), 7.08 (d,2Js =
8.8 Hz, 1H, H-2iom), 4.60 (d,%J1» = 7.8 Hz, 1H, H-1"), 4.49 (&)1 » = 7.8 Hz, 1H, H-1),
4.12 (t,%33pu 4pu= 6.6 Hz, 2H, H-4), 4.02-3.93 (m, 2H, H6a, H-3a, 3.94 (dd3Js 4 = 3.1
Hz, H-4"), 3.85 (dd®Js ep = 5.5,%Jsa6p = 12.3 Hz, 1H, H-6b), 3.80-3.65 (m, 7H, H-3, H-4,
H-2°, H-3", H-5", H-6"), 3.62-3.60 (m, 2H, H-5, Hbl), 3.55 (d,%J12 = 7.8,%),3 = 9.9 Hz,
1H, H-2), 2.05 (s, 3H, khac), 1.95-1.86 (m, 2H, H+3), 1.83-1.77 (m, 2H, H+R) ppm;*3C-
NMR (126 MHz, CDC}) 0=193.0 (Gig), 174.5 (CHCON), 133.1 (Goon), 116.0 (Grom),
102.8 (C-17), 100.0 (C-1), 78.4 (C-4), 75.3, 742.4, 70.9 (C-3, C-2", C-3", C-5), 70.4 (C-
4’), 68.8 (C-4y), 68.5 (C-5), 67.6 (C), 61.0 (C-6), 60.0 (C-6"), 55.0 (C-2), 27.3 (&)2
26.9 (C-2.), 22.1 CH3CON) ppm; HRMS (FAB)m/zberechnet fi€,sH33NO13": 560.2338,
gefunden: 560.2330M+H]".

Allyl-2-acetamido-4-O-(2,3,4,6-tetraO-acetyl{f3-D-galactopyranosyl)-6O-tert-
butyldiphenylsilyl-2-deoxy-3-O-(2,3,4-tri-O-acetyl-a-L-fucopyranosyl)3-D-
glucopyranosid (82):

OTBDPS

AcO Ohe 0
C
© O

=%

Acd Conc AcHN ™\,
Q7 onc
OAc

AcO

Methode A:

Unter Argonatmospére wurde eine Losung von Akzepi® (300 mg, 361 umol) und Donor
92 (298 mg, 541 pmol) in abs. DCM / DMF (5 mL / 5 milit aktiviertem
Molekularsiebpulver (4 A, 1 g) fiir eine Stunde Bgiumtemperatur geriihrt. AnschlieRend
wurde TBAB (198 mg, 614 mmol) und Kupfer-(ll)-bramn{137 mg, 614 mmol) zu gegeben.
Nach 24 Stunden Reaktionszeit wurde das Losungdgethisch unter vermindertem Druck
entfernt. Der Ruckstand wurde in DCM aufgenommed uber Celite filtriert. Das Filtrat
wurde bei vermindertem Druck evaporiert und dasfRathukt fir 3 Stunden in wassrigem
THF mit einer katalytischen Menge Eisessig geruUArtschlielBend wurde das Rohprodukt
nach AAV-1 acetyliert. Die Trennung des Trisacctiarivon den Edukten erfolgte
saulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Latéini PE/EE (1/1). Das
Anomerengemisch82/85 wurde als farbloser Feststoff erhalten (270 mg%6&/[3-
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Verhaltnis: 1 : 1.1, bestimmt durctH-NMR). Die Trennung des Anomerengemisches
erfolgte durch Saulenchromatographie an Kieselgeldam Laufmittel PE/EE (3/7). Die

Verbindung82 wurde als farbloser Feststoff erhalten (95 mg).

Methode B:

Unter Argonatmospare wurde zu einer Losung von Ataell6 (150 mg, 180 pumol) und
Donor92 (118 mg, 216 pmol) in abs. DCM (3 mL) mit aktiviemi Molekularsieb (4 A, 200
mg) NIS (53 mg/ 0.23 mmol) gegeben. Nach Kihlunig-20 °C wurde zum Reaktionsansatz
Trifluormethansulfonsaure (3 puL, 0.04 mmol) gettopNach einer Stunde wurde die
Reaktion durch Zugabe von Triethylamin abgebrochBre DC-Analyse zeigte keine

Umsetzung zum Produkt.

Methode C:

Unter Argonatmospéare wurde eine Losung von D@®(299 mg, 541 pumol) und DMTST
(186 mg, 722 umol) in abs. DCM (2.5 mL) mit akéistem Molekularsiebpulver (4 A, 200
mgq) fur 30 Minuten bei 0 °C gerthrt. AnschlieBemtee.6sung von Akzeptat16 (300 mg,
361 pmol) in abs. DCM (750 pL) zu gegeben. Nachd&men auf Raumtemperatur wurde
fur eine Stunde gerihrt und anschlielRend die Rmaktiurch Zugabe von Triethylamin
abgebrochen. Nach Fitration tber Celite wurde dasi€ch mit DCM (20 mL) verdiinnt und
mit 1 m HCI, gesattigter NaHCOLOsung sowie mit Wasser gewaschen, mit,S@
getrocknet und konzentriert. Das Filtrat wurde beimindertem Druck evaporiert und das
Rohprodukt fur 3 Stunden in wassrigem THF mit ekegalytischen Menge Eisessig geruhrt.
Anschlie3end wurde das Rohprodukt nach AAV-1 agatylDie Trennung des Trisaccharids
von den Edukten erfolgte saulenchromatographiscKiaselgel mit dem Laufmittel PE/EE
(1/1). Das Anomerengemis@&2/85wurde als farbloser Feststoff erhalten (155 m§bp 39/3-
Verhaltnis: 4.3 : 1, bestimmt durctH-NMR). Die Trennung des Anomerengemisches
erfolgte durch Saulenchromatographie an Kieselgeldam Laufmittel PE/EE (3/7). Die
Verbindung82 wurde als farbloser Feststoff erhalten (103 mg).

Methode D:

Unter Argonatmospéare wurde eine Losung von D@®(240 mg, 433 pmol), 2,6-0Oert-
butyl-4-methylpyridin (300 mg, 361 pmol) in abs. BIC(2 mL) mit aktiviertem
Molekularsiebpulver (4 A, 200 mg) fir 30 Minuteni bel0 °C geriihrt. Es folgte die Zugabe
einer 1M Losung von Dimethyldisulfid und 7® in abs. DCM (450 pL, 450 pmol). Nach

246



7. Experimenteller Teil

weiterem Rihren fur 30 Minuten bei - 40 °C wurdeeei 0sung von Akzeptdr16 (300 mg,
361 pmol) in abs. DCM (750 pL) zugegeben. Nackeretunde Reaktionszeit wurde die
Reaktion durch Zugabe von Triethylamin abgebrociNath Fitration Uber Celite wurde das
Gemisch mit DCM (20 mL) verdunnt, mitM HCI, gesattigter NaHC&L6sung und Wasser
gewaschen, Uber NaO, getrocknet und konzentriert. Das Rohprodukt wuide3 Stunden

in wassrigem THF mit einer katalytischen Menge &g geruhrt. AnschlielRend wurde das
Rohprodukt nach AAV-1 acetyliert. Die Trennung déssaccharids von den Edukten
erfolgte séulenchromatographisch an Kieselgel natndLaufmittel PE/EE (1/1). Das
Anomerengemisch82/85 wurde als farbloser Feststoff erhalten (266 mg%67/[3-
Verhaltnis: 8.3 : 1, bestimmt durctH-NMR). Die Trennung des Anomerengemisches
erfolgte durch Saulenchromatographie an Kieselgeldam Laufmittel PE/EE (3/7). Die
Verbindung82 wurde als farbloser Feststoff erhalten (187 mg).

Methode E:

Unter Argonatmospare wurde eine Losung von D@®(240 mg, 433 pmol) und MeOTf
(50 pg, 433 pmol) in abs. DCM (2.5 mL) mit aktitem Molekularsiebpulver (4 A, 200 mg)
fur 30 Minuten bei - 40 °C gerlhrt. AnschlieRendrdeieine Losung von Akzept@d 6 (300
mg, 361 pumol) in abs. DCM (750 pL) zu gegebenwlasde fir eine Stunde gerihrt und
anschliel3end die Reaktion durch Zugabe von Triathiyl abgebrochen. Das Gemisch wurde
mit DCM (20 mL) verdunnt, mit 1m HCI, gesattigter NaHC®L6sung und Wasser
gewaschen, Uber NaO, getrocknet und konzentriert. Das Rohprodukt wdide3 Stunden
in wassrigem THF mit einer katalytischen Menge &g geruhrt. AnschlieRend wurde das
Rohprodukt nach AAV-1 acetyliert. Die Trennung déssaccharids von den Edukten
erfolgte séulenchromatographisch an Kieselgel n@tndLaufmittel PE/EE (1/1). Das
AnomerengemiscB2/85wurde als farbloser Feststoff erhalten (84 mg, 2a%-Verhaltnis:
4.3 : 1, bestimmt durctH-NMR).

Charakterisierung fiB2: Cs3H71NO2,Si (1102.21 g/mol)R = 0.45 (EE); Schmelzp.: 176 °C;
[0]o?® = + 74.5° € = 1.0 in CHC}); *H-NMR (500 MHz, CDC}) d = 7.80-7.62 (m, 4H,
Haron), 7.51-7.34 (m, 6H, ko), 5.92-5.82 (m, 1H, H-3), 5.81 (d.2J2, Hnac = 8.9 Hz, 1H,
Hnac), 5.43 (d,2)y 2 = 3.2 Hz, 1H, H-17), 5.32 (#Js~ 4~ = 3.2 Hz, 1H, H-4""), 5.29-5.20 (m,
1H, H-3ay), 5.19-4.99 (m, 5H, H-2", H-4", H-5", H-2"", H-3h 4.99-4.90 (Mm3Js 4+ = 3.2,
33y~ 3+ = 10.1 Hz 2H, H-3", H-3"), 4.69 (dJ),~»- = 8.1 Hz, 1H, H-17), 4.57 (FJ.> = 6.2
Hz, 1H, H-1), 4.34-4.25 (ddJ1apan = 11.2, 33141201 = 5.1 Hz, 1H, H-1g), 4.22-4.16 (m, 2H,
H-4, H-6a”"), 4.11-4.01 (m, 2H, H-6b"", H-}p 4.00-3.92 (m, 4H, H-2, H-3, H-6ab), 3.73
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(dd, 3Js g2 = 6.4,%J5~ g = 6.4Hz, 1H, H-57"), 3.33 (dddJs 6a= 6.7,°J5.6p= 6.7,%J45= 10.5
Hz, 1H, H-5), 2.14 (s, 3H, K), 2.11 (s, 3H, k), 2.08 (s, 3H, k), 2.06 (s, 3H, k), 2.03
(s, 3H, H), 2.02 (s, 3H, k), 2.00 (s, 3H, k), 1.87 (s, 3H, k), 1.31 (d,*Js ¢ = 6.5 Hz,
3H, H-6"), 1.08 (s, 9H, SiC(GHt) ppm; *C-NMR (126 MHz, CDGC)) d = 170.4-169.4
(CH3CO), 136.5 - 134.5 (Gon), 133.5 (C-21), 130.5 — 126.9 (Gom), 116.8 (C-3)), 105.7
(C-17), 99.7 (C-17"), 99.0 (C-1) 83.6 (C-4), 80@4), 76.8 (C-3"), 75.6 (C-3), 74.9 (C-5),
70.7 (C-37), 70.6 (C-57"), 70.3 (C-2"), 69.9 (G)169.1 (C-27), 68.9 (C-5"), 66.5 (C-4"),
61.4 (C-6), 60.8 (C-6"), 52.8 (C-2), 26.7 (SBE{3)), 24.0 — 20.3C¢HsCO), 19.1 (SC(CHs)),
15.8 (C-6") ppm; HRMS (ESIm/z berechnet fiir §H71NO,,SiNa": 1124.4135, gefunden:
1124.4153M+Na]*.

Allyl-2-acetamido-4-O-(2,3,4,6-tetraO-acetyl{f3-D-glucopyranosyl)-6-O-tert-
butyldiphenylsilyl-2-deoxy-3-O-(2,3,4-tri-O-acetyl-a-L-fucopyranosyl)3-D-

glucopyranosid (83):

OTBDPS
OAc

ACO%PFO&O
AcO d o
AcHN ™\

OAc
Q7 oac
OAc

AcO

Gemal der Synthese (Methode D) von Verbindg@&gurden Dono®2 (318 mg, 578 pmol)
und Akzeptorl19 (400 mg, 482 pmol) mit einerdd DCM-L6sung (578 pL, 578 umol) von
Dimethyldisulfid und T§O in abs. DCM (8 mL) zur Reaktion gebracht. Das
Anomerengemisch wurde als farbloser Feststoff &ghdB35 mg, 63%q/B-Verhaltnis: 9.5 :
1, bestimmt durchH-NMR). Die saulenchromatographische Anomerentregriieferte die
Verbindung83 als farblose Feststoff (240 mg, 72%)371NO,.Si (1102.21 g/mol)Rs =
0.45 (EE); Schmelzp.: 170 °Cg]p?° = + 34.9° ¢ = 1.0 in CHC}); *H-NMR (500 MHz,
CDCly) § = 7.79-7.60 (m, 4H, Kon), 7.52-7.34 (m, 6H, kbn), 5.88 (ddd 33, 3a1= 5.2,3Jsis =
10.7,3Jyans= 17.5 Hz), 5.81 (fJo 1nac = 8.9 Hz, 1H, Hiac), 5.40 (d,*Jy o = 3.0 Hz, 1H, H-
1), 5.29-5.20 (m, 1H, H-38, 5.19-4.99 (m, 6H, H-2", H-4", H-5", H-2"", H-4H-3hy),
4.98-4.90 (m, 2H, H-3", H-3"), 4.62 (8~ >~ = 8.0 Hz, 1H, H-17"), 4.58 ()12 = 7.9 Hz,
1H, H-1), 4.29 (dd®Jiapan= 10.9,°J1a12a1 = 5.0 Hz, 1H, H-1g), 4.21-4.16 (m, 2H, H-4, H-
6a’’), 4.11-4.07 (m, 1H, H-1p, 4.00-3.92 (m, 5H, H-2, H-3, H-6ab, H-6b""), 3&Rid, %), s
= 9.9 3J562= 4.3,%05 6o = 2.1 Hz, 1H, H-5),, 2.16 (s, 3H,a), 2.13 (s, 3H, k), 2.08 (s, 3H,
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Hac), 2.06 (s, 3H, i), 2.04 (s, 3H, k), 2.01 (s, 3H, k), 2.00 (s, 3H, &), 1.85 (s, 3H,
Hac), 1.32 (d,3Js ¢ = 6.5 Hz, 3H, H-6"), 1.08 (s, 9H, SiC(G)) ppm;**C-NMR (126 MHz,
CDCl;) 6=170.4-169.4 (CECO), 136.5 - 134.5 (Gom), 133.5 (C-2i), 130.5 — 126.9 (Gom),
116.8 (C-3i), 103.3 (C-17), 100.4 (C-1) 99.5 (C-17), 83.64%; 75.6 (C-3), 75.1 (C-3),
74.9 (C-5), 70.6 (C-57"), 70.3 (C-27), 69.9 (&)169.5 (C-37), 69.1 (C-27"), 68.4 (C-5"), 67.7
(C-47), 66.5 (C-47), 61.8 (C-67), 61.2 (C-6), 51(8-2), 26.9 (SiCCH3)), 24.0 — 20.3
(CH3CO), 19.0 (SC(CH3), 15.7 (C-6") ppm; HRMS (ESI):m/z berechnet fir
Cs3H71NO,,SiNa'™: 1124.4135, gefunden: 1124.41184Na]".

Allyl-2-acetamido-4-O-(2,3,4,6-tetraO-acetyl{f3-D-galactopyranosyl)-6O-tert-
butyldiphenylsilyl-2-deoxy-3-O-(2,3,4,6-tetraO-acetyl-a-L-galactopyranosyl)3-D-

glucopyranosid (84):

OTBDPS
OAc

A°°WO§&O
d o
AcHN ™\

AcO “OAc
AcO Q OAc
OAc

AcO

Gemall der Synthese (Methode D) von Verbind8&8gwurden Donor93 (735 mg, 1.08
mmol) und Akzeptorl16 (750 mg, 904 pmol) mit einer 1t DCM-L6sung (1.08 pL, 1.08
mmol) von Dimethyldisulfid und TO in abs. DCM (8 mL) zur Reaktion gebracht. Das
Anomerengemisch wurde als farbloser Feststoff e&#hgb56 mg, 53%q/B-Verhéltnis: 8.7 :
1, bestimmt durchH-NMR). Die saulenchromatographische Anomerentregriieferte die
Verbindung84 als farblose Feststoff (491 mg, 88%)sk:3NO,,Si (1160.24 g/mol)Rs =
0.36 (EE); Schmelzp.: 185 °Cy]p® = + 55.8° ¢ = 1.0 in CHC}); *H-NMR (500 MHz,
CDCly) 6 = 7.74-7.67 (m, 4H, Kon), 7.48-7.30 (M, 8H, Ko, 6.84 (d,*Js = 8.0 Hz, 2H, H-
2arom), 6.00 (d,2Jo nac = 7.8 Hz, 1H, Hiac), 5.97 — 5.79 (m, 2H, Hp2 H-3uy), 5.36 (d,2Jz 4
= 3.0 Hz, 1H, H-4"), 5.34-5.31 (M, 2H, H-4""adds), 5.15 (dd 1> = 3.6,%Jr 3 = 9.4 Hz,
1H, H-2"), 5.06-4.99 (m, 2H, H-3", H-2""), 4.95 .94 (m, 2H, H-1", H-3""), 4.80 (dJ..=
7.8 Hz, 1H, H-1), 4.60 (), >~ = 8.0 Hz, 1H, H-17), 4.51 - 4.47 (m, 2H, H} 4.39-4.16
(m, 4H, H-3, H-6"ab, H-1qQ), 4.11 - 3.99 (m, 3H, H-4, H-6""ab, Hyxlph 3.97-3.89 (m, 3H,
H-6ab, H-57), 3.62 (ddd®J1, = 7.8,%)3 = 7.2 Hz*J unac = 7.8 Hz, 1H, H-2), 3.55 (dd,
335 62 = 6.6,%J5 g2~ = 6.9 Hz, 1H, H-5""), 3.39-3.31 (m, 1H H-5), 3.28 ¢}, OCH), 2.17
(s, 3H, H), 2.16 (s, 3H, K;), 2.10 (s, 3H, k), 2.08 (s, 3H, k), 2.06 (s, 3H, k), 2.03 (s,
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3H, Hac), 2.00 (s, 3H, &), 1.99 (s, 3H, K), 1.95 (s, 3H, k), 1.07 (s, 9H, SIiC(CkJs) ppm;
13C-NMR (126 MHz, CDGJ) § = 170.9-168.5 (CECO), 136.0 - 127.4 (Gon), 114.1 (C-2y),
113.4 (C-3y), 103.0 (Gect), 100.2 (C-17), 98.9 (C-1), 98.7 (C-17), 75.5 §§;-74.3 (C-4),
74.2 (C-3), 71.1 (C-5"), 70.7 (C-3"), 70.7 (C-570.4 (C-3"), 69.4 (C-}), 69.1 (C-27), 69.0
(C-27), 68.8 (C-4,), 68.7 (C-4"), 67.9 (C4l), 67.4 (C-47"), 62.5 (C-6), 61.3 (C-6), 60.9 (C-
67), 54.9 (C-2), 52.5 (OH3), 26.6 (SICCH3)), 23.1 — 20.1¢H3CO), 19.1 (ST(CHj3)) ppm;
HRMS (ESI): m/z berechnet fur &H;3sNO,,SINa: 1182.4189, gefunden: 1124.4213
[M+Na]".

Allyl-2-acetamido-4-O-(2,3,4,6-tetraO-acetyl{f3-D-galactopyranosyl)-6O-tert-
butyldiphenylsilyl-2-deoxy-3-O-(2,3,4-tri-O-acetylf3-L-fucopyranosyl)3-D-
glucopyranosid (85):

AcO
ACO OAc

o OTBDPS
AcO oO 0 o

7 onc ANH N
OAc

AcO

Die Verbindung5 wurde als Nebenprodukt der Glycosylierungen zwbwelung82 erhalten
(233 mg, 45%). GH71NO,,Si (1102.21 g/mol)R = 0.42 (EE); Schmelzp.: 170 °Gy]p*°= +
10.5° € = 1.0 in CHC}); 'H-NMR (500 MHz, CDC}) J = 7.81-7.59 (m, 4H, Kom), 7.51-
7.29 (m, 6H, Hom, 6.12 (s, 1H, Kac), 5.97-5.79 (m, 1H, H-3), 5.33 (d,3J3- 4 = 3.1 Hz,
1H, H-4""), 5.29-5.24 (m, 1H, H-3d, 5.20 (d,*Js 4 = 3.2 Hz, 1H, H-4"), 5.17-5.08 (m, 2H,
H-2", H-2ky), 5.03 (dd,2J;- 5 = 7.9,%3, 3~ = 10.5 Hz, 1H, H-2""), 4.99 (ddJs 4 = 3.2,
%33 = 10.5, 3.44 Hz, 1H, H-3), 4.95 (ty > = 8.1 Hz, 1H, H-1"), 4.91 (dd)s- 4 = 3.1,
33y 3= 10.5 Hz, 1H, H-3"), 4.83 (d)1,= 6.6 Hz, 1H, H-1), 4.59 (¢, >~ = 7.9 Hz, 1H,
H-17), 4.34-4.22 (m, 2H, H-3, H-13, 4.13-4.08 (m, 2H, H-6""), 4.06-4.00 (m, 2H, HH¥,
1byy), 3.94-3.89 (m, 2H, H-6), 3.82 (§ls ¢ = 6.1 Hz, 1H, H-5"), 3.64 (dd); 2= 6.6,3J, 5=
6.6 Hz, 1H, H-2), 3.57 (ddJs" ¢a~= 6.7,%J5" 6a~= 6.7 Hz, 1H, H-5"), 3.40-3.28 (m, 1H, H-
5), 2.17 (s, 3H, i), 2.16 (S, 3H, k), 2.04 (s, 6H, 2 x k), 2.03 (s, 3H, k), 2.00 (s, 3H,
Hac), 1.96 (s, 3H, k), 1.91 (s, 3H, k), 1.22 (d,*Js ¢ = 6.1 Hz, 3H, H-67), 1.08 (s, 9H,
SiC(CH)s) ppm; *C-NMR (126 MHz, CDGJ) J = 170.4-169.4 (CECO), 136.5 - 134.5
(Carom), 133.8 (C-2)), 130.3 — 126.9 (Son), 116.8 (C-3y), 99.4 (C-17), 98.8 (C-17), 98.6 (C-
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1), 75.3 (C-5), 74.6 (C-3), 74.1 (C-4), 71.2 (C;F0.7 (C-57"), 70.4 (C-4"), 70.3 (C-3""), 69.2
(C-57), 69.1 (C-2°), 68.9 (C-2""), 68.8 (Gr)l, 66.5 (C-4""), 62.6 (C-6), 60.5 (C-6""), 54.4 (C-
2), 29.4 (C-6"), 26.8 (SiQHs)), 23.4 — 20.1CH3CO), 19.2 (ST(CH2)) ppm: HRMS (ESI):
m/zberechnet fir §H;1NO2,SiNa": 1124.4135, gefunden: 1124.41464Na]".

Allyl-2-acetamido-3-O-(2,3,4,6-tetraO-acetyl{f3-D-galactopyranosyl)-6O-tert-
butyldiphenylsilyl-2-deoxy-4-O-(2,3,4-tri-O-acetyl-a-L-fucopyranosyl)3-D-
glucopyranosid (86):

AcO
OAc

o) OAc

OTBDPS
AcO o (e

AcO o) (@)

0 AcHN X\,

AcO “OAc

Gemal der Synthese (Methode D) von Verbinds@giurden Dono®2 (238 mg, 433 pmol)
und Akzeptorl17 (300 mg, 361 pumol) mit einerdd DCM-L6sung (433 pL, 433 umol) von
Dimethyldisulfid und T$O in abs. DCM (2.5 mL) zur Reaktion gebracht. Das
Anomerengemisckvurde als farbloser Feststoff erhalten (234 mg, 5@%-Verhéaltnis: 7.8 :
1, bestimmt durchH-NMR). Die séulenchromatographische Anomerentregriieferte die
Verbindung86 als farblose Feststoff (201 mg, 86%)3;1NO,Si (1102.21 g/mol)R; =
0.43 (EE); Schmelzp.: 162 °Cy]p?™® = - 5.4° € = 1.0 in CHC}); 'H-NMR (500 MHz,
CDCly) d = 7.79-7.60 (m, 4H, ko), 7.51-7.33 (M, 6H, ko), 5.92-5.82 (m, 1H, Hz),
5.75 (d,%J2, hnac = 8.6 Hz, 1H, Hiad), 5.37 (d,3J37 4+ = 3.4 Hz, 1H, H-4"), 5.31 (dJs 4 =
3.3 Hz, 1H, H-4"), 5.29-5.20 (m, 3H, H-1"", H-3H;3ay), 5.10 (d,’J;, = 8.0 Hz, 1H, H-1),
4.97 (m, 2H, H-5", H-3Q), 4.95 (dd,*Jy » = 8.1,%)y 3 = 10.4 Hz, 1H, H-2"), 4.91 (dd,
3315+ = 3.8,%, 3 = 10.4 Hz, 1H, H-2""), 4.76 (ddJs4 = 9.4,%3,5 = 10.0 Hz, 1H, H-3),
4.71 (dd,2Js 4 = 3.3,%3y 3 = 10.4 Hz, 1H, H-3°), 4.49 (d)y > = 8.1, 1H, H-1") 4.40 (dd,
2eap= 11.6,%J5 62 = 6.5 Hz, 1H, H-6a"), 4.34 (dlJsap= 11.6,%J5 ¢ = 6.7 Hz, 1H, H-6b"),
4.30 (dd,*Jrapan = 11.3,%J1a12a1 = 5.0 Hz, 1H, H-1g,), 4.09 (ddd3J; > = 8.0,%35 1inac = 8.6,
33,3=10.0 Hz 1H, H-2), 4.05 (d&J1apar= 11.3,%J1a10a1= 5.1 Hz, 1H, H-1k) 4.00 (dd}Js 4
=9.4,3),5 = 9.4 Hz, 1H, H-4), 3.92 (ddJsan = 11.8,°J56a= 2.9 Hz, 1H, H-6a), 3.65 - 3.60
(m, 2H, H-6b, H-5), 3.56- 3.50 (m, 1H, H-5), 2.(3 3H, H), 2.10 (s, 3H, k), 2.07 (s,
3H, Hac), 2.05 (s, 3H, k), 2.03 (s, 3H, k), 2.01 (s, 3H, k), 1.99 (s, 3H, K), 1.87 (s,

251



7. Experimenteller Teil

3H, Hac), 1.21 (d,3Js ¢~ = 6.5 Hz, 3H, H-6""), 1.08 (s, 9H, SiC(©r) ppm;**C-NMR (126

MHz, CDCk) d=171.5 - 169.4 (C§CO), 136.2 - 134.5 (Lo, 133.1 (C-2y), 130.5 — 126.9
(Carom), 116.8 (C-3y), 100.5 (C-17), 97.1 (C-1"), 95.9 (C-1), 75.64%;-74.0 (C-5) 73.5 (C-
3), 72.8 (C-37), 72.2 (C-4"), 71.2 (C-5"), 70.92C), 69.9 (C-}), 68.6 (C-57), 67.4 (C-2),
66.7 (C-3"), 64.3 (C-47"), 62.3 (C-6), 60.9 (C-69.2 (C-2), 26.7 (SiCH3)), 24.0 — 20.3
(CH3CO), 19.1 (SC(CHs)), 15.8 (C-6) ppm; HRMS (ESI):m/z berechnet fir
Cs3H71NO,,SINa'™: 1124.4135, gefunden: 1124.41464Na]".

Allyl-2-acetamido-4-O-(2,3,4,6-tetraO-acetyl{f3-D-galactopyranosyl)-30-(2,3,4-tri-O-
acetyl-a-L-rhamnopyranosyl)-6-O-tert-butyldiphenylsilyl-2-deoxy-B-D-glucopyranosid

(87):

OTBDPS

OAc
AcO 0 (0]

%ﬁf o 0
Aco Sone AcHN "\
AcO Q

OAc

OAc

Gemal der Synthese (Methode B) von VerbindLh§wurden Trichloracetimida®4 (315
mg, 722 pmol) und Akzeptdr16 (500 mg, 602 pmol) mit Trimethylsilyltriflat (11 yL13
mg, 60 pumol) in absolutem DCM (5 mL) zur Reakticebgacht. Das Produl&7 wurde als
farbloser Feststoff erhalten (278 mg, 42%g3HG1INO2,Si (1102.21 g/mol)R: = 0.39 (EE);
Schmelzp.: 163 °Cip?°= - 13.6° ¢ = 1.0 in CHC}); *H-NMR (500 MHz, CDC}) = 7.75-
7.69 (M, 4H, Hion), 7.47-7.34 (M, 6H, Kon), 6.20 (S, 1H, Kuac), 5.86 (ddd>J; a1= 5.6,
3Jeis= 10.7,%3ans= 22.2 Hz, 1H, H-2iy), 5.32 (d,*J3- 4~ = 3.5 Hz, 1H, H-47"), 5.27-5.19 (m,
3H, H-2", H-3", H-3auy), 5.15 (dd;"J apan= 0.8,%Jis= 10.7 Hz, 1H, H-3Ry), 5.11-5.04 (m,
2H, H-4" H-27), 4.94 (dd3J3- 4 = 3.5,%3,-3- = 10.5 Hz, 1H, H-3"), 4.92 (ps, 1H, H-1),
4.84 (d,3)1,= 6.2 Hz, 1H, H-1), 4.76 (FJ-= 8.1 Hz, 1H, H-1"), 4.48 (qdJs ¢ = 6.1,
3y 5 = 9.9 Hz, 1H, H-5), 4.31-4.20 (m, 3H, H-3, H-6a, B), 4.13-4.07 (dd*Jsap= 11.6,
3J5,60= 6.8 Hz, 1H, H-6b), 4.06-3.94 (m, 4H, H-4, H-67 &blhy), 3.75 (dd3Js 6= 6.8,%J5 6

= 6.8 Hz, 1H, H-5), 3.53-3.42 (m, 1H, H-2), 3.328(m, 1H, H-57), 2.12 (s, 3H,43), 2.09
(s, 3H, Hy), 2.02 (s, 6H, 2 x k), 1.97 (s, 9H, 3 x k), 1.87 (s, 3H, k), 1.25 (d,*Js ¢ =
6.1 Hz, 3H, H-67), 1.10 (s, 9H, SiC(GH) ppm; *C-NMR (101 MHz, CDCJ) 6=172.1-
168.8 (CHCO), 136.8-134.3 (Gon), 133.8 (C-2)), 130.6-127.4 (Gom), 117.3 (C-31), 99.4
(C-17), 97.6 (C-1), 97.4 (C-1"), 75.5 (C-3), 74T-5), 74.0 (C-4), 71.2 (C-4), 71.1 (C-4),
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70.7 (C-57), 70.6 (C-37), 70.1 (C-3), 69.3 (@)1 68.9 (C-27), 68.7 (C-27), 67.0 (C-47),
66.3 (C-57), 62.1 (C-6"), 60.8 (C-6), 55.7, (C-29.6 (C-6"), 27.1 (Si@Hs)), 23.7-19.9
(CH3CO), 19.3 (ST(CHs)) ppm; HRMS (ESI): m/z berechnet fiir §H71NO,,SINa'":
1124.4135, gefunden: 1124.42084Na]".

Allyl-2-acetamido-4-O-(2,3,4,6-tetraO-acetyl{f3-L-galactopyranosyl)-6O-tert-
butyldiphenylsilyl-2-deoxy-3-O-(2,3,4-tri-O-acetyl-a-D-fucopyranosyl)3-D-
glucopyranosid (88):

AcO OTBDPS

OAc oA
c
eroe Lo
AcO 0 0)

AcO| AcHN N\

o)

AcO

AcO

Gemal der Synthese (Methode D) von Verbindg@&g/urden Dono®6 (358 mg, 650 pmol)
und Akzeptorl21 (450 mg, 542 pmol) mit einerd DCM-L6sung (650 pL, 650 pmol) von
Dimethyldisulfid und T§O in abs. DCM (3.5 mL) zur Reaktion gebracht. Das
Anomerengemisch wurde als farbloser Feststoff s&#ha(352 mg, 59%gq/B-Verhaltnis:
6.9:1, bestimmt durchH-NMR). Die saulenchromatographische Anomerentragniieferte
die VerbindungB8 als farblose Feststoff (265 mg, 75%3s;1NO2.Si (1102.21 g/mol)Rq=
0.39 (EE); Schmelzp.: 166 °Ca]p® = + 30.4° ¢ = 1.0 in CHC}); *H-NMR (500 MHz,
CDCly) 5= 7.78-7.66 (m, 4 H, ko), 7.45-7.32 (m, 6 H, ko), 5.90 (dddd>J; oa1 = 5.0,
331 2a1 = 5.6, 3Jaicis = 11.1, *Jajyans= 17.6 Hz, 1H, H-2), 5.75 (d,3Jwn2 = 8.1 Hz, 1H,
NHAc), 5.40 (d,%Jy » = 3.0 Hz, 1H, H-1") 5.35 (dfJs 4 = 3.3 Hz, 1H, H-4""), 5.22-4.99
(m, 6H, H-2", H-4", H-5", H-2"", H-3a H-3hy), 4.95 - 4.88 (m, 2H, H-3", H-37"), 4.80 (d,
331,= 7.8 Hz, 1 H, H-1), 4.75 (d)y »-= 7.8 Hz, 1 H, H-17"), 4.31 (ddJ1a pai= 12.9,%31 2a
=5.1 Hz, 1H, H-14), 4.17-4.10 (m, 2H, H-6""a,b), 4.09-3.98 (m, 2H4H-1hy), 3.96-3.78
(m, 4H, H-3, H-6ab, H-57), 3.54 (ddil;» = 7.8,%Jnn = 8.1, 3353 = 9.9 Hz, 1H, H-2),
3.43 (ddd2Js5 = 9.9,%J56a= 5.3, 3Js6p = 6.2 Hz, 1H, H-5), 2.16 (s, 3H,A), 2.15 (s, 3H,
Hac), 2.10 (s, 3H, k), 2.08 (s, 3H, k), 2.06 (s, 3H, k), 2.03 (s, 3H, k), 1.99 (s, 3H,
Had), 1.72 (s, 3H, k), 1.28 (d3Js ¢ = 6.5 Hz, 3H, H-6"), 1.07 (s, 9 H, SiC(GQr) ppm:;*°C-
NMR (126 MHz, CDCJ) = 170.4 - 169.4 (CECO), 136.6 - 134.8 (Gom), 134.2 (C-2)),
130.4 — 127.0 (Gon), 117.2 (C-3), 104.6 (C-1"), 101.8 (C-1""), 100.1 (C-1), 81@4),
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79.7 (C-4), 76.8 (C-3°), 76.3 (C-3), 75.7 (C-5),&2C-3'), 72.2 (C-57), 71.4 (C-2"), 70.3
(C-2°), 69.9 (C-1), 69.3 (C-4"), 68.8 (C-5") 61.9 (C-6), 61.2 (C)6'55.9 (C-2), 26.6
(SiIC(CH3)), 24.0 — 20.3 CHsCO), 19.2 (SC(CHg)), 15.8 (C-6") ppm; HRMS (ESIm/z
berechnet fur §H,1NO.SiNa": 1124.4135, gefunden: 1124.4118HNa]".

Allyl-2-acetamido-6-O-tert-butyldiphenylsilyl-2-deoxy-8-D-glucopyranosid (89):

OTBDPS

O
HO o

O AN M\

Allylglycosid 28B (6.78 g, 17.5 mmol) wurde in einer methanolischeatriNmmethanolat-
Losung gelést (60 mL, 0.1 M) und fir 24 Stunden Baumtemperatur gerihrt. Der
Reaktionsansatz wurde mit Amberlite IR 120 YHheutralisiert. Nach Filtration und
Evaporierung des Losungsmittels wurde das Rohptodinkgkt in der folgenden Reaktion
verwendet. Dazu wurde zu einer Losung aus Verbigdi4nl2 g, 17.5 mmol) und einer
katalytischen Menge DMAP in abs. Pyridin / DCM (®Q; 1 / 1) TBDPSCI (5.85 mL, 22.8
mmol) bei 0 °C gegeben und der Reaktionsansatz Baghrmen auf Raumtemperatur tUber
Nacht gerthrt. Nach DC-Kontrolle (DCM/MeOH, 5:1) mle das L6sungsmittel bei
vermindertem Druck entfernt, das Rohprodukt in DCNMO mL) aufgenommen und mitM
HCI (2 x 100 mL), ges. NaHC£L6sung (100 mL) sowie ges. NaCl-Losung (100 mL)
gewaschen. Nach Evaporation des Losungsmittels ewvurdas Rohprodukt
saulenchromatographisch an Kieselgel mit dem LatghlDCM/MeOH (9/1) gereinigt. Die
Verbindung89 wurde als farbloser Sirup erhalten (6.64 g, 8(Ro¥. 0.75 (DCM/MeOH 5:1);
[0]o?® = - 43.5° ¢ = 1.0 in CHC}); *H-NMR (400 MHz, CDC}) o=7.74-7.62 (m, 4H,
Harom), 7.42-7.31 (m, 6H, kbn), 6.46 (s, 1H, Rac), 5.89 (M, 1H, H-gy), 5.28-5.11 (m, 2H,
H-3a,kuy), 4.49 (d,°J12= 8.1 Hz, 1H, H-1), 4.32 (ddJ1ap= 12.8,%J142a1= 4.8 Hz, 1H, H-
Lauy), 4.05 (dd,Jiap= 12.8,%J1poan = 6.2 Hz, 1H, H-1ky), 4.01-3.92 (m, 1H, H-6a), 3.88
(dd, 2Jsap = 10.8,3J5 6, = 5.3 Hz, 1H, H-6b), 3.72 (dd)o3= 9.2,3J54 = 9.2 Hz, 1H, H-3),
3.61-3.49 (m, 2H, H-2, H-4), 3.47-3.37 (m, 1H, H-3)05 (s, 3H, NHE3), 1.03 (s, 9H,
SiC(CHs)s) ppm; *C-NMR (101 MHz, CDCJ) 6= 172.8 (CHCON), 135.6 (Grom), 133.6
(Carom), 133.2 (C-31), 129.8 (Grom), 129.5 (Grom), 127.7 (Gron), 127.5 (Grom), 117.8 (C-2),
99.2 (C-1), 75.8 (C-5), 71.9 (C-3), 71.8 (C-4), 771C-1u), 64.0 (C-6), 57.8 (C-2), 26.7
((CH3)CSI), 23.4 CH3CON), 19.2 ((CH)CSIi) ppm; MALDI-TOF: m/z berechnet fur
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C7H3/NOgSi: 499.24, gefunden: 522.2@VifNa]". Optische Rotation und NMR-Daten
entsprechen den Literaturwertéff!

2,3,4,6-TetraO-acetyl-a-D-galactopyranosyl-trichloracetimidat (90):

OAc

AcO
(0]
AcO
AcO
O\”/CCI3
NH

Die Synthese der 1-OH freien Verbindung wurde nA#&y-3 Teil 1) mit Verbindung33
(5.00g, 13.0 mmol) und Benzylamin (2.10 mL, 19.0@hmTHF (20 mL) durchgefihrt.
Chromatographie: Kieselgel mit PE/EE (1:1) Die \edung 98 wurde als farbloser Sirup
erhalten (2.70 g, 60%¢/B-Verhaltnis 1:1). R= : 0.37 (PE/EE 1:2); die NMR-Daten
entsprechen den Literaturwertéfi.

Die Synthese des Trichloracetimidats wurde nach AAVeil 2) mit Verbindun®8 (2.70 g,
7.70 mmol), Trichloracetonitril (23 mL, 0.23 molnhd einer katalytischen Menge DBU in
abs. Dichlormethan (100 mL) durchgefuhrt. Die Vedaung 90 wurde als farbloser Sirup
erhalten (2.50 g, 66%)R; = : 0.57 (PE/EE 2:1)p]p*° = + 116.0° ¢ = 1.0, CHC)); *H-NMR
(400 MHz, CDC}) d=8.69 (s, 1H, khiga), 6.62 (d,2J12= 3.4 Hz, 1H, H-1), 5.58 (ddJs5=
0.5,%334= 2.9 Hz, 1H, H-4), 5.45 (ddJ3 4= 2.9,%J,5= 10.9 Hz, 1H, H-3), 5.38 (dd); > =
3.4,%3,3=10.9 Hz, 1H, H-2), 4.46 (ddJs5 2= 6.6,%J56p= 6.6 Hz, 1H, H-5), 4.19 (ddJsas

= 11.3,%J56a= 6.6 Hz, 1H, H-6a), 4.11 (ddJsan= 11.3,°J5 6, = 6.6 Hz, 1H, 6b), 2.19 (s, 1H,
Hao), 2.05 (s, 1H, k), 2.04 (s, 1H, k), 2.04 (s, 1H, ) ppm; *C-NMR (101 MHz,
CDCl) 6= 170.8 (CHCO), 170.4 (CHCO), 170.0 (CHCO), 169.5 (CHCO), 163.7
(CCI,CNH), 91.9 (C-1), 70.3 (C-5), 68.7 (C-4), 67.5 (G-8p.9 (C-2), 61.3 (C-6), 20.9
(CH3CO), 20.7 CH3CO), 20.6 CH3CO), 20.5 CH3CO) ppm; MALDI-TOF: m/z berechnet
fiir C16H20CIsNO1o: 491.02, gefunden: 514.MpNa]'.
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2,3,4,6-TetraO-acetyl-a-D-glucopyranosyl-trichloracetimidat (91):

OAc
AcO Q
AcO
AcO
O\n/CCIa
NH

Die Synthese der 1-OH freien Verbindung wurde na#&y-3 Teil 1) mit Verbindung29
(5.00g, 13.0 mmol) und Benzylamin (2.10 mL, 19.0@hmTHF (20 mL) durchgefihrt.
Chromatographie: Kieselgel mit PE/EE (1:1) Die \edung 99 wurde als farbloser Sirup
erhalten (4.20 g, 93%¢q/B-Verhéltnis 1:1).Rr = : 0.28 (PE/EE 1:1); die NMR-Daten
entsprechen den Literaturwertétf!

Die Synthese des Trichloracetimidates wurde nacV&ATeil 2) mit Verbindundg9 (2.00 g,
6.00 mmol), Trichloracetonitril (11.6 mL, 46.0 malhd einer katalytischen Menge DBU in
abs. Dichlormethan (100 mL) durchgefuhrt. Die Vedung91 wurde als farbloser Sirup
erhalten (2.56 g, 87%)R; = 0.53 (PE/EE 2:1),a]p°° = + 119° ¢ = 1.0, CHC}); *H-NMR
(500 MHz, CDC4) J = 8.69 (s, 1H, Ihida), 6.55 (d,2J1 2= 3.7 Hz, 1H, H-1), 5.56 (ddJ)s4 =
9.8,%J,3=10.2 Hz, H-3), 5.18 (dd)s 4 = 9.8,%),5 = 10.3 Hz, H-4), 5.13 (dd)1 2= 3.7,%)3

= 10.2 Hz, 1H, H-2), 4.27 (ddJsan = 12.4,3J5 6= 4.2 Hz, 1H, H-6a), 4.21 (ddd)s ¢ = 2.1,
3J56a= 4.2 Hz,*Js5 = 10.3, 1H, H-5), 4.13 (ddJsan = 12.4,3J5 6, = 2.1 Hz, 1H, 6b), 2.07 (s,
1H, Hac), 2.04 (s, 1H, k), 2.03 (s, 1H, k), 2.01 (s, 1H, &) ppm;*C-NMR (126 MHz,
CDCl) 6= 170.5 (CHCO), 170.0 (CHCO), 169.8 (CHCO), 169.4 (CHCO), 160.7
(CCICNH), 92.8 (C-1), 69.9 (C-5), 69.8 (C-3), 69.7 (C-By.6 (C-4), 61.3 (C-6), 20.85-
20.26 (4 xCH3CO) ppm; MALDI-TOF:m/zberechnet fur ¢H2cCIsNO1o: 491.02, gefunden:
514.3 M+Na]".

Thioethyl-2,3,4-tri-O-triethylsilyl- B-L-fucopyranosid (92):

0 SEt
OTES

TESQCTES

Zu einer Losung aus Verbindurd@?2 (1.15 g, 5.52 mmol) und einer katalytischen Menge

DMAP in trockenem Pyridin (15 mL) wurde TESCI (5.88., 33.1 mmol) bei 0 °C gegeben
und der Reaktionsansatz nach Erwarmen auf Raumtatapéber Nacht gertihrt. Nach DC-
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Kontrolle (Petrolether/Ethylacetat, 3:1) wurde dassungsmittel bei vermindertem Druck
entfernt, das Rohprodukt wurde in DCM (100 mL) amgmmen und mit 4 HCI (2 x 100
mL), ges. NaHC@L6sung (100 mL) sowie ges. NaCl-Losung (100 mLyvagschen. Nach
Evaporation des Losungsmittels wurde das Rohprodséiilenchromatographisch an
Kieselgel mit dem Laufmittel Petrolether/Ethylacetd : 1) gereinigt. Die Verbindun§2
wurde als farbloser Sirup erhalten (2.55 g, 84Bp)x 0.47 (PE/EE 3:1)0]p?° = - 28.3° ¢ =
1.0, CHC}); *H-NMR (400 MHz, CDC}) J = 4.18 (d3J;,= 8.8 Hz, 1H, H-1), 3.81 (dd): »

= 8.8,%),3= 8.7 Hz, 1H, H-2), 3.64 (dJ34= 2.2 Hz, 1H, H-4), 3.51 (4Js6 = 6.3 Hz, 1H,
H-5), 3.45 (dd2Js4 = 2.2,%3,5 = 8.7 Hz, 1H, H-3), 2.77-2.56 (m, 2H, SIGCHs), 1.26 (t,
3Jset = 7.4 Hz, 3H, SCHCH3), 1.20 (d,%Js6 = 6.3 Hz, 3H, H-6), 1.06-0.90 (m, 27H,
SiCH,CH3), 0.81-0.56 (m, 18H, Si€,CHs) ppm;**C-NMR (101 MHz, CDGJ) J = 86.5 (C-
1), 78.0 (C-3), 74.8 (C-4), 74.6 (C-5), 71.2 (C-24.4 (¥£H.CHs), 17.5 (C-5), 14.8
(SCHCHy3), 7.3-6.8 (SICHCHS3), 5.9-4.6 (SCH,CH3) ppm; MALDI-TOF: m/zberechnet fur
C26H5SSEOs: 550.34, gefunden: 573.KfFNa]'.

Thioethyl-2,3,4,6-tetra-O-triethylsilyl- 3-L-galactopyranosid (93):

TESO SEt

OTES

TESOOTES

Gemal der Synthese von Verbind@2gvurde das Thioglycositio6 (1.15 g, 5.13 mmol) mit
TESCI (6.00 mL, 34.0 mmol) und einer katalytiscivdenge DMAP in absolutem Pyridin (15
mL) zur Reaktion gebracht. Das Prod@Btwurde als farbloses Ol erhalten (2.76 g, 79%, nur
B). R = 0.43 (PE/EE 3:1)0]p®° = + 8.2° £ = 1.0, CHC}); *H-NMR (400 MHz, CDC}) J =
4.23 (d,2J;,= 8.2 Hz, 1H, H-1), 3.86 (dd);» = 8.2,%3,3= 8.8 Hz, 1H, H-2), 3.64 ($Js4=
2.9 Hz, 1H, H-4), 3.51 (dddJ)s5= 0.9 Hz3J¢= 5.9 Hz, 1H, H-5), 3.48 (m, 2H, H-6ab),
3.45 (dd,*Js4 = 2.2,3),5 = 8.7 Hz, 1H, H-3), 2.77-2.56 (m, 2H, SGCH;), 1.26 (t,*Jsg =
7.4 Hz, 3H, SChHCH3), 1.10-0.85 (m, 36H, SiCi€H3), 0.82-0.51 (m, 24H, Si€,CHs) ppm;
3C-NMR (101 MHz, CDGJ) J = 86.5 (C-1), 78.0 (C-3), 74.8 (C-4), 74.6 (C-5),Z(C-2),
24.4 (LH,CHg), 17.5 (C-5), 14.8 (SCiLH3), 7.3-6.8 (SICHCHS3), 5.9-4.6 (SCH,CHs)
ppm; HRMS (ES):m/z berechnet fur ¢&H;,0sSSk: 703.4070 M+Na] gefunden: 703.4222
[M+Na].

257



7. Experimenteller Teil
2,3,4-Tri-O-acetyl-a-L-rhamnopyranosyl-trichloracetimidat (94):

Cl,C

o NH

AcO@#
OAc

OAc

Die Synthese der 1-OH freien Verbindung wurde nag&lv-3 Teil 1) mit Verbindungl108
(4.00 g, 12.0 mmol) und Benzylamin (2.61 mL, 241@0oh) in THF (20 mL) durchgefuhrt.
Chromatographie: Kieselgel mit PE/EE (1:1) Das Aroengemiscii09wurde als farbloser
Feststoff erhalten (2.72 g, 78%3 = 0.30 (PE/EE 1:1)'H-NMR (400 MHz, CDC}) d =
5.37 (dd,*J,3= 3.4,%33,4= 10.1 Hz, 1H, H-3), 5.25 (ddJ)1» = 1.7,%J,5= 3.4 Hz, 1H, H-2)
5.13 (d,%J12= 1.7 Hz, 1H, H-1), 5.06 (ddJss= 9.9,%J34= 10.1 Hz, 1H, H-4), 4.12 (dg\Js 6

= 6.3,%,5= 9.9 Hz, 1H, H-5), 2.13 (s, 3H,49, 2.02 (s, 3H, k), 1.97 (s, 3H, k), 1.19 (d,
3356 = 6.3 Hz, 3H, H-6) ppm®*C-NMR (101 MHz, CDGJ) J = 170.2 (CHCO), 170.1
(CH3CO), 170.0 (CHCO), 91.9 (C-1), 71.2 (C-4), 70.4 (C-2), 68.9 (C8%.1 (C-5), 20.8
(CH3CO), 20.7 CH3CO), 20.6 CH3CO), 17.4 (C-6) ppm.

Die Synthese des Trichloracetimidats wurde nach AAVeil 2) mit Verbindund 09 (2.50 g,
8.62 mmol), Trichloracetonitril (8.55 mL, 85.0 mmeind einer katalytische Menge DBU in
abs. Dichlormethan (50 mL) durchgefuhrt. Die Vedhing94 wurde als farbloser Feststoff
erhalten (3.18 g, 85%)R; = 0.47 (PE/EE 3:1),0]p?° = - 10.2° € = 1.0, CHCJ); *H-NMR
(500 MHz, CDC}) J = 8.73 (s, 1H, khidag, 6.18 (d,J12= 1.8 Hz, 1H, H-1), 5.44 (dd),» =
1.8,%)3= 3.4 Hz, 1H, H-2), 5.34 (dd),3 = 3.4,%33,= 10.2 Hz, 1H, H-3), 5.16 (ddJs5=
9.9,%J34= 10.2 Hz, 1H), 4.08 (qdJs 6= 6.2,%),5= 9.9 Hz, 1H, H-5), 2.18 (s, 3H,4d, 2.06
(s, 3H, He), 1.99 (s, 3H, ), 1.26 (d,3J56= 6.2 Hz, 1H, H-6) ppm**C-NMR (126 MHz,
CDCls) 0=170.4-169.4 (CKCO), 163.8 (CGICNH), 94.6 (C-1), 71.8 (C-3), 69.3 (C-4), 68.7
(C-2), 68.0 (C-5), 21.2-20.2CH3CO), 17.4 (C-6) ppm; MALDI-TOFmM/z berechnet fur
C14H18CIsNOg: 433.01, gefunden: 456.MfNa]'.
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2,3,4,6-TetraO-acetyl-a-L-galactopyranosyl-trichloracetimidat (95):

Cl,C
o =NH

AcO
Q OAc
OAc

AcO

Die Verbindungl05 (1.50 g, 3.82 mmol) wurde in einer Gemischung ad&/Wasser (9:1,
50 mL) gel6st und im Eisbad gekihlt. Es wurden eawnder NIS (1.03 g, 4.58 mmol) und
TfOH (43 pL, 382 pumol) zugeben. Nach 30 Minuten Rieaszeit wurde das Eisbad
entfernt. Die vollstandige Umsetzung wurde nachteven 1.5 Stunden Reaktionszeit durch
DC-Kontrolle (PE/EE, 1:1) detektiert. Das Reaktigamisch wurde durch Zagbe von
NaHCO; (500 mg) neutraliert und mit DCM (150 mL) verdiniitie organische Phase
wurde mit Wasser (100 mL) und ges. NaCl-Losung (10Q gewaschen. Das Lésungsmittel
wurde bei vermindertem Druck entfernt und das Rotipkt 107 ohne weitere Reiningung in
der Trichloracetimidat-Synthese eingesetzt.

Die Synthese des Trichloracetimidates wurde nacN&ATeil 2) mit Verbindundl07 (1.33

g, 3.82 mmol), Trichloracetonitril 5.00 mL (26.2 §,01 mmol) und einer katalytischen
Menge DBU (ca. 0.4 Ag.) abs. Dichlormethan (25 rdujchgefihrt. Das Trichloracetimidat
95 wurde als farbloser Feststoff erhalten (1.34 §o)Y R = : 0.57 (PE/EE 2:1), Schmelzp.:
90 °C, p]p?® = - 113.6° ¢ = 1.0, CHC}), Lit.-Wert fiir -Enantiomer: ¢]p?° = + 115.0° ¢ =
1.0, CHC}); NMR-Daten entsprachen denen fiir Verbind@fg

Thioethyl-2,3,4-tri-O-triethylsilyl- b-fucopyranosid (96):

TESO

TESO SEt
TESO

Gemal der Synthese von Verbind@ywurde das Thioglycosid15 (180 mg, 864 pmol)
mit TESCI (1.0 mL, 5.7 mmol) und einer katalytisashdenge DMAP in absolutem Pyridin
(5 mL) zur Reaktion gebracht. Das Prod@i& wurde als farbloses Ol erhalten (410 mg,
86%).R; = 0.48 (PE/EE 3:1),0]p?° = + 22.7° ¢ = 1.0, CHC}); Die spektrokopischen Daten
entsprechen denen der Verbind @y
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Thioethyl-2,3,4-tri-O-acetyl+ -fucopyranosid (101):

SEt

WJOAC
OAc

AcO

Unter Argonatmosphare wurden 1,2,3,4-Téacetyla,B-L-fucopyranose 00 (5.00 g, 15.1
mmol) und Molsieb 4A (2.00g) in trockenem DCM aufgenommen (80 mL). Dasnich
wurde 30 Min. geruhrt und anschliel3end auf 0 °Cubkik Unter Rihren bei 0 °C wurde
Ethanthiol (1.4 mL, 27 mmol) und dann Bortrifluoiethyletherat (4.65 mL 29.0 mmol)
langsam injiziert. Das Reaktionsgemisch wurde 20h&n bei RT geruhrt und die Reaktion
wurde durch Zugabe eines Gemisches aus Eis undtigegaNaHCQ-Lsg. beendet. Nach
Abklingen der Gasentwicklung wurde der Ansatz duiigabe von festem NaHGO
neutralisiert und anschlie3end filtriert. Die org&he Phase des Filtrats wurde mit Wasser
gewaschen. Die wassrigen Phasen wurden mit DCMakent. Anschlielend wurden die
vereinigten organischen Phasen tber Natriumsudfabgknet, filtriert und das Filtrat bis zur
Trockne eingeengt. Das Produld1 wurde ohne weitere Reinigung als gelblicher Sirup
erhalten (3.64 g, 72%:/B-Verhaltnis: 1 : 2)a,p-Gemisch:*H-NMR (400 MHz, CDC}) d=
5.69 (d, 1H3J,, = 5.2 Hz, 1-H), 5.29-5.19 (m, 3H, H-2, HeB H-4), 5.04 (dd, 1H3J5, =
3.6,%J,3 = 10.0 Hz, H-B), 4.50-4.44 (m, 2H, H{L, H-5a), 3.82 (q, 1H3J,5= 0.8 HzJ56=

6.4 Hz, H-B) 2.78-2.65 (m, 2H, SE,-CH3p), 2.60-2.47 (m, 2H, S&,-CHs0), 2.17, 2.05,
1.98 (3 x s, 3 X 3H, W), 1.29- 1.23 (m, 3H, SCHCH3), 1.21 (d, 3H3Js6 = 6.4 Hz, H-@®),
1.15 (d, 3H2Js6 = 6.4 Hz, H-&) ppm;**C-NMR (100 MHz, CDGJ) = 170.6, 170.1, 169.7
(CHsCO), 83.9 (C-11), 82.5 (C-B), 73.2, 72.4, 71.0, 69.1, 68.5, 67.4, (C-2, C-3})C64.6
(C-5), 24.7 (SCH), 20.8, 20.7, 20.6 (3 €H5CO), 16.4 (C-6), 15.9 (CHi ppm.

Thioethyl-2,3,4-tri-O-acetyl+ -fucopyranosid (102):

Unter Argonatmosphare wurde das Thioglycosil (2.00 g, 5.98 mmol) in trockenem
MeOH (100 mL) gelést und mit zwei Spatelspitze Nmtmmethanolat versetzt. Der Ansatz
wurde iber Nacht bei RT geriihrt. Durch Zugabe \aehtauscher AmberlitelR 120 (H)
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wurde das Reaktionsgemisch neutralisiert. Anschhd3wvurde der lonentauscher abfiltriert
und das Losungsmittel entfernt. Das Proddk2 wurde ohne weitere Reinigung als
gelblicher Sirup erhalten (1.19 g, 96%).

1,2,3,4,6-Pented®-acetyld -galactopyranose (104):

OAc

AcO
L one
OAc

AcO

Zu einer Lésung von-Galactono-1,4-lactoril03) (5.00 g, 27.5mmol) in MeOH (30 mL) und
Wasser (120 mL) wurde unter Eisbadkiihlung AmbetiR&20-(H)-lonentauscherharz (25
mL) gegeben. Es wurde zu dieser Losung portiongwbiatriumborhydrid (1.10 g, 28.0
mmol) so zugegeben, dass der pH-Wert zwischen Sugehalten wurde. Nach Zugabe von
NaBH, wurde das Reaktionsgemisch fir eine Stunde gerahschlieend lied man den
Ansatz auf Raumtemperatur erwédrmen bevor das Hachdriltration entfernt wurde. Das
Lésungsmittel wurde bei vermindertem Druck entfeund der resultiernde Rickstand in
MeOH (250mL) gelost und erneut bei vermindertem dRrlkkonzentriert. Diese Prozedur
wurde zweimal wiederholt. Das Rohprodukt wurde imesn Gemisch aus A© (150 mL),
Pyridin (150 mL) und einer katalytischem Menge DMARch AAV-1 acetyliert. Das
Produkt104 wurde als farbloser Sirup erhalten (7.30 g, 68¥8-Verhaltnis: 1 : 2.3)R =
0.41 (PE/EE 2:1)B: 'H-NMR (500 MHz, CDC}) §=5.74 (d, 1H3J;,= 7.1 Hz, H-1), 5.58
(dd, 1H,%), 3= 6.6,%J,, =7.1 Hz, H-2), 5.48 (d, 1HJ34=3.0 Hz, H-4), 4.73 (dd, 1HJ34 =
3.0,%3,3= 6.6 Hz, H-3), 4.49 (dd, 1HJ)sa= 11.7,°J56a= 5.0 Hz, H-6a), 4.39 (dd, 1BJsap=
11.7,%J56p = 6.6 Hz, H-6b), 4.25 (m, 1H, H-5), 2.30 - 2.10«(5, 15H, H¢) ppm.

Thioethyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl4 -galactopyranosid (105):

SEt

AcO
WOAC
OAc

AcO

Gemall der Synthese von Verbindub@l wurden Verbindungl04 (6.60 g, 16.9 mmol),
Ethanthiol (1.6 mL, 30 mmol) und Bortrifluorid-Etfe (4.81 mL 30.0 mmol) zur Reaktion
gebracht. Die Reinigung erfolgte an Kieselgel mémd Laufmittel PE-EE (2:1). Die
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Verbindung105 wurde als gelblicher Sirup erhalten (4.97 g, 78%-Verhaltnis 9:1).R; =
0.38 (PE/EE 2:1)*H-NMR (500 MHz, CDC}) 6 = 5.43 (d,%J;4 = 3.3 Hz, 1H, H-4), 5.23
(dd, 31> =9.7,23,3=10.0 Hz, 1H, H-2), 5.04 (dd),5 = 10.0,2334= 3.0 Hz, 1H, H-3), 4.49
(d, %), = 9.7 Hz, 1H, H-1), 4.18 — 4.09 (m, 2H, H-6a®4 (ddd 3,5 = 1.0,3Js6= 7.0
Hz, 1H, H-5), 2.78 — 2.65 (m, 2H, $IG-CHs), 2.15 (s, 3H, k), 2.06 (s, 3H, k), 2.03 (s,
3H, Hac), 1.98 (s, 3H, K), 1.28 (t,2Jse: = 7.5 Hz, SCHCH3) ppm.

Thioethyl-L-galactopyranosid (106):

SEt

HO
Lo
OH

HO

Gemal der Synthese von Verbindut@i wurde das Thioglycosid05 (2.00 g, 5.09 mmol)
mit einer katalytischen Menge Natriummethanolattiockenem Methanol zur Reaktion
gebracht. Das Produl06 wurde als farbloser Feststoff erhalten (1.15 gngdaind wurde

ohne weitere Charaterisierung in der folgenden I#8# eingesetzt.

1,2;3,4-Di-isopropyliden-6O-thiocarbonylimidazoyl-a-D-galactopyranose (111):

S
0]
>ﬁo

Unter Ausschluss von Luftfeuchtigkeit und unter émgtmosphare wurden 1,2;3,4-O+
isopropylidenei-D-galactopyranose  1(0) (5.30 g, 20.4 mmol) und 1,1°-
Thiocarbonyldiimidazol (TCDI, 8.71 g, 48.9 mmol) abs. THF (80 mL) gel6st und fir
40 Stunden gerthrt. Das Losungsmittel wurde im \dakentfernt, der erhaltende Ruckstand
in Dichlormethan (150 mL) aufgenommen und dreima @l m Salzséure (je 15 mL)
ausgeschiittelt. Die organische Phase wurde mittggeé Natriumhydrogencarbonat-Losung
(25 mL) neutralisiert und mit Wasser (50 mL) gewmst Die organische Phase wurde
anschlie3end tUber Natriumsulfat getrocknet undvieemindertem Druck konzentriert. Die
Reinigung erfolgte an Kieselgel mit dem LaufmitRE-EE (PE 100%—~ PE/EE 1:1). Die
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Verbindung111 wurde als viskoses, farbloses Ol erhalten (4.560%).R = 0.60 (PE/EE
1:1), [0]o®° = - 31.5° €= 1.0, CHC}); *H-NMR (400 MHz, CDC}) J=8.34 (s, 1H, Iho),
7.61 (s, 1H, Iha), 7.05 (s, 1H, khs), 5.55 (d,%31,=5.0 Hz, 1H, H-1), 4.85 (m, 1H, H-6a),
4.73 (m, 1 H, H-6b), 4.67 (df)3=2.5,%334=7.7 Hz, 1H, H-3), 4.37 (dfJ,5=2.5,
331,=5.0 Hz. 1H, H-2), 4.30 — 4.25 (m, 2H, H-4, H-5)51 (s, 3H, Ch), 1.47 (s, 3H, Ch),
1.35 (s, 3H, Ch), 1.34 (s, 3H, Ch ppm; **C-NMR (101 MHz, CDGJ) J=184.4 (C=S),
136.2 (Gno), 131.2 (Gn2), 118.9 (Gna), 110.5 (Geop), 109.5 (Giop), 96.4 (C-1), 72.7 (C-6),
71.7 (C-3), 71.5 (C-2), 70.6 (C-4), 66.5 (C-5),826CHs), 26.6 (CH), 25.4 (CH), 24.1 (CH)
ppm.

1,2;3,4-Di-O-isopropyliden-a-D-fucopyranose (112):
q(o
O
o%
0
7

In einer ausgeheizten Apparatur wurden unter Sk&HBadingungen Tributylzinnhydrid
(4.0 mL, 15 mmol) in abs. und entgastem Toluol {80 unter Rlckfluss erwéarmt. Zu dieser
Lésung wurde Verbindungill (2.00g, 5.60 mmol) als Losung in abs. und entgasieluol
(20 mL) sehr langsam innerhalb von 60 Minuten zuoget und fir 15 Stunden unter
Ruckfluss geriihrt. Das Losungsmittel wurde bei vedartem Druck entfernt und der
Ruckstand dreimal mit heilem Acetonitril (100 mixtrahiert. Die Acetonitril-Phase wurde
zweimal mit Petrolether (150 mL) gewaschen und laief®end eingeengt. Die Reinigung
erfolgte an Kieselgel mit dem Laufmittel PE-EE (2:Die Verbindungll2 wurde als
viskoses, farbloses Ol mit Verunreinigungen ermaf®ll mg, ~30%)R: = 0.85 (PE/EE
2:1), Das gewunschte Produkt konnte nicht vollsgirgereinigt werden. Das Verhaltnis
zwischen Produkt und Verunreinigung betrug etwa it Verunreinigung konnte nicht
identifiziert werden. Eindeutig zugeordnete Sign&NMR (400 MHz, CDC}) J=5.52 (d,
331,=5.1 Hz, 1H, H-1), 3.91 (d§Js 6= 0.8,%J56= 6.6 Hz. 1H, H-5), 1.25 (dJ55= 6.6 Hz,
3H, H-6) ppm; MALDI-TOF: m/z berechnet fur ©H,Os. 244.13, gefunden: 267.12
[M+Na]".
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Thioethyl-2,3,4-tri-O-acetyl{f3-D-fucopyranosid (114):

AcO

(0]
AcO SEt

AcO

Die Verbindung112 (500 mg, 2.05 mmol) wurden in O H,SO, (100 mL, 20 mmol)
suspendiert und fur 12 Stunden auf 60 °C erwarnme BC-Kontrolle (PE/EE 1:1) zeigte
vollstandige Umsetzung und nach Abkihlen des Reaggiemisches wurde der Ansatz durch
Zugabe von Batriumhydroxid (3.24 g, 21 mmol) ndidiert. Das ausgefallene Bag@urde
abfiltriert und das Filtrat wurde gefriergetrocknBas Produkii13wurde als feiner, farbloser
Feststoff erhalten (560 mg, quant., enthalt Salae) ohne weitere Charaterisierung in der
folgenden Synthese eingesetzt.

Die Verbindungl113 (560 mg) wurde nach AAV1 peracetyliert. Die 1,2;3etraO-acetyl-
a/B-b-fucopyranose wurde nach saulenchromatographisdRemigung an Kieselgel
(Laufmittel PE/EE 1:1) als farbloser Sirup erhal{dd6 mg, 61%/a-Verhaltnis: 2:1)R; =
0.58 (PE/EE 1:1)3: *H-NMR (500 MHz, CDC}) 0= 5.67 (d2J; = 8.31 Hz, 1H, H-1), 5.34-
5.28 (m, 1H, H-2), 5.26 (dd3Js5= 0.8,3J34= 3.4 Hz, 1H, H-4), 5.06 (ddJ)s4= 3.4,%3,5=
10.4 Hz, 1H, H-3), 3.95 (ddJs5= 0.8,%Js5= 6.4 Hz, 1H, H-5), 2.18 (s, 3H,aH, 2.10 (s,
3H, Hac), 2.03 (s, 3H, k), 1.98 (s, 3H, W), 1.22 (d,Js6 = 6.4 Hz, 3H, H-6) ppm.

Gemald der Synthese von Verbindur@ii wurde 1,2,3,4-Tetr®-acetyla/3-D-fucopyranose
(400 mg, 1.20 mmol), Ethanthiol (130 uL, 2.41 mmoiy Bortrifluorid-Etherat (380 pL 2.40
mmol) zur Reaktion gebracht. Die Reinigung erfolgteKieselgel mit dem Laufmittel PE-EE
(2:1). Die Verbindungl14 wurde als gelblicher Sirup erhalten (320 mg, 80R)= 0.37
(PE/EE 2:1); §]o*° = + 3.6° €= 1.0, CHCJ); die spektroskopischen Daten entsprechen der
Verbindungl01
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Thioethyl-2,3,4-tri-O-f-D-fucopyranosid (115):

HO

HO SEt
HO

Gemal der Synthese von Verbindur@® wurde das Thioglycosid14 (288 mg, 861 pmol)
mit einer katalytischen Menge Natriummethanolattiockenem Methanol zur Reaktion
gebracht. Das Produlttl6 wurde als farbloser Feststoff erhalten (185 mgnguand wurde

ohne weitere Charaterisierung in der folgenden I#8# eingesetzt.

Allyl-2-acetamido-4-O-(2,3,4,6-tetraO-acetyl{f3-D-galactopyranosyl)-6O-tert-
butyldiphenylsilyl-2-deoxy-3-D-glucopyranosid  (116), Allyl-2-acetamido-39-(2,3,4,6-
tetra-O-acetyl{f3-D-galactopyranosyl)-6O-tert-butyldiphenylsilyl-2-deoxy--D-
glucopyranosid (117) und Allyl-2-acetamido-3,4-dB-(2,3,4,6-tetraO-acetyl{3-D-
galactopyranosyl)-6O-tert-butyldiphenylsilyl-2-deoxy-{3-D-glucopyranosid (118):

OTBDPS
OAc
ACOWO (0] o AcO oA
O HO c
AHN AcG OTBDPS
AcO ~OAc @)
116 OAc o le)
o) (@)
ACO ACHN \/\
(6]
AcO OAC OTBDPS AcO
AcO
OAc AcNH "\,

117

Methode A:

Zu einer Losung von Verbindung9 (200 mg, 400 pmol) und Trichloracetimid0

(295 mg, 600 pmol) in absolutem Dichlormethan (10) rwird unter Argonatmosphare
Molekularsieb-Pulver (4A, 500 mg) gegeben. Nach izwgtunden Riihren bei
Raumtemperatur wird das Reaktionsgemisch auf —Cl&aligekihlt und tropfenweise mit
Bortrifluorid-Etherat (50 pL, 57 mg, 0.40 mmol) rgetzt. Unter DC-Kontrolle (EE) wurde
die Reaktion nach einer Stunde durch Zugabe voethiyiamin (1 mL) abgebrochen. Das
Reaktionsgemisch wurde mit Dichlormethan (10 mbUjdiéent, tber Celite filtriert und der
Filterrickstand mit Dichlormethan gewaschen. Ddtsatiwurde mit Salzsédure (1 N, 20 mL),
demineralisiertem Wasser (20 mL) und gesattigtetribvachloridlosung gewaschen. Die
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organische Phase wurde mit Natriumsulfat getroclndtbei vermindertem Druck eingeengt.
Der sirupbse Ruckstand wurde durch Saulenchromegpbgr an Kieselgel mit
Dichlormethan-Methanol (30:1) gereinigt. Das Praddld6 (143 mg, 43%) wurde als
farbloser Feststoff neben den Verbindundetv (77 mg, 23%) undl18 (74 mg, 16%)
erhalten.

Methode B:

Zu einer Losung von Verbindung§9 (200 mg, 400 pmol) und Trichloracetimid@0
(295 mg, 600 pumol) in absolutem Dichlormethan (6)nwird unter Argonatmosphére
Molekularsieb-Pulver (4A, 500 mg) gegeben. Nach izw&unden Rihren bei
Raumtemperatur wird das Reaktionsgemisch auf -20aB@ekihlt und tropfenweise mit
Trimethylsilyltriflat (7.2 pL, 8.9 mg, 40 umol) w&etzt. Unter DC-Kontrolle (EE) wurde die
Reaktion nach einer Stunde durch Zugabe von Tiithiy (1 mL) abgebrochen. Das
Reaktionsgemisch wurde mit Dichlormethan (10 mU)déent, tber Celite filtriert und der
Filterrickstand mit Dichlormethan gewaschen. Ddtsatiwurde mit Salzsédure (1 N, 20 mL),
demineralisiertem Wasser (20 mL) und gesattigtetribachloridldosung gewaschen. Die
organische Phase wurde mit Natriumsulfat getroclndtbei vermindertem Druck eingeengt.
Der sirupbse Ruckstand wurde durch Saulenchromegpbgr an Kieselgel mit
Dichlormethan-Methanol (30:1) gereinigt. Das Praddld6 (186 mg, 56%) wurde als
farbloser Feststoff neben den Verbindun@éii (63 mg, 19%) und 18 (32 mg, 7%) erhalten.
Fur116 [a]p® = - 3.4 ° €= 1.0, CHC}), *H-NMR (500 MHz, CDC}) 8= 7.77-7.65 (m, 4H,
Haron), 7.49-7.32 (M, 6H, Kom), 5.89 (ddd3J; 2a1 = 5.0,%Jaicis = 10.7,%Ja4rans= 16.6 Hz, 1H,
H-2a1, H-2a1), 5.70 (d,%Jann = 7.1 Hz, 1H, Hac), 5.36 (d,°J3 + = 3.0 Hz, 1H, H-4"), 5.26
(dd, *Jarpans= 16.6 Hz, 1H, H-3a), 5.22-5.15 (m, 2H, H-2", H-3, 4.97 (dd3Js 4 = 3.0,
)y 3= 10.4 Hz, 1H, H-3"), 4.77 (d)12 = 7.9 Hz, 1H, H-1), 4.70 (d)1 » = 8.1 Hz, 1H, H-
1), 4.32 (dd2J1apar= 12.9,%31 221 = 5.0 Hz, 1H, H-1a), 4.17-4.11 (m, 2H, H-6"ab), 4.09-
3.98 (m, 2H, H-3, H-1h), 3.96-3.87 (m, 2H, H-6a, H-5"), 3.86-3.79 (m, 2H4, H-6b), 3.55
(ddd,*Jo = 7.1,3012 = 7.9,%3,53= 10.3 Hz, 1H, H-2), 3.42 (m, 1H, H-5), 2.15 (&}, Hac),
2.06 (s, 3H, Hc), 2.03 (s, 3H, k), 1.99 (s, 3H, K), 1.72 (s, 3H, K), 1.07 (s, 9H,
SiC(CH)s) ppm; ; **C-NMR (126 MHz, CDCJ) & = 171.1-168.8 (CECO), 136.3-133.3
(Carom), 132.5 (C-2i), 130.6-127.4 (Gom), 117.4 (C-3y), 100.9 (C-17), 98.8 (C-1), 79.8 (C-4),
74.5 (C-5), 71.3 (C-3), 71.2 (C-57), 70.7 (C-3'9.B(C-1), 68.8 (C-27), 66.8 (C-47), 61.8
(C-6), 61.2 (C-67), 56.7 (C-2), 26.8 (SiCHl3)), 23.7-19.9 CH3CO), 19.3 (SC(CHs)) ppm;
MALDI-TOF: m/zberechnet fiir §HssNO1sSi: 829.33, gefunden: 852.5MfNa]".
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Fur 117 [a]p®=+ 17.1° ¢= 1.0, CHC}); *H-NMR (500 MHz, CDC}) d = 7.72-7.68 (m,
4H, Haron), 7.43-7.32 (M, 6H, klom), 5.90 (dddd Jan10a1= 5.2, e 1aa1= 5.8, *Joanzali-cis =
10.9,3Joan zaiwrans= 17.3 Hz, 1H, H-2), 5.69 (d,*Jnn = 6.9 Hz, 1H, NH), 5.37 (Jy 4 =
3.1 Hz, 1H, H-4), 5.31-5.17 (m, 3H, H-2", H-3@)b5.00 (dd2Js 4 = 3.1,%Jy 3= 10.5 Hz,
1H, H-3"), 4.97 (d%J,,= 8.3 Hz, 1H, H-1), 4.57 ()1 » = 8.1 Hz, 1H, H-1"), 4.42 (dd )54
=8.1,%),3= 10.2 Hz, 1H, H-3), 4.34 (dd)1apai= 12.8,3Joai 1aa1= 5.2 Hz, 1H, H-1a), 4.15-
4.05 (m, 3H, H-6"ab H-1g), 4.05-3.95 (m, 2H, H-6a, H-5), 3.87 (ddeap = 11.1,%J56,, =
5.6 Hz, 1H, H-6b), 3.77 (s, 1H, OH), 3.53-3.37 @, H-4, H-5), 3.05 (ddd®J, ny = 6.9,
3312 = 8.3,%3,3 = 10.2 Hz, 1H, H-2), 2.15 (s, 3H,a8, 2.07 (s, 3H, &), 2.01 (s, 3H, K,
1.98 (s, 3H, HY, 1.98 (s, 3H, K, 1.05 (s, 9H, SiC(Ch)s) ppm; **C-NMR (126 MHz,
CDCls) = 170.4-169.4 (CECO), 136.3 — 134.2 (Gon), 133.7 (C-21), 130.2 — 125.9 (Gon),
117.7 (C-3y), 101.4, (C-1), 97.5 (C-1), 83.6 (C-3), 76.4 (5-AL.1 (C-57), 70.9 (C-3"), 69.7
(C-1all), 69.3 (C-4), 68.7 (C-2°), 68.4 (C-4"), 3(C-6), 61.5 (C-6"), 57.7 (C-2), 26.8
(SIC(CHg3)), 24.0 — 20.3 CH3CO) 19.2 (SC(CHs)) ppm; MALDI-TOF: m/z berechnet fur
C41HssNO15Si: 829.33, gefunden: 852.401FNa]".

Fur 118 auf NMR-Charakterisierung wurde verzichtet, MALDOF: m/z berechnet fiur
CssH7aNO,4Si: 1159.43, gefunden: 1182.4@fNa] .

Allyl-2-acetamido-4-O-(2,3,4,6-tetraO-acetyl{f3-D-glucopyranosyl)-6-O-tert-
butyldiphenylsilyl-2-deoxy3-D-glucopyranosid  (119) und Allyl-2-acetamido-3o-
(2,3,4,6-tetraO-acetylf3-D-glucopyranosyl)-6-O-tert-butyldiphenylsilyl-2-deoxy-3-D-
glucopyranosid (120)

OTBDPS OTBDPS
A0 é& >
C O 0 0
Aco% HO O A,‘igwo o
oac  AcHN N OAc ~ AGNH T\
119 120

Gemal der Synthese (Methode B) von Verbindlh§ wurden Trichloracetimida®l1 (460
mg, 930 pmol) und Akzept@9 (310 mg, 620 umol) mit Trimethylsilyltriflat (22t 27 mg,
0.12 mmol) in absolutem DCM (6 mL) zur Reaktion igaint. Das Produki19 (128 mg,
25%)wurde neben Verbindunt0 (252 mg, 49%) als farbloser Feststoff erhalten.

Fur 119 [o]p®® =+ 39.2 ° ¢ = 1.0, CHC}); *H-NMR (500 MHz, CDC}) 0= 7.81-7.74 (m,
4H, Haom), 7.51-7.36 (M, 6H, Kom), 5.98-5.82 (m, 2H, H=2, Huac), 5.29 (dd,*Jajvans=
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17.3, 1H, H-3a), 5.25-5.14 (m, 2H, H-3", H-3@, 5.10 (dd3Js 4 = 9.6,%), 5 = 9.6 Hz, 1H,
H-47), 5.04 (dd2Jy > = 8.1,%)y 3 = 9.5 Hz, 1H, H-2"), 4.82 (fJy > = 8.1 Hz, 1H, H-1"),
4.76 (d,2J1, = 8.1 Hz, 1H, H-1), 4.35 (dd)1apai= 12.9,J1 221 = 5.0 Hz, 1H, H-1a), 4.29
(dd, Jsap= 12.4,%J5 6'a= 5.6 Hz, 1H, H-6"a), 4.22-4.04 (m, 1H, H-6"b), #B.90 (m, 3H, H-
3, H-6a, H-1ky), 3.89-3.81 (m, 2H, H-4, H-6b), 3.70 (m, 1H, H;53)61 (dd,*J;, = 8.1,
33onn = 8.4, %Jo3= 9.3 Hz, 1H, H-2), 3.41 (m, 1H, H-5), 2.13 (s, 3HH2.06 (s, 3H, k),
2.05 (s, 3H, H), 2.05 (s, 3H, K), 2.03 (s, 1H, k), 1.10 (s, 9H, SiC(Ch)s) ppm; **C-
NMR (126 MHz, CDC}) J = 170.4-169.4 (CECO), 136.7 - 134.8 (Gom), 134.1 (C-2),
130.4 — 127.0 (Gon), 117.2 (C-3), 100.5 (C-17), 98.9 (C-1), 79.9 (C-4), 74.7 (G-B2.7
(C-37), 72.2 (C-5"), 71.7 (C-3), 71.3 (C-2"), 69C+1,), 68.3 (C-4"), 61.6 (C-6), 61.3 (C-6"),
56.6 (C-2), 26.8 (Si@IH3)), 24.0 — 20.3CH3CO) 19.2 (SC(CHs)) ppm; MALDI-TOF: m/z
berechnet fiir GHssNO1sSi: 829.33, gefunden: 852.4B1§Na]".

Fur 120 [0]p?®= +19.7 ° ¢ = 1.0, CHC}); 'H-NMR (500 MHz, CDC}) & = 7.73-7.67 (m,
4H, Harom), 7.45-7.31 (M, 6H, Ko, 5.90 (dddd>J; 2a1 = 5.0,331 241 = 5.8, Jaicis = 10.9,%3.
wrans= 17.3 Hz, 1H, H-2)), 5.71 (d,*Jonn = 7.0 Hz, 1H, Hac), 5.27 (ddJaiyans= 17.3 Hz,
1H, H-3ay), 5.23-5.17 (m, 2H, H-3" H-3}), 5.06-4.97 (m, 2H, H-2", H-4"), 4.95 @l » =
8.3 Hz, 1H, H-1), 4.61 (&)1 o = 8.1 Hz, 1H, H-1"), 4.42 (ddJ; 4= 7.6,%3, 5= 10.1 Hz, 1H,
H-3), 4.33 (dd,2J1apan = 12.8, 31201 = 5.2 Hz, 1H, H-1a), 4.19-4.06 (m, 3H, H-6"ab, H-
1by), 4.01 (dd2Jgan= 11.0,%J5 ga= 1.3 Hz, 1H, H-6a), 3.87 (d@Jsan= 11.0,3J5 6= 5.1 Hz,
1H, H-6b), 3.83-3.75 (m, 1H, H-5"), 3.68 (s, 1H, PA.51-3.40 (m, 2H, H-4, H-5), 3.04
(ddd,3Jony = 70,3015 = 8.3,%),3= 10.1 Hz, 1H, H-2), 2.05 (s, 3HaH), 2.04 (s, 3H, k),
2.02 (s, 1H, H), 2.01 (s, 3H, K), 2.00 (s, 1H, k), 1.04 (s, 9H, SiC(Ch)s) ppm; **C-
NMR (126 MHz, CDC}) J = 170.4-169.4 (CECO), 136.6 - 134.9 (Gom), 133.9 (C-2)),
130.2 — 126.9 (Gon), 117.9 (C-3), 100.8 (C-1), 97.8 (C-1), 83.4 (C-3), 76.2 (G-B2.8
(C-37), 71.8 (C-5"), 71.4 (C-27), 69.9 (Gn)l, 69.6 (C-4), 68.4 (C-4"), 63.6 (C-6), 62.0 (C;6)
58.0 (C-2), 26.8 (Si@IHs3)), 24.0 — 20.3CH3CO) 19.2 (SC(CHs)) ppm; MALDI-TOF: m/z
berechnet fiir GGHssNO1sSi: 829.33, gefunden: 852.5MNa]".
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Allyl-2-acetamido-4-O-(2,3,4,6-tetraO-acetyl{f3-L-galactopyranosyl)-6O-tert-
butyldiphenylsilyl-2-deoxy3-D-glucopyranosid  (121) und Allyl-2-acetamido-3o-
(2,3,4,6-tetraO-acetyl3-L-galactopyranosyl)-6O-tert-butyldiphenylsilyl-2-deoxy-3-D-
glucopyranosid (122):

OTBDPS
ACOoac on OTBDPS o
C H
AcHN
ACHN N\ One “OAc Ac N
AcO
121 122

Gemal der Synthese (Methode B) von Verbindiib§wurden Trichloracetimida®5 (625
mg, 1.27 mmol) und Akzept@9 (475 mg, 1.06 mmol) mit Trimethylsilyltriflat (7.@L, 8.9
mg, 40 pmol) in absolutem DCM (5 mL) zur Reakti@bacht. Das Produld21 (394 mg,
45%)wurde neben Verbindunt2 (169 mg, 20%) als farbloser Feststoff erhalten.

Fur 121 [a]p®° = - 25.5° ¢ = 1.0, CHC}), *H-NMR (500 MHz, CDC}) = 7.78-7.66 (m, 4
H, Harom), 7.47-7.32 (M, 6 H, Ko, 5.89 (dddd?J; 21 = 5.1,%31 201 = 5.6, Jaicis = 11.1, a1
wrans= 17.0 Hz, 1H, H-2), 5.70 (d,Jnn2 = 7.1 Hz, 1H, NHAC), 5.35 (ddJs 4 = 3.1 Hz, 1H,
H-4"), 5.23 (dd2J; 21 = 5.1, 3Jaigrans= 17.0 Hz,1H, H-3ay), 5.21-5.16 (m, 2 H, H-2", H-
3ay), 4.89 (dd Jy 4 = 3.1,%)y 3 = 10.5 Hz, 1H, H-3"), 4.80 (@)1 .= 7.8 Hz, 1 H, H-1),
4.75 (d,3) > = 7.8 Hz, 1 H, H-1"), 4.31 (dd1apar = 12.9,3)1 201 = 5.1 Hz, 1H, H-14),
4.17-4.10 (m, 2H, H-6"a,b), 4.09-3.98 (m, 2H, H#1by), 3.96-3.78 (m, 4H, H-3, H-6ab,
H-57), 3.54 (ddd3J;5= 7.8,%Jnn = 8.3, 3023 = 9.9 Hz, 1H, H-2), 3.42 (dddJ,5 = 10.1,
3Js6a= 5.3, *Js6p= 6.2 Hz, 1H, H-5), 2.15 (s, 3H,A), 2.06 (s, 3H, K), 2.03 (s, 3H, k),
1.99 (s, 3H, H), 1.72 (s, 3H, W), 1.07 (s, 9 H, SiC(Ckk) ppm; *C-NMR (126 MHz,
CDCh) & = 170.4 - 169.4 (CKCO), 136.6 - 134.8 (Gom), 134.2 (C-2)), 130.4 — 127.0
(Carom), 117.2 (C-3)), 101.9 (C-1"), 99.0 (C-1), 80.1 (C-4), 75.7 (G-B2.6 (C-3"), 72.2 (C-
57, 72.1 (C-3), 71.4 (C-2"), 69.9 (Gu}, 69.3 (C-4"), 62.0 (C-6"), 61.9 (C-6), 55.9 (G-26.6
(SIC(CHg3)), 24.0 — 20.3 CH3CO) 19.2 (SC(CHs)) ppm; MALDI-TOF: m/z berechnet fur
C41Hs55NO15Si: 829.33, gefunden: 852.40§Na]".

Fur 122 auf NMR-Charakterisierung wurde verzichtet, MALDOF: m/z berechnet fir
C41HssNO15Si: 829.33, gefunden: 852.5M1§NaJ".
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(E)-4-(4-Dimethoxymethylphenoxy)-but-2-enyl-2-acetando-4-O-(2,3,4,6-tetraO-acetyl-
[3-D-galactopyranosyl)-6O-tert-butyldiphenylsilyl-2-deoxy-3-O-(2,3,4-tri-O-acetyl-a-L -
fucopyranosyl){f3-D-glucopyranosid (123):

OMe
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Die Synthese wurde nach AAV-4 mit Verbindu8g (200 mg, 515 pmol), Verbindungl
(2.00 g, 4.80 mmol) und Katalysat8B (33 mg, 52 umol) durchgefiihrt. Das ProdaRkS3
wurde als farbloser Sirup erhalten (700 mg, 54®181%). GsH71NO,,Si (1102.21 g/mol);
R = 0.45 (EE); Schmelzp.: 166 °Gj]p?°= + 48.7° ¢ = 1.0 in CHC}); *H-NMR (500 MHz,
CDCly) 6 = 7.80-7.62 (m, 4H, ko), 7.51-7.30 (M, 8H, Ko, 6.86 (d,*Ja = 8.4 Hz, 2H, H-
2arom), 5.96 — 5.79 (M, 3H, frhe, H-2ou H-3p0), 5.41 (d,%J;» = 3.3 Hz, 1H, H-1"), 5.33 (d,
333 4~ = 3.3 Hz, 1H, H-47), 5.22 (&3 4 = 3.9 Hz, 1H, H-4"), 5.16-5.00 (m, 3H, H-2", H-5",
H-27), 4.99-4.92 (m, 2H, H-3", H-37), 4.70 @y »- = 7.9 Hz, 1H, H-17), 4.61 (FJ> =
7.8 Hz, 1H, H-1), 4.51-4.48 (m, 2H, H% 4.38-4.30 (m, 1H, H-1g), 4.22-4.16 (m, 2H, H-
4, H-6a""), 4.15-4.00 (m, 2H, H-6b"", H4lp 4.00-3.92 (m, 4H, H-2, H-3, H-6ab), 3.73 (dd,
335 6o = 6.4,%)5 6o = 6.4Hz, 1H, H-5"), 3.33 (dddJs 6= 6.7,3J5.60 = 6.7,3Js5= 10.5 Hz,
1H, H-5), 3.25 (s, 6H, OCH), 2.14 (s, 3H, k), 2.11 (s, 3H, k), 2.08 (s, 3H, K), 2.06 (s,
3H, Hac), 2.03 (s, 3H, &), 2.02 (s, 3H, K), 2.00 (s, 3H, K), 1.87 (s, 3H, K), 1.31 (d,
3Js ¢ = 6.5 Hz, 3H, H-67), 1.08 (s, 9H, SiC(GH) ppm;*C-NMR (126 MHz, CDG) 6 =
170.4-169.4 (CHCO), 136.5 - 134.5 (Gon), 130.5 — 126.9 (Gon), 114.6 (C-3,), 114.1 (C-
3p), 105.0 (C-17), 102.9 (Gew), 99.9 (C-17), 98.9 (C-1) 80.8 (C-4), 79.5 (Q;476.8 (C-
3), 75.6 (C-3), 74.0 (C-5), 71.1 (C-37"), 70.6 §C}), 70.0 (C-2"), 69.1 (C-2"), 68.9 (C-5),
68.8 (C-4.), 68.2 (C-1,), 66.5 (C-47), 61.4 (C-6), 60.8 (C-6""), 52.8 25;-52.4 (QCHy),
26.7 (SICCH3)), 24.0 — 20.3¢H3CO), 19.1 (SE(CHy)), 15.8 (C-6") ppm; HRMS (ESljn/z
berechnet fiir HgsNO2sSiNa': 1304.4916, gefunden: 1304.49024Na]".
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7. Experimenteller Teil

(E)-4-(4-Dimethoxymethylphenoxy)-but-2-enyl-2-acetando-4-O-(2,3,4,6-tetraO-acetyl-
[3-D-glucopyranosyl)-6-O-tert-butyldiphenylsilyl-2-deoxy-3-0-(2,3,4-tri-O-acetyl-a-L -
fucopyranosyl){f3-D-glucopyranosid (124):

OMe

OTBDPS
OAc
AcO 1) e} \“/§§//\O

AcHN
OAc ¢
Q OAc
OAc

AcO

Die Synthese wurde nach AAV-4 mit Verbindu88 (200 mg, 515 pmol), Verbindungl
(1.00 g, 4.80 mmol) und Katalysat8B (33 mg, 52 pumol) durchgefiihrt. Das Prodak#
wurde als farbloser Sirup erhalten (300 mg, 236187V%). GsH71NO,,Si (1102.21 g/mol);
Ri= 0.45 (EE); Schmelzp.: 160 °Gy]p* = + 23.8° ¢ = 1.0 in CHC}); *H-NMR (500 MHz,
CDCly) 6 = 7.79-7.60 (m, 4H, k), 7.52-7.34 (M, 6H, Kon), 7.32 (d,2Ja = 8.5 Hz, 2H, H-
Larom), 6.85 (d,2Jar = 8.5 Hz, 2H, H-20m), 5.96 — 5.81 (M, 2H, Hp2 H-34), 5.78 (d,2J, Hnac
= 8.2 Hz, 1H, Hac), 5.39 (d,*Jy > = 3.1 Hz, 1H, H-1"), 5.30 (s, 1H, 2ks), 5.19-4.99 (m,
5H, H-2", H-4", H-5", H-2"", H-4""), 4.95 (ddJs 4 = 3.5,%J» 3 = 9.3 Hz, 1H, H-3"), 4.89
(dd, 33y 3~ = 9.5,%33 4~ = 9.5 Hz, 1H, H-3"), 4.60 (£J,-»- = 8.9 Hz, 1H, H-1""), 4.57 (d,
331, = 8.0 Hz, 1H, H-1), 4.51-4.46 (m, 2H, Hu 4.37-4.32 (m, 1H, H-1g), 4.21-4.16 (m,
2H, H-4, H-6a"), 4.05-3.92 (m, 5H, H-2, H-3, H-6ab6b™", H-1l,), 3.54 (ddd3J,5= 9.8
33562 = 6.3,%J5.60 = 2.1 Hz, 1H, H-5), 3.25 (s, 6H, OGH 2.15 (s, 3H, k), 2.13 (s, 3H,
Hac), 2.10 (s, 3H, k), 2.08 (s, 3H, W), 2.04 (s, 3H, k), 2.01 (s, 3H, k), 2.00 (s, 3H,
Hac), 1.85 (s, 3H, W), 1.32 (d.3Js ¢ = 6.5 Hz, 3H, H-6"), 1.08 (s, 9H, SiC(G)3) ppm;*°C-
NMR (126 MHz, CDC}) 6 = 171.3 - 169.0 (CECO), 136.5 - 126.9 (Gon), 114.2 (C-3),
114.1 (C-3y), 103.2 (C-1"), 102.3 (foeta), 99.7 (C-1) 99.5 (C-17), 82.0 (C-4), 80.0 (G-3)
75.0 (C-3"), 74.5 (C-5), 70.6 (C-57"), 70.3 (C-%9.0 (C-37), 69.0 (C-27), 68.8 (G}, 68.4
(C-5"), 67.9 (C-4y), 67.7 (C-4"), 66.5 (C-47"), 61.8 (C-6"), 61.2 §§-52.5 (GCH3), 51.9 (C-
2), 26.9 (SiCCHa)), 24.0 — 20.3CH3CO), 19.0 (STC(CHy)), 15.7 (C-6") ppm; HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir HgaNO,5SiNa": 1304.4916, gefunden: 1304.48884Na]".
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7. Experimenteller Teil

(E)-4-(4-Dimethoxymethylphenoxy)-but-2-enyl-2-acetando-4-O-(2,3,4,6-tetraO-acetyl-
[3-D-glucopyranosyl)-6-O-tert-butyldiphenylsilyl-2-deoxy-3-0-(2,3,4-tri-O-acetyl-a-L -
fucopyranosyl){f3-D-glucopyranosid (124):

OMe

OTBDPS
OAc
AcO 1) e} \“/§§//\O

AcHN
OAc ¢
Q OAc
OAc

AcO

Die Synthese wurde nach AAV-4 mit Verbindu88 (200 mg, 515 pmol), Verbindungl
(1.00 g, 4.80 mmol) und Katalysat8B (33 mg, 52 pumol) durchgefiihrt. Das Prodak#
wurde als farbloser Sirup erhalten (300 mg, 236187V%). GsH71NO,,Si (1102.21 g/mol);
Ri= 0.44 (EE); Schmelzp.: 160 °Gy]p* = + 23.8° ¢ = 1.0 in CHC}); *H-NMR (500 MHz,
CDCly) 6 = 7.79-7.60 (m, 4H, k), 7.52-7.34 (M, 6H, Kon), 7.32 (d,2Ja = 8.5 Hz, 2H, H-
Larom), 6.85 (d,2Jar = 8.5 Hz, 2H, H-20m), 5.96 — 5.81 (m, 2H, Hp2 H-34), 5.78 (d,2J, Hnac
= 8.2 Hz, 1H, Hac), 5.39 (d,2Jy > = 3.1 Hz, 1H, H-1"), 5.30 (s, 1H, 2k, 5.19-4.99 (m,
5H, H-2", H-4", H-5", H-2"", H-4""), 4.95 (ddJs 4 = 3.5,%J» 3 = 9.3 Hz, 1H, H-3"), 4.89
(dd, 33y 3~ = 9.5,%33 4~ = 9.5 Hz, 1H, H-3"), 4.60 (£J,-»- = 8.9 Hz, 1H, H-1""), 4.57 (d,
331, = 8.0 Hz, 1H, H-1), 4.51-4.46 (m, 2H, Hu 4.37-4.32 (m, 1H, H-1g), 4.21-4.16 (m,
2H, H-4, H-6a"), 4.05-3.92 (m, 5H, H-2, H-3, H-6ab6b™", H-1l,), 3.54 (ddd3J,5= 9.8
33562 = 6.3,%J560 = 2.1 Hz, 1H, H-5), 3.25 (s, 6H, OGH 2.15 (s, 3H, k), 2.13 (s, 3H,
Hac), 2.10 (s, 3H, k), 2.08 (s, 3H, W), 2.04 (s, 3H, k), 2.01 (s, 3H, k), 2.00 (s, 3H,
Hac), 1.85 (s, 3H, W), 1.32 (d.3Js ¢ = 6.5 Hz, 3H, H-6"), 1.08 (s, 9H, SiC(G)3) ppm;*°C-
NMR (126 MHz, CDC}) 6 = 171.3 - 169.0 (CECO), 136.5 - 126.9 (Gon), 114.2 (C-3),
114.1 (C-3y), 103.2 (C-1"), 102.3 (foeta), 99.7 (C-1) 99.5 (C-17), 82.0 (C-4), 80.0 (G-3)
75.0 (C-3"), 74.5 (C-5), 70.6 (C-57"), 70.3 (C-%9.0 (C-37), 69.0 (C-27), 68.8 (G}, 68.4
(C-5"), 67.9 (C-4y), 67.7 (C-4"), 66.5 (C-47"), 61.8 (C-6"), 61.2 §§-52.5 (GCH3), 51.9 (C-
2), 26.9 (SiCCHa)), 24.0 — 20.3CH3CO), 19.0 (STC(CHy)), 15.7 (C-6") ppm; HRMS (ESI):
m/zberechnet fir HgsNO2sSiNa': 1304.4916, gefunden: 1304.4888+Na]".
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7. Experimenteller Teil

(E)-4-(4-Dimethoxymethylphenoxy)-but-2-enyl-2-acetando-4-O-(2,3,4,6-tetraO-acetyl-
[3-D-galactopyranosyl)-6O-tert-butyldiphenylsilyl-2-deoxy-3-O-(2,3,4,6-tetraO-acetyl-a-
L-galactopyranosyl)f3-D-glucopyranosid (125):

OMe

OTBDPS
OAc
AcO Oéowo /©/kOMe
o O ~ X0

AcO “OAc AcHN
AcO Q7 oAc
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Die Synthese wurde nach AAV-4 mit Verbindu84 (200 mg, 515 pmol), Verbindungl
(2.00 g, 4.80 mmol) und Katalysat8B (33 mg, 52 umol) durchgefiihrt. Das ProdakS
wurde als farbloser Sirup erhalten (445 mg, 332185%). GsH7aNO24Si (1160.24 g/mol);
Ri= 0.36 (EE); Schmelzp.: 171 °Gy]p*°= + 41.5 ° ¢ = 1.0 in CHC}); *H-NMR (500 MHz,
CDCly) 6 = 7.74-7.67 (m, 4H, Kon), 7.48-7.30 (M, 8H, Ko, 6.84 (d,3Ja = 8.0 Hz, 2H, H-
2arom), 6.00 (d,°J21nac = 7.8 Hz, 1H, Hlac), 5.97 — 5.79 (m, 2H, Hp2 H-35y), 5.36 (d,%Js o
= 3.0 Hz, 1H, H-4"), 5.34-5.31 (M, 2H, H-4""adda), 5.15 (dd 1> = 3.6,%Jr 3 = 9.4 Hz,
1H, H-2"), 5.06-4.99 (m, 2H, H-3", H-2""), 4.95 94 (m, 2H, H-1", H-3""), 4.80 (dJ..=
7.8 Hz, 1H, H-1), 4.60 (), >~ = 8.0 Hz, 1H, H-17), 4.51 - 4.47 (m, 2H, H} 4.39-4.16
(m, 4H, H-3, H-6"ab, H-1@), 4.11 - 3.99 (m, 3H, H-4, H-6""ab, Hlp 3.97-3.89 (m, 3H,
H-6ab, H-57), 3.62 (ddd®J., = 7.8,%)3 = 7.2 Hz*J unac = 7.8 Hz, 1H, H-2), 3.55 (dd,
335 62 = 6.6,%J5 g2~ = 6.9 Hz, 1H, H-5""), 3.39-3.31 (m, 1H H-5), 3.28 ¢}, OCH), 2.17
(s, 3H, Hy), 2.16 (s, 3H, &), 2.10 (s, 3H, ), 2.08 (s, 3H, K), 2.06 (s, 3H, k), 2.03 (s,
3H, Hac), 2.00 (s, 3H, &), 1.99 (s, 3H, K), 1.95 (s, 3H, k), 1.07 (s, 9H, SIiC(CkJs) ppm;
3C-NMR (126 MHz, CDGJ) ¢ = 170.9-168.5 (CECO), 136.0 - 127.4 (o), 114.1 (C-3),
113.4 (C-3y), 103.0 (Gecta), 100.2 (C-17), 98.9 (C-1), 98.7 (C-17"), 75.5 §%-74.3 (C-4),
74.2 (C-3), 71.1 (C-5), 70.7 (C-3"), 70.7 (C-570.4 (C-37"), 69.4 (C+}), 69.1 (C-27), 69.0
(C-27), 68.8 (C-4,), 68.7 (C-4"), 67.9 (C4l), 67.4 (C-47"), 62.5 (C-6), 61.3 (C-67), 60.9 (C-
67), 54.9 (C-2), 52.5 (OH3), 26.6 (SICCH3)), 23.1 — 20.1¢H5CO), 19.1 (SE(CHg)) ppm;
HRMS (ESI): m/z berechnet fur gHssNO,;/SiNa: 1362.4976, gefunden: 1362.4943
[M+Na]".

273



7. Experimenteller Teil

(E)-4-(4-Dimethoxymethylphenoxy)-but-2-enyl-2-acetando-4-O-(2,3,4,6-tetraO-acetyl-
[B-D-galactopyranosyl)-6O-tert-butyldiphenylsilyl-2-deoxy-3-O-(2,3,4-tri-O-acety|3-L -
fucopyranosyl){f3-D-glucopyranosid (126):

AcO o
Ac
AcO o OTBDPS OMe
0 (6] \/\/\O
OAc AcNH
OAc
AcO

Die Synthese wurde nach AAV-4 mit Verbindu8f (200 mg, 515 pmol), Verbindungl
(12.00 g, 4.80 mmol) und Katalysat8B (33 mg, 52 pumol) durchgefiihrt. Das ProdaRk6
wurde als farbloser Sirup erhalten (169 mg, 1321i79%). GsH71NO,,Si (1102.21 g/mol);
Ri= 0.42 (EE); Schmelzp.: 179 °Gy]p*°= + 2.6° € = 0.25 in CHCY); 'H-NMR (500 MHz,
CDCly) 6 = 7.80-7.57 (m, 4H, Kon), 7.55-7.29 (M, 8H, Ko, 6.85 (d,2Ja = 8.0 Hz, 2H, H-
2arom), 6.10 (S, 1H, Rac), 5.93 = 5.79 (M, 2H, Hp2 H-3uy), 5.35-5.31 (M, 2H, H-4"", Beta),
5.21 (d,%Jy 4 = 3.3 Hz, 1H, H-4"), 5.08 (dd);~ >~ = 8.0,%J, 3~ = 10.5 Hz, 1H, H-2""), 5.00
(dd, ®Jz 4 = 3.3,%)y 3 = 10.5, 3.44 Hz, 1H, H-3"), 4.95 (8- » = 8.1 Hz, 1H, H-1"), 4.91
(dd, 333 4 = 3.1,3%),- 3~ = 10.5 Hz, 1H, H-3"), 4.88 (dJ.,= 7.8 Hz, 1H, H-1), 4.62 (d,
)12 = 8.0 Hz, 1H, H-1"), 4.50-4.47 (m, 2H, H} 4.38-4.26 (M, 2H, H-3, H-}g, 4.13-
4.08 (m, 2H, H-6""), 4.10-4.00 (m, 2H, H-4, Hpdlp 3.94-3.89 (m, 2H, H-6), 3.82 (Y5 ¢ =
6.1 Hz, 1H, H-57), 3.65 (dfJ;,= 8.0,%J,53= 9.5 Hz, 1H, H-2), 3.57 (dfJs~ 62~ = 6.7,
335 62-= 6.7 Hz, 1H, H-57), 3.40-3.30 (m, 1H, H-5), 3.28 6H, OCH), 2.17 (s, 3H, k),
2.13 (s, 3H, Kc), 2.04 (s, 6H, 2 x i), 2.03 (s, 3H, k), 2.00 (s, 3H, k), 1.95 (s, 3H, k),
1.91 (s, 3H, H), 1.22 (d.3Js ¢= 6.1 Hz, 3H, H-67), 1.09 (s, 9H, SiC(G)) ppm;*C-NMR
(126 MHz, CDC}) 6 = 171.4 - 168.4 (CKCO), 136.5 — 126.8 (Gon), 114.1 (C-3.), 113.8
(C-3), 102.5 (Gecta), 100.1 (C-17), 99.2 (C-1), 98.9 (C-17), 75.25%-74.6 (C-3), 74.2 (C-
4), 71.2 (C-3"), 70.7 (C-57), 70.4 (C-4"), 70.3-3C), 69.6 (C-2), 69.2 (C-57), 69.0 (C-2"),
68.8 (C-4y), 67.5 (C-}), 66.5 (C-4""), 62.6 (C-6), 60.5 (C-6""), 54.4 25;-52.5 (CCHa),
29.4 (C-6"), 26.7 (SiQ@FHs)), 23.4 — 20.1¢HCO), 19.1 (ST(CHs)) ppm; HRMS (ESI)m/z
berechnet fiir HgsNO2sSiNa': 1304.4916, gefunden: 1304.4936HNa]".
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7. Experimenteller Teil

(E)-4-(4-Dimethoxymethylphenoxy)-but-2-enyl-2-acetando-3-O-(2,3,4,6-tetraO-acetyl-
[3-D-galactopyranosyl)-6O-tert-butyldiphenylsilyl-2-deoxy-4-O-(2,3,4-tri-O-acetyl-a-L -
fucopyranosyl){f3-D-glucopyranosid (127):

AcO
OAc
o) OAc OMe
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W AcHN N0
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Die Synthese wurde nach AAV-4 mit Verbindu8§ (200 mg, 515 pmol), Verbindungl
(2.00 g, 4.80 mmol) und Katalysat8B (33 mg, 52 pumol) durchgefthrt. Das ProdaRf7
wurde als farbloser Sirup erhalten (255 mg, 1991 %). GsH71NO,,Si (1102.21 g/mol);
R = 0.42 (EE); Schmelzp.: 173 °Gy]p*°= - 6.9° € = 0.5 in CHC}); *H-NMR (500 MHz,
CDCl) 6 = 7.80-7.61 (m, 4H, kb, 7.55-7.34 (M, 6H, Kon), 7.30 (d,3Ja = 8.4 Hz, 2H, H-
Larom), 6.85 (d,2Jar = 8.4 Hz, 2H, H-2on), 5.96 — 5.82 (M, 2H, Hp2 H-3uy), 5.70 (d.2J2, Hnac

= 8.5 Hz, 1H, Hac), 5.38 (d,J3- 4+ = 3.5 Hz, 1H, H-47"), 5.33 — 5.30 (M, 2H, H-4"ackh),
5.27 (dd3Js- 4 = 3.5%3, 3~ = 10.0 Hz, 1H, H-3") 5.20 (dJ, > = 3.7 Hz, 1H, H-17), 5.09
(d, %)= 8.0 Hz, 1H, H-1), 4.95 (4)s" ¢~ = 6.6 Hz, 1H, H-5"), 4.93 (dd)y » = 8.1,3)y 5 =
10.4 Hz, 1H, H-2"), 4.91 (dd)y o~ = 3.7,33, 3~ = 10.0 Hz, 1H, H-2""), 4.76 (dd)s4= 9.4,
33,3 =10.0 Hz, 1H, H-3), 4.71 (ddJs 4 = 3.3,3), 3 = 10.4 Hz, 1H, H-3"), 4.49 (d), » =
8.1, 1H, H-1") 4.42 (ddfJsap= 12.0,%J5 62 = 6.5 Hz, 1H, H-6a"), 4.38 — 4.32 (m, 2H, H-6b",
H-1a,), 4.12 — 4.05 (m, 2H, H-2, H-3D, 4.00 (dd>Js4 = 9.4,%J,5 = 9.4 Hz, 1H, H-4), 3.93
(dd, “Jeap = 11.9,3J5 62 = 2.9 Hz, 1H, H-6a), 3.65 - 3.60 (m, 2H, H-6b, B;3.56- 3.50 (m,
1H, H-5), 3.28 (s, 6H, OC, 2.15 (s, 3H, k), 2.11 (s, 3H, k), 2.08 (s, 3H, k), 2.05 (s,
3H, Hac), 2.02 (s, 3H, k), 1.99 (s, 3H, k), 1.95 (s, 3H, k), 1.87 (s, 3H, K), 1.22 (d,
)5 ¢~ = 6.6 Hz, 3H, H-6""), 1.10 (s, 9H, SiC(Gh) ppm;**C-NMR (126 MHz, CDCJ) 6 =
170.9 - 169.4 (CECO), 136.3 - 127.0 (Gon), 114.8 (C-3y), 114.3 (C-3y), 102.6 (Gecta),,
101.2 (C-17), 97.1 (C-17), 96.5 (C-1), 76.7 (C-3%.5 (C-5) 74.0 (C-4), 72.8 (C-37), 72.2
(C-4"), 71.2 (C-57), 70.9 (C-2"), 69.0 (Gg)l, 68.8 (C-4.), 68.6 (C-57), 67.4 (C-2°), 66.7 (C-
3’), 64.3 (C-47), 62.3 (C-6), 60.8 (C-6"), 59.2-2%; 52.1 (QCH3), 26.7 (SICCH3)), 24.0 —
20.3 CH3CO), 19.1 (SC(CHg)), 15.8 (C-6") ppm; HRMS (ESI)m/z berechnet flr
Cs3HgaNOo5SiNa'": 1304.4916, gefunden: 1304.49T4Na]".
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7. Experimenteller Teil

(E)-4-(4-Dimethoxymethylphenoxy)-but-2-enyl-2-acetando-4-O-(2,3,4,6-tetraO-acetyl-
[-D-galactopyranosyl)-30-(2,3,4-tri-O-acetyl-a-L-rhamnopyranosyl)-6-O-tert-
butyldiphenylsilyl-2-deoxy-{3-D-glucopyranosid (128):

OMe

OTBDPS
OAc
o O ~ "o

Die Synthese wurde nach AAV-4 mit Verbindu8g@ (200 mg, 515 pmol), Verbindungl
(12.00 g, 4.80 mmol) und Katalysat8B (33 mg, 52 pumol) durchgefiihrt. Das Prodak8
wurde als farbloser Sirup erhalten (540 mg, 422 u8d%). GsH71NO2,Si (1102.21 g/mol);
Ri= 0.35 (EE); Schmelzp.: 166 °Gi]p*°= + 5.7° € = 0.25 in CHC}); *H-NMR (500 MHz,
CDCl) 6 = 7.81-7.70 (m, 4H, Kon), 7.48 - 7.35 (m, 6H, kbn), 7.31 (d.*Ja = 8.1 Hz, 2H, H-
Larom), 6.84 (d,2Jar = 8.1 Hz, 2H, H-20n), 6.15 (s, 1H, Ihac), 5.97 — 5.82 (m, 2H, Hp2 H-
3pu), 5.33 (S, 1H, Hhew), 5.31 (d,%J3 4~ = 3.4 Hz, 1H, H-47"), 5.25 (dd), 5 = 3.5,%J5 4
9.9 Hz, 1H, H-3") 5.19 (ddJ- » = 1.8,%3» 3 = 3.5 Hz, 1H, H-2"), 5.12 (ddJ)s 4 = 9.9,3)s 5
= 9.9 Hz, 1H, H-4"), 5.06 (dd)y » = 1.8, 3~ = 10.5 Hz, 1H, H-2""), 4.93 (ddJs~ 4~
3.4,%3y 3= 10.5 Hz, 1H, H-3"), 4.90 (d)1 > = 1.8 Hz, 1H, H-1"), 4.84 (f).2= 7.4 Hz,
1H, H-1), 4.80 (d3J,,= 8.1 Hz, 1H, H-1""), 4.50 - 4.48 (m, 2H, WX 4.46 (qd>Js ¢ = 6.1,
3y 5 = 9.9 Hz, 1H, H-5"), 4.35-4.20 (m, 3H, H-3, H-6a,)a4.13-4.07 (m2H, H-6b, H-
1hby), 4.06-3.94 (m, 3H, H-4, H-6""ab), 3.79 (dd ¢2= 6.8,%Js56p= 6.8 Hz, 1H, H-5), 3.53-
3.42 (m, 1H, H-2), 3.33-3.25 (m, 7H, H-5"", OgH2.15 (s, 3H, k), 2.10 (s, 3H, k), 2.02
(s, 6H, 2 x Hc), 1.98 (s, 9H, 3 x k), 1.92 (s, 3H, k), 1.25 (d,*Js ¢ = 6.1 Hz, 3H, H-6"),
1.07 (s, 9H, SiC(CHs) ppm;**C-NMR (101 MHz, CDGJ) § = 172.1-168.8 (CECO), 136.8

- 127.4 (Grom), 115.0 (C-3y), 114.1 (C-3)), 101.9 (Gecta), 99.4 (C-17), 98.1 (C-17), 97.7 (C-
1), 75.7 (C-3), 75.0 (C-5), 74.4 (C-4), 71.1 (C;¥0.7 (C-5"), 70.6 (C-3"), 70.1 (C-3"), 69.3
(C-1ay), 68.9 (C-2), 68.7 (C-27), 68.0 (Guth 67.6 (C-3y), 67.0 (C-47), 66.3 (C-5), 62.1
(C-67), 61.5 (C-6), 54.9 (C-2), 53.1 @Bl3), 29.6 (C-6), 27.1 (Si@Ha)), 23.7 - 19.9
(CH3CO), 19.3 (ST(CHs) ppm; HRMS (ESI): m/z berechnet fir §HgsNOsSINa':
1304.4916, gefunden: 1304.49M4{Na]".
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7. Experimenteller Teil

(E)-4-(4-Dimethoxymethylphenoxy)-but-2-enyl-2-acetando-4-O-(2,3,4,6-tetraO-acetyl-
B-L-galactopyranosyl)-6O-tert-butyldiphenylsilyl-2-deoxy-3-O-(2,3,4-tri-O-acetyl-a-D-
fucopyranosyl){f3-D-glucopyranosid (129):
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AcOOAc oA OTBDPS
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AcO

Die Synthese wurde nach AAV-4 mit Verbindu88 (200 mg, 515 pmol), Verbindungl
(1.00 g, 4.80 mmol) und KatalysatdB (33 mg, 52 umol) durchgefiihrt. Das ProdakO
wurde als farbloser Sirup erhalten (218 mg, 17@166%). GsH71NO,,Si (1102.21 g/mol);
R = 0.41 (EE); Schmelzp.: 175 °Gy]p* = + 22.3° ¢ = 0.5 in CHC}); *H-NMR (500 MHz,
CDCl) § = 7.78 - 7.65 (m, 4 H, Ybn), 7.45-7.31 (m, 8H, kon), 6.91 (d,2Ja = 8.3 Hz, 2H,
H-2a0m), 5.96 — 5.80 (M, 2H, Hp2 H-3uy), 5.73 (d,*Jnn2 = 8.2 Hz, 1H, NHACc), 5.40 (d,
331 » = 3.0 Hz, 1H, H-1"), 5.36 (dfJy 5 = 0.5,%J3 4 = 3.3 Hz, 1H, H-4""), 5.29 (s, 1H,
Haceta), 5.22-4.99 (m, 4H, H-2", H-4", H-5", H-2""), 4.9%.88 (m, 2H, H-3", H-3"), 4.81 (d,
%J1,= 8.5 Hz, 1 H, H-1), 4.75 (d)- »-= 7.8 Hz, 1 H, H-1"), 4.51-4.47 (m, 2H, H}14.38

- 4.35 (m, 1H, H-1g), 4.17-4.05 (m, 3H, H-6""a,b, H-3, 4.02 (dd*Js5= 9.3,%J34= 9.9
Hz, 1H, H-4), 3.96-3.78 (m, 4H, H-3, H-6ab, H-53)55 (ddd?J,nn=8.2,%31,=8.5,0,3
= 9.9 Hz, 1H, H-2), 3.44 (dddJs 2= 5.3, 3Js6o= 6.2,%J45= 9.3 Hz, 1H, H-5), 3.27 (s, 6H,
OCH), 2.16 (s, 3H, k), 2.15 (s, 3H, k), 2.10 (s, 3H, k), 2.08 (s, 3H, k), 2.06 (s, 3H,
Hac), 2.03 (s, 3H, k), 1.99 (s, 3H, k), 1.72 (s, 3H, k), 1.28 (d,%)s ¢ = 6.5 Hz, 3H, H-
67), 1.07 (s, 9H, SiC(Chk) ppm;**C-NMR (126 MHz, CDGJ) § = 171.0 - 168.2 (CECO),
136.6 - 127.0 (Gom), 114.4 (C-3.), 114.3 (C-3y), 103.2 (C-1), 102.7 (Geta), 101.9 (C-17),
99.5 (C-1), 79.9 (C-4"), 79.3 (C-4), 76.8 (C-39,3 (C-3), 75.7 (C-5), 72.6 (C-3), 72.2 (C-
57), 71.4 (C-27), 70.3 (C-27), 69.9 (Gy), 69.3 (C-4""), 69.0 (C), 68.8 (C-5"), 68.8 (C-
4y,), 68.0 (C-3,), 62.5 (C-6), 62.0 (C-6""), 54.8 (C-2), 52.5G1s), 26.6 (SICCH3)), 24.0 —
20.3 (CH3CO), 19.2 (SC(CHj)), 16.0 (C-6) ppm; HRMS (ESI)m/z berechnet flr
Cs3HgaNOo5SiNa'": 1304.4916, gefunden: 1304.49414Na]".
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4-(4-Formylphenoxy)-butyl-2-acetamido-2-deoxy-39-(a-L-fucopyranosyl)-4-O-(3-D-
galactopyranosyl)f3-D-glucopyranosid (130):

OH

HO @ Q o

Hc@:ﬁ AcHN
Q7 oH
OH

HO

Die Synthese wurde nach AAV-5 mit Verbinduh23 (700 mg, 546 umol) durchgefuhrt. Das
Produkt 130 wurde als farbloser Feststoff erhalten (243 md©63C;1H4/NO17 (705.70
g/mol), R = 0.25 (DCM/MeOH 2:1); Schmelzp.: 209 °G]§?° = + 15.1° ¢ = 0.2 in HO);
'H-NMR (500 MHz, BO) § =9.80 (s, 1H, Hd), 7.86 (d,°Jar = 8.7 Hz, 1H, H-4om), 7.12
(d, %Jar = 8.7 Hz, 1H, H-2om), 5.03 (d, 1H2Jy o = 3.5 Hz, H-17), 4.76 (m, 1H, H-5"), 4.40
(d, 1H,3J,,= 7.5 Hz, H-1), 4.38 (d, 1H),~ »~= 8.0 Hz, H-1""), 4.10 (J3pu 4pu= 6.6 Hz, 2H,
H-4.), 4.00 - 3.98 (m, 1H, H-1g, 3.94-3.92 (m, 1H, H-5), 3.90-3.75 (m, 5H, H-34HH-
3", H-6ab), 3.72 (m, 1H, H-2), 3.70 — 3.58 (m, 4H;6ab”", H-3", H-4""), 3.57 (d, 18J)s 4

= 3.5 Hz, H-4"), 3.53 - 3.50 (m, 2H, H-2", H-2"1)95 (s, 3H, NHAc), 1.94-1.87 (m, 2H, H-
3u), 1.85-1.75 (M, 2H, H+), 1.10 (d, 3H3Js ¢ = 7.0 Hz, H-6") ppm:**C-NMR (126 MHz,
D,0) J =192.3 (Gig),173.9 (COHN), 133.0 (Gon), 115.5 (Gron), 103.9 (C-1), 103.2 (C-1"),
100.4 (C-17), 77.4 (C-4), 76.7 (C-5), 76.6 (C-35,Z(C-5"), 74.9 (C-4""), 73.7 (C-5"), 72.7
(C-4"), 72.0 (C-), 71.5 (C-37), 71.2 (C-3"), 70.2 (G}, 70.0 (C-27), 67.7 (C-27), 62.8 (C-
67), 61.3 (C-6), 57.3 (C-2), 27.1 (GuB 26.0 (C-3.), 23.0 (G),16.6 (C-6"); HRMS (ESI):
m/zberechnet fir §H4/NO7Na'": 728.2742, gefunden: 728.283a4Na]".

4-(4-Formylphenoxy)-butyl-2-acetamido-2-deoxy-39-(a-L-fucopyranosyl)-4-O-(3-D-
glucopyranosyl){f3-D-glucopyranosid (131):

HO 0 (0]
HO o) 0 O\/\/\O
OA AcHN
Q7 oH
OH
HO

Die Synthese wurde nach AAV-5 mit Verbindubh24 (300 mg, 234 umol) durchgefuhrt. Das
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Produkt 131 wurde als farbloser Feststoff erhalten (112 md©68C;1H4/NO17 (705.70
g/mol), R = 0.29 (DCM/MeOH 2:1); Schmelzp.: 197 °G]§?° = + 25.4° ¢ = 0.2 in HO);
'H-NMR (500 MHz, BO) § =9.79 (s, 1H, Hd), 7.86 (d,°Jar = 8.8 Hz, 1H, H-4om), 7.12
(d, %Jar = 8.8 Hz, 1H, H-2om), 4.99 (d, 1H2Jy o = 3.5 Hz, H-17), 4.76 (m, 1H, H-5"), 4.44
(d, 1H,3),- »-= 8.8 Hz, H-17), 4.40 (d, 1HJ, .= 7.6 Hz, H-1), 4.10 (£J3pu apu= 6.6 Hz, 2H,
H-4,.), 4.00 - 3.98 (m, 1H, H-1g, 3.94-3.92 (m, 1H, H-5), 3.90-3.75 (m, 6H, H-34HH-
4’, H-3"", H-6ab), 3.72 (m, 1H, H-2), 3.70 — 3.8, @H, H-6ab’", H-3", H-4""), 3.55 - 3.50
(m, 3H, H-2", H-4", H-2""), 1.95 (s, 3H, NHAc), #4.87 (m, 2H, H-g), 1.85-1.75 (m, 2H,
H-2,0), 1.15 (d, 3H,%Js ¢ = 6.6 Hz, H-6") ppm;*C-NMR (126 MHz, BO) d =192.3
(Ca),173.9 (COHN), 133.0 (Gom), 115.5 (Gron), 103.5 (C-17), 100.7 (C-1), 100.4 (C-1"),
77.4 (C-4), 76.7 (C-5), 76.6 (C-3), 75.2 (C-578.7 (C-5"), 72.7 (C-4"), 72.0 (G},
71.29(C-37), 71.5 (C-3°), 70.2 (Gu}, 70.1 (C-47), 70.0 (C-2°), 67.7 (C-2"), 62.8-6C),
61.3 (C-6), 57.2 (C-2), 27.1 (Gx3, 26.0 (C-3), 23.0 (G),16.7 (C-6"); HRMS (ESI)m/z
berechnet fiir H4/NO7Na'": 728.2742, gefunden: 728.27M4Na]".

4-(4-Formylphenoxy)-butyl-2-acetamido-2-deoxy-39-(a-L-galactopyranosyl)-4O-(3-D-
galactopyranosyl)f3-D-glucopyranosid (132):

OH

HO le) (0] o

1o Son AcHN
HO Q7 on
oH

HO

Die Synthese wurde nach AAV-5 mit Verbindubh2b (445 mg, 332 umol) durchgefuhrt. Das
Produkt 132 wurde als farbloser Feststoff erhalten (168 md)0C;1H4/NO1g (721.70
g/mol), Ri= 0.16 (DCM/MeOH 2:1); Schmelzp.: 244 °@]§*°= - 1.2° €= 0.1 in BO); *H-
NMR (500 MHz, BO) & =9.81 (s, 1H, Hd), 7.84 (d,%Ja = 8.8 Hz, 1H, H-%om, 7.07 (d,
3Ja = 8.8 Hz, 1H, H-2ion), 4.99 (d,%J1 > = 3.8 Hz, 1H, H-1"), 4.59 (d)., = 8.4 Hz, 1H,
1H), 4.48 (d,J1 2~ = 7.6 Hz, 1H, H-1"), 4.12 (8Jspu40u= 6.7 Hz, 2H, H-4), 4.00 — 3.92
(m, 3H, H-5, H-6a, H-14), 3.90 - 3.80 (m, 6H, H-4, H-3", H-4"", H-6b, 146), 3.79 - 3.75
(m, 4H, H-2, H-4", 2 x H-6ab™"), 3.72 — 3.66 (m,, H#6b", H-1lp,), 3.65 — 3.58 (M, 3H, H-3,
H-3", H-57), 3.58 — 3.47 (m, 3H, H-5", H-2", H-R"2.02 (s, 3H, k), 1.96-1.87 (m, 2H, H-
3y, 1.85-1.75 (m, 2H, H+R) ppm;. *C-NMR (126 MHz, BO) J =192.9 (Gi), 176.8
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(CONH), 133.1 (Gon), 116.0 (Gron), 106.1 (C-1), 103.9 (C-1"") 101.3 (C-1°), 82.1-4%
77.2 (C-5), 76.9 (C-3), 76.6 (C-57), 76.5 (C-5%.1 (C-47'), 73.6 (C-2), 72.9 (C-27), 72.8
(C-2°), 72.5 (C-4), 72.4 (C-3°), 71.7 (Gol 70.3 (C-4), 70.0 (C-3"), 62.6 (C-6"), 62.3 (C-
67), 61.1 (C-6), 56.2 (C-2), 27.2 (G} 26.9 (C-2u), 23.9 (Go) ppm: HRMS (ESI):m/z
berechnet fur gHs/NOi/Na'": 744.2961, gefunden: 744.301@4Na]".

4-(4-Formylphenoxy)-butyl-2-acetamido-2-deoxy-33-(B-L -fucopyranosyl)-4-O-(3-D-
galactopyranosyl)f3-D-glucopyranosid (133):

HO

OH
HO OH

N
Nolo, o
o) O O\/\/\O
OH AcNH
OH
HO

Die Synthese wurde nach AAV-5 mit Verbindubh26 (169 mg, 132 umol) durchgefuhrt. Das
Produkt 133 wurde als farbloser Feststoff erhalten (63 mg, $8@;H4/NO;7 (705.70
g/mol), Ri= 0.27 (DCM/MeOH 2:1); Schmelzp.: 198 °@]§*°= + 7.6° €= 0.1 in HO); H-
NMR (500 MHz, BO) J =9.80 (s, 1H, Hd), 7.86 (d,*Jar = 8.7 Hz, 1H, H-40n), 7.12 (d,
3Ja = 8.7 Hz, 1H, H-2i0n), 4.56 (M, 1H, H-57), 4.40 (d, 1R}, ,= 7.5 Hz, H-1), 4.38 (d, 1H,
331 »+= 8.0 Hz, H-17), 4.33 (d, 1H)1" » = 7.5 Hz, H-1"), 4.12 (£Japyapu= 6.6 Hz, 2H, H-
4,), 4.01 - 3.98 (m, 1H, H-1g, 3.92-3.75 (m, 6H, H-3, H-4, H-5, H-3"", H-6aB)72 (m,
1H, H-2), 3.70 — 3.58 (m, 4H, H-6ab”’, H-3", H¥3.57 (d, 1H3Js 4 = 3.4 Hz, H-4"), 3.53
-3.50 (m, 2H, H-2", H-2"), 1.95 (s, 3H, NHAC)92-1.87 (m, 2H, H-3), 1.85-1.75 (m, 2H,
H-250), 1.27 (d, 3H,%J5 ¢ = 6.3 Hz, H-6") ppm;*C-NMR (126 MHz, BO) d =192.3
(Caig),173.9 (COHN), 133.0 (o), 115.5 (Grom), 103.9 (C-1), 103.2 (C-1), 102.9 (C-1"),
77.4 (C-4), 76.7 (C-5), 76.6 (C-3), 75.2 (C-5"4.9(C-47), 73.7 (C-5"), 72.7 (C-4"), 72.0
(C-1py), 71.5 (C-3°), 71.2 (C-37), 70.2 (Gu} 70.0 (C-2°), 67.7 (C-2"), 62.8 (C-67), 61.3
(C-6), 57.3 (C-2), 27.1 (Cpd, 26.0 (C-2), 23.0 (G¢),16.6 (C-6"); HRMS (ESI)m/z
berechnet fiir H4/NO7Na'": 728.2742, gefunden: 728.283a4Na]".
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4-(4-Formylphenoxy)-butyl-2-acetamido-2-deoxy-49-(a-L-fucopyranosyl)-3-O-(3-D-
galactopyranosyl)f3-D-glucopyranosid (134):

HO

OH
OH
0o OH \
o, 2 00 e
o O~
%ﬁﬁ AcHN o

HO ~OH

Die Synthese wurde nach AAV-5 mit Verbindubh®7 (255 mg, 199 umol) durchgefuhrt. Das
Produkt 134 wurde als farbloser Feststoff erhalten (109 md)o)8CsH47/NO17 (705.70
g/mol), R= 0.20 (DCM/MeOH 2:1); Schmelzp.: 201 °@]$*°= - 29.0° € = 0.2 in HO); *H-
NMR (500 MHz, BO) J =9.80 (s, 1H, Hd), 7.86 (d,%Jar = 8.7 Hz, 1H, H-0n), 7.12 (d,
3Jar = 8.7 Hz, 1H, H-2om), 5.05 (d, 1H3Jy > = 3.5 Hz, H-1"), 4.65 (m, 1H, H-57), 4.51 (d,
1H,33y = 8.9 Hz, H-17"), 4.39 (d, 1HJ; ,= 7.5 Hz, H-1), 4.10 (J3pu 4pu= 6.6 Hz, 2H, H-
4y), 4.00 - 3.98 (m, 1H, H-1g, 3.94-3.92 (m, 1H, H-5), 3.90-3.75 (m, 5H, H-34HH-3",
H-6ab), 3.73-3.69 (m, 1H, H-2, H-3",), 3.66 — 3(68 4H, H-6ab’", H-4", H-4""), 3.53 - 3.50
(m, 2H, H-2", H-2"), 1.93 (s, 3H, NHAc), 1.94-1.8m, 2H, H-3,), 1.80-1.70 (m, 2H, H-
20, 1.13 (d, 3H,%05 ¢ = 7.4 Hz, H-6") ppm; *C-NMR (126 MHz, BO) J =192.1
(Cad),173.5 (COHN), 133.0 (Som), 115.5 (Grom), 103.9 (C-1), 103.2 (C-1"), 100.4 (C-1"),
76.9 (C-3), 76.7 (C-5), 76.0 (C-4), 75.2 (C-5 4.9 (C-47), 73.7 (C-5'), 72.7 (C-4"), 72.0
(C-1py), 71.5 (C-3°), 71.2 (C-37), 70.2 (G} 70.0 (C-2°), 67.7 (C-2"), 62.8 (C-6"), 61.3
(C-6), 57.3 (C-2), 27.1 (Cpd, 26.0 (C-2), 23.0 (G.),16.6 (C-6"); HRMS (ESI)m/z
berechnet fiir gH4/NO7Na'": 728.2742, gefunden: 728.27444Na]".

4-(4-Formylphenoxy)-butyl-2-acetamido-2-deoxy-32-(a-L-rhamnopyranosyl)-4-O-(B-D-
galactopyranosyl)f3-D-glucopyranosid (135):

OH X0
HO (o} O
o) o O\/\/\O
HO “OH AcHN
HO Q
OH

Die Synthese wurde nach AAV-5 mit Verbindut2g (540 mg, 422 umol) durchgefuhrt. Das
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Produkt 135 wurde als farbloser Feststoff erhalten (209 md/)0C;3H4/NO17 (705.70
g/mol), R = 0.19 (DCM/MeOH 2:1); Schmelzp. 187 °@]§*°= + 6.6° £ = 0.2 in HO); *H-
NMR (500 MHz, BO) J =9.80 (s, 1H, Hd), 7.86 (d,°Jar = 8.7 Hz, 1H, H-4on), 7.12 (d,
3Ja = 8.7 Hz, 1H, H-2i0n), 5.23 (d, 1H3J; » = 1.8 Hz, H-1"), 4.76 (m, 1H, H-57), 4.45 (d,
1H, 33, .= 8.0 Hz, H-1), 4.39 (dqJ)s ¢ = 7.0,3)s 5 = 9.7 Hz, 1H, H-5), 4.33 (d, 18}y »-=
8.1 Hz, H-1"), 4.10 (Japu40u= 6.6 Hz, 2H, H-4), 4.00 - 3.92 (m, 2H, H-5, H-33, 3.90-
3.75 (m, 5H, H-3, H-4, H-3"", H-6ab), 3.74 (m, 1##2), 3.70 — 3.58 (m, 4H, H-6ab”", H-3",
H-47), 3.57 (d, 1H3Js 4 = 3.5 Hz, H-4"), 3.53 - 3.50 (m, 2H, H-2", H-2"1.95 (s, 3H,
NHACc), 1.94-1.87 (m, 2H, H3), 1.85-1.75 (m, 2H, H+), 1.18 (d, 3H3Js ¢ = 7.0 Hz, H-
6") ppm; *C-NMR (126 MHz, BO) J =192.3 (Gi),173.9 (COHN), 133.0 (Gom), 115.7
(Carom), 103.1 (C-1), 102.9 (C-1"), 102.3 (C-1"), 76@-4), 76.0 (C-5), 76.6 (C-3), 75.6 (C-
57, 75.2 (C-57), 74.9 (C-47), 72.7 (C-4), 74B-2"), 72.0 (C-4), 71.5 (C-3"), 71.2 (C-
37), 70.2 (C-4), 67.7 (C-27), 62.8 (C-6""), 61.3 (C-6), 57.3 25;-27.2 (C-3.), 26.6 (C-2y),
23.1 (Gy),20.1 (C-6"); HRMS (ESI)m/zberechnet fir §H47;NOi/Na'": 728.2742, gefunden:
728.2738 M+Na]".

4-(4-Formylphenoxy)-butyl-2-acetamido-2-deoxy-32-(a-D-fucopyranosyl)-4-O-(B-L-
galactopyranosyl)f3-D-glucopyranosid (136):

HO OH

oH .
er%Lo re
Ho| AcHN
HO

HO

Die Synthese wurde nach AAV-5 mit Verbindut2© (218 mg, 170 umol) durchgefuhrt. Das
Produkt 136 wurde als farbloser Feststoff erhalten (87 mg, Y 3@;:H47/NO;17 (705.70
g/mol), Ri= 0.23 (DCM/MeOH 2:1); Schmelzp. 160 °@]§*°= - 32.0° £ = 0.2 in HO); *H-
NMR (500 MHz, DO) d= 9.80 (s, 1H, Hd), 7.86 (d,3Ja = 8.7 Hz, 1H, H-4on), 7.12 (d,
3Ja = 8.7 Hz, 1H, H-200n), 5.05 (d,2J1 2= 4.0 Hz, H-1, H-1"), 4.79 (dd, 1 H, H-5"), 4.49 (d
3J1,= 8.4 Hz, 1H, H-1), 4.40 (dJ1- >+ = 8.4 Hz, 1H, H-1"), 4.10 (£Japy 40u= 6.6 Hz, 2H, H-
&), 3.91 (dd 335 = 8.4,%), 3- = 10.8 Hz, 1H, H-2""), 3.89 - 3.85 (m, 5H, H-2, id;64-3",
4", H-1ay), 3.82 (dd3J34= 9.0,3),5= 9.0 Hz, H-4), 3.78 (dfJ, 3= 8.5,°J34= 9.0 Hz, 1H,
H-3), 3.76-3.74 (m, 2H, H-4", H-1b), 3.71 (dd3Js- ¢ = 7.8,%Jsa" 6o = 11.6 Hz, 1H, H-6a"),
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3.68 - 3.64 (m, 4H, H-3, H-2", H-6b, H-6b"), 3.523.50 (m, 1H, H-5"), 3.45 (ddd’Js ga=

3.4,%35 6o= 6.8,%J,5= 9.0 Hz, 1H, H-5), 1.99 (s, 3H, NHAC), 1.94-1.8, (2H, H-3,), 1.85-
1.75 (m, 2H, H-B,), 1.20 (d,3Js ¢ = 6.6 Hz, 3H, H-6") ppm; HRMS (ESI)n/zberechnet fiir
Cs1H47/NO/Na': 728.2742, gefunden: 728.27204Na]".

O-Phthalimido-tetraethylenglycol (138):

PhthN OH
fo~)
4

Unter Argonatmoshéare wurde Tetraethylenglycol (@9%.0 mmol) zusammen mit PS-BPh
(5.07 g, 7.5 mmol, 1.48 mmol/g) umitHydroxyphthalimid (0.82 g, 5.0 mmol) in abs. THF
(80 mL) geldst. Unter Rihren wurde eine Lésung isopropylazodicarboxylat (1.52 g,
7.5 mmol) in abs. THF (20 mL) tropfenweise UbereairZzeitraum von 30 min zugegeben.
Der Reaktionsansatz wurde zunachst fur 4 Stundeihgeund dann fur 16 Stunden ohne
Ruhren stehen gelassen. Das Harz wurde Uber Califdtriert und das Filtrat bei
vermindertem Druck eingeengt. Die Reinigung erlgin Kieselgel mit dem Laufmittel
Ethylacetat. Die Verbindung38 wurde als farbloses Ol erhalten (622 mg, 37%}NMR
(300 MHz, CDC) 6= 7.88-7.80 (m, 2H, Philno), 7.78-7.71 (m, 2H, Phtla), 4.41-4.36
(m, 2H, (H,ON), 3.89-3.84 (m, 2H, O€,CH,ON), 3.74-3.66 (m, 4H, OCGIEH,0), 3.66—
3.57 (m, 8H, OCKCH,0), 2.47 (t,*Jcr20n = 6.2 Hz, OH) ppm:**C-NMR (75 MHz,
CDCl) 0 = 163.4 (C=0), 134.4 (C-Phthy, 128.9 (C-Phthsy), 123.5 (C-Phthng), 77.2
(CH,ON), 72.4, 70.8, 70.6, 70.4, 70.3, (O&HH,OH), 69.2 (CCH,CH,ON), 61.7 (CHOH)
ppm; HRMS (ES):m/z berechnet fur ¢H»,NO;: 340.1396 M+H], gefunden 340.1378
[M+H].

O-Phthalimido-(w-thiotrityl)-tetraethylenglycol (139):

PhthN T
\<O/\>,S r

4
Unter Argonatmosphare wurde Diisopropylazodicartax607 mg, 3.00 mmol) bei 0 °C zu

einer Suspension von Polymer-gebundenem Tripheogfghin (2.03 g, 3.0 mmol, 1.48
mmol/g) in abs. THF (25 mL) gegeben. Die Mixtur deirfir 30 min bei 0 °C geruhrt, und
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anschlieend eine Losung von Verbindung38 (509 mg, 1.5 mmol) und
Triphenylmethanthiol (829 mg, 3.0 mmol) in abs. T{2B mL) bei 0 °C langsam zugetropft.
Nach Erwarmen auf Raumtemperatur wurde der Readmsatz fur 4 Stunden gerthrt. Das
Harz wurde Uber Celite abfiltriert und das Filtksi vermindertem Druck eingeengt. Die
Reinigung erfolgte an Kieselgel mit dem Laufmitteldienten Diethylether-Hexan (1:3%
1:0). Die Verbindungl39 wurde als farbloses Ol erhalten (699 mg, 78%)}NMR (300
MHz, CDCk) o= 7.86 — 7.79 (m, 2H, 0-ArH), 7.76-7.69 (m, 2HATH), 7.44—7.38 (m, 6H,
H-Trityl), 7.31-7.16 (m, 9H, H-Trityl), 4.38-4.33n( 2H, H,ON), 3.87-3.81 (m, 2H,
OCH,CH,ON), 3.66-3.60 (m, 2H), 3.57-3.51 (m, 2H, OCH,0), 3.51-3.45 (m, 2H,
OCH,CH,0), 3.43-3.36 (m, 2H, OGEH,0), 3.28 (t, *Jocro,cHesTr = 6.7 Hz, 2H,
OCH,CH,STr), 2.41 ppm (Jocrz.crzst= 6.7 Hz, 2H, OCKCH,STr); *C-NMR (75 MHz,
CDCl) 0= 163.3 (C=0), 144.7 (C-Trityky), 134.3 (C-Phthet), 129.5 (C-Trityl), 129.0 (C-
Phthyso), 127.8 (C-Trityl), 126.6 (C-Trityhy, 123.4 (C-Phthing), 77.1 CH,ON), 70.7, 70.4,
70.3, 70.0, 69.5 (OCKH)0), 69.2 (@H,CH,STr), 66.5 (C-Trityduaeema), 31.6
OCH,CH,STr); HRMS (ES):m/z berechnet fir ¢gHzsNOsS: 620.2083 Y1+Na] gefunden:
620.2089 M+Na].

Hydroxylamino-( w-thiotrityl)-tetraethylenglycol (140):

HzN%O“}STr
4

Die Verbindungl39 (598 mg, 1.0 mmol) wurde in Acetonitril (20 mL)Igst und Hydrazin-
Hydrat (230 uL, 5.0 mmol) zugegeben. Rihren futuih&en bei Raumtemperatur ergab eine
weilde Suspension, die bei vermindertem Druck kamzghwurde. Der Rickstand wurde in
DCM suspendiert und tber Celite filtriert. Durc&mngen des Filtrats zur Trockne wurde die
Verbindung140 ohne weitere Reinigung als farbloses Ol erhalts# (mg, 97%)H-NMR
(300 MHz, CDC}) d= 7.44-7.38 (m, 6H, H-Trityl), 7.31-7.16 (m, 9HTHityl), 5.48 (s, 2H,
ONH,), 3.84-3.79 (m, 2H, B,ON), 3.69-3.64 (m, 2H, O&,CH,ON), 3.63 (m, 4H,
OCH,CH,0), 3.60-3.55 (m, 2H, OCGEH,0), 3.48-3.43 (m, 2H, OCIEH,0), 3.31 (t,
3JocHz.crzst= 6.9 Hz, 2H, OCI,CH,STY), 2.43 (t3Jochz.chzst= 6.9 Hz, 2H, OCKCH,STT)
ppm; *C-NMR (75 MHz, CDC}) d = 144.8 (C-Trityhs), 129.6 (C-Trityl), 127.8 (C-Trityl),
126.6 (C-Tritypary, 74.8 CH2ON), 70.6, 70.5, 70.4, 70.1, 69.7, 696H;0), 66.6 (C-
Trityl quars), 31.6 CH2STr) ppm; HRMS (ES)m/z berechnet fir &H3/NO,S: 468.2209
[M+H], gefunden: 468.2199.
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Thioacetyl-tetraethylenglycol (141):

H%O/\}SAC
4

Gemal3 der Synthese von Verbindur®8 wurden Tetraethylenglycol (970 mg, 5.00 mmol),
Triphenylphosphin (1.97 g, 7.50 mmol), Diisoprogdicarboxylat (1.52 g, 7.50 mmol) und
Thioessigsaure (360 pL, 5.00 mmol) zur Reaktionrggii. Die Reinigung erfolgte an
Kieselgel mit dem Laufmittel PE-EE (1:1). Die Vartung 141 wurde als gelbliches Ol
erhalten (290 mg, 23%JH-NMR (300 MHz, CDC}) d = 3.89-3.66(m, 12H, OGEH,0),
3.36 (t, 3Jocho.crostr= 6.4 Hz, 2H, O®,CH,SAC), 2.52 (t,%JocHo.crostr= 6.4 Hz, 2H,
OCH,CH,SAC), 2.19 (s, 3H, SCOGH ppm; *C-NMR (75 MHz, CDC}) J = 72.4, 70.8,
70.6, 70.4, 70.3, 69.2 (OGAH,0), 61.7 (CHOH), 31.6 CH,SAc) 22.7 CH;COS) ppm.

4-(4-(w-Thiotrityl)-tetraethylenglycolyl-benzaldehydoxim)-butyl- B-D-glucopyranosid
(142):

OH
~N
HO&&/ ©/\ {o/\%STr
HO O\/\/\O 4

OH

Der Aminooxylinker140 (150 mg, 0.32 mmol) und das Glyco&d (124 mg, 0.35 mmol)
wurden in Acetonitril (5 mL) geldst. AnschlieRendingte Eisessig (150 pL) zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde bei RT fur 16 Stunden genihd schlief3lich bei vermindertem
Druck konzentriert. Die Reinigung erfolgte durcheielgelfiltration mit dem Laufmittel
DCM-Methanol (20:1). Die Verbindun@42 wurde als farbloser Sirup erhalten (260 mg,
quant.).*H-NMR (300 MHz, CDC}) J= 8.03 (s, 1H, B=NO), 7.49 (d3J, = 8.8 Hz, 2H, H-
1a), 7.43-7.34 (m, 6H, H-Trityl), 7.32-7.13 (m, 9H;Hityl), 6.90 (d,3Jy = 8.8 Hz, 2H, H-
2., 4.31-4.16 (m, 3H, H-1), 4.08-3.91 (m, 3H), 3(8d,J = 11.85, 1.80 Hz, 1H), 3.80-3.72
(m, 3H), 3.67-3.58 (m, 6H), 3.57-3.50 (m, 2H), 33186 (m, 1H), 3.36-3.12 (m, 18H), 2.37
(t, J = 6.74, 6.74 Hz, 1H), 1.96-1.71 (m, 4H, B2H-3) ppm; ¥*C-NMR (75 MHz,
CDCl) 0= 150.0 CH=NO), 146.3 (C-Tritypso), 130.8 (C-Trityl), 129.6 (C-arom), 128.9 (C-
Trityl), 127.8 (C-Trityl), 126.1 (C-arom), 115.8 {&om), 104.4 (C-1), 78.2 (C-4), 78.0 (C-5),
75.2 (C-2), 74.3 (CHON), 71.7, 71.6, 71.5, 71.4, 71.2, 70.7, 70.6, {G-3py C-2, CHs-
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OEG), 68.9 (C-3), 62.8 (C-6), 32.8 (&8Tr), 27.4 (C-3,), 27.0 (C-3y) ppm; MALDI-TOF:
m/zberechnet fir &HssNO1,S: 805.35, gefunden: 828.BIfNaJ .

Versuch zur Darstellung von 4-(4-@-Thio)-tetraethylenglycolyl-benzaldehydoxim)-
butyl-B-D-glucopyranosid (143):

OH

<N
Hoé& @/\ %O/\}SH
HO O\/\/\O 4

OH

Die Verbindungl42 (260 mg, 0.35 mmol) wurde unter Argonatmospharabisolutem DCM
(5 mL) gelost. Es wurde unter Rihren Triethylsilétlh mL) zu gegeben, gefolgt von
tropfenweiser Zugabe von Trifluoressigsaure (1.5.nas Reaktionsgemisch wurde fur 5
Minuten bei RT gerthrt und dann bei vermindertenudRr konzentriert. Die Reinigung
erfolgte an Kieselgel mit dem Laufmittel DCM-Mettwr§20:1). Die Verbindund43 konnte
nicht erhalten werden. NMR-Daten des unerwartetegbedproduktes finden sich in
Abschnitt 3.5.

Allyl-tetraethylenglycol (144):

H
4

Zu einer Lésung von Tetraethylenglyd@7 (3.41 g, 17.6 mmol) in trockenem DMF (20 mL)
wurde langsam Natriumhydrid (510 mg, 21.1 mmol)ejem. Nach Riuhren flr eine Stunde
bei Raumtemperatur wurde die Suspension im Eiskadihdt. Zu dem Reaktionsansatz
wurde anschlieRend Allylboromid (760 uL, 8.80 mmnligetropft. Nach Erwarmen auf RT
wurde das Reaktionsgemisch fir 12 Stunden gerDietReaktion wurde durch Zugabe von
ges. NHCI-Lésung (10 mL) abgebrochen und dann mit Ethykcé€0 mL) verdinnt. Die
wassrige Phase wurde mit Ethylacetat (3 x 20 mitjakiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden mit ges. NaCl-L6sung (100 mL) gewasceind Uber N&O, getrocknet.
Nach Filtration und Entfernung des L6sungsmittelsirde das Rohprodukt durch
Saulenchromatographie an Kieselgel mit einem Laiiégradienten von DCM- Methanol
(20 : 1) gereinigt. Die Verbindunt44 wurde als farbloses Ol erhalten (1.86 g, 90%)=
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0.38 (DCM/MeOH 15:1)*H-NMR (400 MHz, CDC}) = 5.90 (tdd3J, 3= 4.9;%J;5,= 10.3;
3)1a2= 17.4 Hz, 1H, H-2), 5.26 (#)1a-= 17.4 Hz, 1H, H-1a), 5.20 (dJ1p> = 10.3 Hz, 1H,
H-1b), 4.00 (d,J,5 = 4.9 Hz, 2H, H-3), 3.69-3.63 (m, 2H, H-4), 3.63-3.6#, 10H, H-
5,6,7,8,9), 3.56-3.51 (m, 4H, H-10, H-11), 2.67 18, OH) ppm;**C-NMR (100 MHz,
CDCly) 0= 134.6 (C-2), 117.0 (C-1), 72.4 (C-3), 72.1 (C-A).1 -69.9 (C-6,7,8,9,10), 69.3
(C-5), 61.7 (C-11) ppm.

Allyl-( w-O-phthalimido)-tetraethylenglycol (145):

PhthN
o
4

Gemal der Synthese von Verbindul88 wurden das Tetraethylenglycol-Derivb44 (1.10
g, 4.70 mmol), Triphenylphosphin (1.85 g, 7.05 mmbliisopropylazodicarboxylat (1.43 g,
7.05 mmol) undN-Hydroxyphthalimid (1.15 g, 7.05 mmol) zur Reaktigebracht. Die
Reinigung erfolgte an Kieselgel mit dem Laufmit&it-EE (1:1). Die Verbindung45wurde
als farbloses Ol erhalten (1.50 g, 56®R)= 0.31 (PE/EE 1:1)*H-NMR (400 MHz, CDC}) &
= 7.87-7.80 (m, 2H, Phglno), 7.76—7.70 (m, 2H, Phtl), 5.97 (tdd3), 3= 5.4;%3;,,= 10.5;
3J1a2= 17.1 Hz, 1H, H-2), 5.24 (#)1a.= 17.1 Hz, 1H, H-1a), 5.17 (dJ1p> = 10.5 Hz, 1H,
H-1b), 4.40-4.37 (m, 2H, H-11), 4.00 {3 = 5.4 Hz, 2H, H-3), 3.89-3.84 (m, 2H, H-10),
3.68-3.57 (m, 12H, H-4,5,6,7,8,9) ppMiC-NMR (100 MHz, CDCJ, 25 °Q J = 163.4
(Ccarboxy, 134.7 (C-2), 133.9 (C-Phiky, 128.9 (C-Phthsg), 123.9 (C-Phthing), 117.0 (C-1),
77.2 (C-11), 72.0 - 69.9 (C-3,4,5,6,7,8,9), 68.91(F ppm; MALDI-TOF: m/z berechnet fur
C1oH2sNO7: 379.16, gefunden: 402.MfNa]'.

Allyl-( w-hydroxylamino)-tetraethylenglycol (146):

HzN,{OK%O\/\
4

Gemal der Synthese von Verbinduid wurden das Tetraethylenglycol-Derivbd4 (1.45
g, 3.82 mmol) mit Hydrazin-Hydrat (880 uL, 19.1 niinan Acetonitril zur Reaktion
gebracht. Die Reinigung erfolgte an Kieselgel neindLaufmittel DCM-Methanol (10:1). Die
Verbindung 146 wurde als farbloses Ol erhalten (750 mg, 75%):-NMR (400 MHz,
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CDCl) d = 5.99 (tdd,*J,5 = 5.1; 3Jia» = 10.3; %Iy = 17.2 Hz, 1H, H-2), 5.45 (s, 2H,
ONHy), 5.28 (d2J1a2= 17.2 Hz, 1H, H-1b), 5.19 (dJ122= 10.3 Hz, 1H, H-1a), 4.00 (A} 3

= 5.1 Hz, 2H, H-3), 3.84-3.79 (m, 2H, H-11), 3.7G48(m, 2H, H-10), 3.62-3.50 (m, 12H,
H-4,5,6,7,8,9) ppm**C-NMR (100 MHz, CDG) d= 133.9 (C-2), 117.0 (C-1), 74.2 (C-11),
72.0 - 68.9 (C-3,4,5,6,7,8,9,10) ppm; MALDI-TOR/z berechnet fir GH»3NOs: 249.16,
gefunden: 272.9M+Na]".

3-Thioacetylpropyl-tetraethylenglycol (147):

" éo“j/ O~ SAc
4

Zu einer Losung von Alked44 (680 mg, 2.90 mmol) in abs. THF (10 mL) wurden unte
Ruhren Thioessigsaure (1.03 mL, 14.5 mmol) und AI@N0 mg, 2.74 mmol) zugegeben.
Das Reaktionsgemisch wurde fur 3 h bei RT mit U¥Hhtibestrahlt. Anschlie3end wurde das
Losungsmittel entfernt und das gelbliche Rohproddiktch Saulenchromatographie an
Kieselgel mit einem Laufmittelgradienten von DCM Methanol (20 : 1) gereinigt Die
Verbindung147 wurde als fahlgelbes Ol erhalten (905 mg, quaRta 0.40 (DCM/MeOH
15:1); *H-NMR (400 MHz, CDC}) d = 3.75-3.71 (m, 2H, H-11), 3.69-3.52 (m, 16H, H-
3,4,5,6,7,8,9,10), 3.09 ()12 = 6.4 Hz, 2H, H-1), 2.57 (s, 1H, OH), 2.33 (s, 3H,$AR.14-
1.97 (m, 2H, H-2) 13C NMR (101 MHz, CDglo = 72.4 (C-3), 71.5-68.8 (C-4,5,6,7,8,9,10),
61.7 (C-11), 30.5 (C-1), 28.7 (SAc), 21.2 (C-2) ppm

Hydroxylamino-( w-3-thioacetylpropyl)-tetraethylenglycol (148):

HzN%OA%O\/\/SAC
4

Gemal der Synthese von Verbinduty wurden das Alkeri46 (600 mg, 2.41 mmol) mit
Thioessigsaure (850 pL, 12.0 mmol) und einer kétalge Menge AIBN in trockenem THF
zur Reaktion gebracht. Die Reinigung erfolgte ares€igel mit dem Laufmittel DCM-
Methanol (10:1). Die Verbindung48 wurde als farbloses Ol erhalten (780 mg, quaR{3.
0.28 (DCM/MeOH 10:1}H-NMR (400 MHz, CDC}) = 5.99 (tdd3J, 5= 5.1;%3;.,= 10.3;
3J1b2= 17.2 Hz, 1H, H-2), 5.45 (s, 2H, @), 5.28 (d,3J122= 17.2 Hz, 1H, H-1b), 5.19 (d,
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3J1a2= 10.3 Hz, 1H, H-1a), 4.00 (A} 3= 5.1 Hz, 2H, H-3), 3.84-3.79 (m, 2H, H-11), 3.70-
3.64 (m, 2H, H-10), 3.62-3.50 (m, 12H, H-4,5,6,9)%pm;*C-NMR (100 MHz, CDCJ, 25
°C) d=133.9 (C-2), 117.0 (C-1), 74.2 (C-11), 72.0 -95€-3,4,5,6,7,8,9,10) ppm; MALDI-
TOF: m/zberechnet fiir GH.3NOs: 325.16, gefunden: 348.MfFNa]".

Undec-10-enyl-triethylenglycol (154):
Aoy

Gemald der Synthese von Verbindubt wurden das Triethylenglycoll§2) (1.33 g, 8.81
mmol) mit Natriumhydrid (217 mg, 9.02 mmol) und Biemundec-2-enl15]) (1.03 g, 4.41
mmol; Lésung in 4 mL DMF) in trockenem DMF (8 mLlurzReaktion gebracht. Die
Reinigung erfolgte an Kieselgel mit dem LaufmitBsCM-Methanol (20:1). Die Verbindung
154 wurde als farbloses Ol erhalten (1.27 g, 95%) 0.43 (DCM/MeOH 10:1)*H-NMR
(500 MHz, CDC}) d=5.73 (ddt,%J, 3= 6.8,3Jss= 10.3,3Jan s= 16.9 Hz, 1H, H-2); 4.89 (dq,
“J13 = 2.0 Hz,*Jyans = 16.9 Hz H-1), 3.61-3.50 (m, 12 H, H-11, H-12,18- H-15, H-16,
H-17), 3.38 (t2J1011 = 7.1 Hz, 2H, H-11), 2.60 (bs, 1 H, OH), 1.96 (&, 3J, 3= 6.8, H-3),
1.51 (t,*J011 = 7.1 Hz, 2H, H-10), 1.28-1.21 (m, 12H, H-4, H-56HH-7, H-8, H-9) ppm:;
13C-NMR (126 MHz, CDGJ) d= 139.2 (C-2) 114.1 (C-1), 72.5 (C-16), 71.5 (C-17).6-
70.0 (C12-C16), 61.7 (C-17), 36.4 (C-3), 33.8-2B(C4-C10) ppm.

Undec-10-enyl-hexaethylenglycol (155):

Gemal der Synthese von Verbinduagl wurden das Hexaethylenglycdl53) (2.50 g, 8.85
mmol) mit Natriumhydrid (218 mg, 9.10 mmol) und Biemundec-2-enl151) (1.05 g, 4.50
mmol; Lésung in 4 mL DMF) in trockenem DMF (8 mLlurzReaktion gebracht. Die
Reinigung erfolgte an Kieselgel mit dem LaufmitBsCM-Methanol (20:1). Die Verbindung
155 wurde als farbloses Ol erhalten (1.88 g, 96&) 0.56 (DCM/MeOH 10:1)*H-NMR
(500 MHz, CDC}) = 5.80 (ddt3J, 3= 6.8,%Js= 10.3,%Jan s= 16.9 Hz, H-2); 4.95 (dq, 2H,
4313 = 2.0 HZ,*Jyans= 16.9 Hz, H-1), 3.68-3.56 (m, 24 H, H-12, H-131K, H-15, H-16, H-
17, H-18, H-19, H-20, H-21, H-22), 3.44 (t, 2¥011= 6.8 Hz , H-11) , 2.60 (bs, 1H, OH),
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2.02 (m, 2H, H-3), 1.56 (t, 2 HJi011= 6.8 Hz, H-10), 1.33-1.22 (m, 12 H, H-4, H-5, H-6
H-7, H-8, H-9) ppm3C-NMR (126 MHz, CDGJ) 5= 139.2 (C-2), 114.9 (C-1), 72.5 (C-22),
71.5 (C-11), 71.5-70.0 (C3, C12-C20), 61.7 (C-3B)4 (C-10), 33.8-26.0 9 (C-3-C-11) ppm.

11-Thioacetylundecyl-triethylenglycol (156):

Gemal der Synthese von Verbinduly wurden das Alkeri54 (1.05 g, 3.47 mmol) mit
Thioessigsaure (740 pL, 10.4 mmol) und AIBN (450 &3@4 mmol) in trockenem THF (20
mL) zur Reaktion gebracht. Die Reinigung erfolgtekdeselgel mit dem Laufmittel DCM-
Methanol (20 : 1— 18 : 1). Die Verbindung56 wurde als farbloses Ol erhalten (1.31 g,
quant.).R = 0.40 (DCM/MeOH 10:1)!H-NMR (500 MHz, CDC}, 25 °Q J= 3.66 (m, 2H,
H-17), 3.61-3.51 (m, 10H, H-12, H-13, H-14, H-1516), 3.38 (t3J1011 = 6.8 Hz , 2H, H-
11), 2.79 (t2J12= 7.3 Hz, 2H, H-1), 2.45 (m, 2H, H-16), 2.25 (s,,3BSCCH), 1.49 (m, 2
H, H-8), 1.25-1.16 (m, 12H, H-9, H-10, H-11, H-12:13, H-14) ppm}*C-NMR (126 MHz,
CDCl;, 25 °C)d=196.1 (O€CHjs), 70.0- 72.5 (C-11, C-12,C-13,C-14,C-15,C-16) 86L-
17), 30.6 (C-1), 26.0- 29.5 (C-2, C-3, C-4, C-5%63=-7, C-8, C-9, C-10) ppm.

11-Thioacetylundecyl-hexaethylenglycol (157):

Gemal der Synthese von Verbinduly wurden das Alkerl55 (1.56 g, 3.59 mmol) mit
Thioessigsaure (770 pL, 10.8 mmol) und AIBN (470, &7 mmol) in trockenem THF (20
mL) zur Reaktion gebracht. Die Reinigung erfolgtekdeselgel mit dem Laufmittel DCM-
Methanol (20 : 1— 18 : 1). Die Verbindung57 wurde als farbloses Ol erhalten (1.83 g,
quant.).R = 0.35 (DCM/MeOH 10:1)H-NMR (500 MHz, CDC}) J=3.71-3.69 (m, 2H, H-
23), 3.66-3.52 (m, 22 H, H-12, H-13, H-14, H-1518-H-17, H-18, H-19, H-20, H-21, H-
22), 3.42 (t, 1 H3J=6.8 Hz , H-11) , 2.83 (£J1,= 7.4 Hz, 2H, H-1), 2.30 (s, 3H, OSCgH
1.53 (m, 4 H, H-2, H-10), 1.33-1.23 (m, 14 H, HFB4, H-5, H-6, H-7, H-8, H-9) ppntC-
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NMR (126 MHz, CDC}) 8= 196.1 (OKCHs), 70.0- 72.5 (C-11, C-12,C-13,C-14,C-15,C-16,
C-17, C-18, C-19, C-20, C-21, C-22), 61.8 (C-23),63(CH), 29.5- 26.5 (C-1, C-2, C-3, C-
4, C-5, C-6, C-7, C-8, C-9, C-10) ppm.

O-(4"-Chlorbutyl)-( w-undec-10-enyl)-hexaethylenglycol (158):
/\M/S\(O/\%O\/\/\CI

Der Alkohol 155 (632 mg, 1.45 mmol) wurde in trockenem DMF (15 ngelést und im
Eisbad gekuhlt. Zu dieser Lésung wurde langsam 8ungpension von Natriumhydrid (68
mg, 1.68 mmol) in DMF (5 mL) zu getropft. Nach Réhirftir 30 min wurde eine Lésung von
1-Brom-4-chlorbutan (1.75 mL, 15.2 mmol) in trockem DMF (15 mL) tropfenweise
zugefugt. Das Reaktionsgemisch wurde fir 2 StumakeBisbad und nach Erwarmen auf RT
fur weitere 15 Stunden gertihrt. Nach Abbruch deaki®en durch Zugabe von gesattigter
NH,CI-Losung (5 mL) wurde der Ansatz bei vermindertddnuck konzentriert. Die
Reinigung des Rohprodukts erfolgte an Kieselgel dein Laufmittel DCM-Methanol (30 :
1). Die Verbindung158 wurde als farbloses Ol erhalten (594 mg, 78%).= 0.68
(DCM/MeOH 10:1):*H-NMR (500 MHz, CDC}) J=5.80 (ddt3J, 3= 6.8,%Jis = 10.2,°Jyans

= 16.9 Hz, 1H, H-2), 5.00-4.91 (m, 2H, H-1), 3.643(m, 26 H, (H-12, H-13, H-14, H-15,
H-16, H-17, H-18, H-19, H-20, H-21, H-22, H-23, 1;4.03-2.00 (m, 2H, H-3), 1.84-1.80
(m, 1H, H-3%, 1.73-1.71 (m, 2H, H-2"), 1.58-1.56(2 H, H-10), 1.36-1.27 (m, 16 H, H-4,
H-5, H-6, H-7, H-8, H-9, H-11, H-1°) ppm C-NMR (126 MHz, CDCJ) = 139.5 (C-2),
114.4 (C-1), 77.3-69.2 (C-11, C-12, C-13, C-14,5;C-16, C-17, C-18, C-19, C-20, C-21,
C-22, C-23, C-1'), 45.2 (C-4'), 34.1-26.4 (C-3, C&-5, C-6, C-7, C-8, C-9, C-10, C-2, C-
3’) ppm.

O-(4"-Azidobutyl)-(w-undec-10-enyl)-hexaethylenglycol (158a):
M\(ON/GO\/\/\NS
Das Chlorid 158 (500 mg, 952 umol), Natriumazid (250 mg, 3.80 mmalihd

Tetrabutylammoniumiodid (175 mg, 476 pmol) wurdentrockenem DMF (20 mL) gel6st

und unter Ruhren fur 2 h auf 70 °C erhitzt. Nachtffétnung des Losungsmittels bei
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vermindertem Druck erfolgte die Reinigung des Robdpkts an Kieselgel mit dem
Laufmittel Petrolether - Ethylacetat (1 : 1). Dieedindung158a wurde als farbloses Ol
erhalten (415 mg, 82%R; = 0.68 (DCM/MeOH 10:1)*H-NMR (500 MHz, CDC}) d= 5.80
(ddt, 33, 3= 6.8,3Jcis .= 10.2,%J yans = 16.9 Hz, 1H, H-2), 5.01-4.92 (m, 2H, H-1), 3542
(m, 26 H, H-12, H-13, H-14, H-15, H-16, H-17, H-18;19, H-20, H-21, H-22, H-23, H-1'),
3.39 (t,3J1,= 5.8 Hz, 2H, H-4"), 2.03-2.00 (m, 2H, H-3), 1.731 (m, 2H, H-2),1.62-1.60
(m, 2H, H-3%), 1.58-1.55 (m, 2H, H-10), 1.36-1.2%,(14H, H-4, H-5, H-6, H-7, H-8, H-9)
ppm; **C-NMR (126 MHz, CDCJ) = 139.9 (C-2), 114.0 (C-1), 77.3-69.2 (C-11, C-12, C
13, C-14, C-15, C-16, C-17, C-18, C-19, C-20, CL122, C-23, C-1'), 51.2 (C-4), 34.1-
26.4 (C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C-8, C-9, C-10, C&:3') ppm.

O-(4"-Azidobutyl)-(w-11-thioacetyl-undecanyl)-hexaethylenglycol (158b):

HS\V/Afvt:fO/A\%éa\//\\/A\NH2

Gemal der Synthese von Verbinduldy wurden das Alkeri58a (400 mg, 752 pmol) mit
Thioessigséaure (160 pL, 2.26 mmol) und AIBN (100, ®@0 pumol) in trockenem THF (15
mL) zur Reaktion gebracht. Die Verbinduh§8b wurde als farbloses Ol erhalten (434 mg,
95%).R;= 0.52 (DCM/MeOH 10:1)*H-NMR (500 MHz, CDC}) J= 3.64-3.45 (m, 26 H, H-
12, H-13, H-14, H-15, H-16, H-17, H-18, H-19, H-2021, H-22, H-23, H-19),3.40 (£J1,=
7.4 Hz, 2H, H-11) 3.39 (£)1,= 5.8 Hz, 2H, H-4"), 2.85 (£J;,= 7.4 Hz, 2H, H-1), 1.73-1.70
(m, 2H, H-29,1.62-1.60 (m, 2H, H-3"), 1.58-1.55 (&H, H-10), 1.36-1.27 (m, 16H, H-3, H-
4, H-5, H-6, H-7, H-8, H-9) ppn’C-NMR (126 MHz, CDG, 25 °C)d=77.3-69.2 (C-11,
C-12, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17, C-18, C-19,a;@2-21, C-22, C-23, C-1'), 51.2 (C-4)),
34.1-26.4 (C-1, C-2, C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C&BY, C-10, C-2’, C-3, CH ppm;
MALDI-TOF: m/zberechnet fiir Hs/N3OsS: 607.39, gefunden: 630.8§NaJ"

O-(4"-Aminobutyl)-(w-11-undecanthiol)-hexaethylenglycol (159):

HS\V/Afvt:fO/A\%éa\//\\/A\NH2

Eine Suspension von Lithiumaluminiumhydrid (105 r8g;6 mmol) in trockenem THF (10
mL) wurde auf O °C gekuhlt. Anschlie3end wurde didsung von Verbindund58b (420
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mg, 691 pumol) in trockenem THF (5 mL) langsam zugefNach Erwadrmen auf RT wurde
das Reaktionsgemisch fir 3 h gertihrt und die Raaklurch vorsichtige Zugabe von Wasser
(5 mL) gestoppt. Die Suspension wurde filtriert uder Ruckstand mit THF (100 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen arutibi vermindertem Druck konzentriert.
Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte an Kiesehgéldem Laufmittel DCM-Methanol (20

: 1— 18 : 1). Die Verbindund59wurde als gelbliches Ol erhalten (239 mg, 64%)= 0.33
(DCM/MeOH 5:1);*H-NMR (500 MHz, CDC}) = 3.64-3.45 (m, 26 H, H-12, H-13, H-14,
H-15, H-16, H-17, H-18, H-19, H-20, H-21, H-22, 18;H-1,3.40 (t,°J; 2= 7.4 Hz, 2H, H-
11) 3.39 (t3J,,= 5.8 Hz, 2H, H-4"), 2.85 (£J.,= 7.4 Hz, 2H, H-1), 2.65 (£J.,= 7.4 Hz,
2H, H-1) 1.73-1.70 (m, 2H, H-2Y),1.62-1.60 (m, 4H;2, H-3), 1.58-1.55 (m, 2H, H-10),
1.36-1.27 (m, 16H, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7, H-8, M-ppm; *C-NMR (126 MHz,
CDCl) 6=77.3-69.2 (C-11, C-12, C-13, C-14, C-15, C-16, ¢a738, C-19, C-20, C-21, C-
22, C-23,C-1'),42.3 (C-4"), 39.4 (C-1), 34.1-26@&2, C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C-8, C-9, C-
10, C-2', C-3’) ppm; HRMS (FAB)mM/z berechnet fur &Hs/NO;S: 539.3856, gefunden:
562.3802 M-Na]*.

O-Tosyl-(w-undec-10-enyl)-hexaethylenglycol (160):
/M;\(o/\%OTs

Zu einer auf 0 °C gekuhlten Lésung von AlkoHd5 (2.01 g, 4.62 mmol) in trockenem
Pyridin (20 mL) wurde Tosylchlorid (1.76 g, 9.24 mbnportionsweise zugegeben. Nach
Erwadrmen auf RT wurde das Reaktionsgemisch fur 1§etuhrt und anschlieRend bei
vermindertem Druck konzentriert. Die Reinigung &ehprodukts erfolgte an Kieselgel mit
dem Laufmittel Petrolether - Ethylacetat (1 —1 1 : 2). Die Verbindundl60 wurde als
gelbliches Ol erhalten (2.50 g, 92%} = 0.60 (DCM/MeOH 10:1)*H-NMR (500 MHz,
CDCls) 6=7.79 (d,2Jar = 8.4 Hz, 2H, H-4on), 7.39 (d,2Ja = 8.4 Hz, 2H, H-20n), 5.80 (ddt,
3353= 6.8,%Js= 10.0,%J yans = 16.8, 1H, H-2), 5.00-4.91 (m, 2 H, H-1), 4.15025, 25 4.8
Hz, 2H, H-23), 3.69-3.56 (m, 22H, H-12, H-13, H-H15, H-16, H-17, H-18, H-19, H-20,
H-21, H-22), 3.44 (t3Ju11, 16 6.8 Hz, 2H, H-11), 2.44 (s, 3H, Ar-GH 2.03 (g, 2H, H-3),
1.58-1.53 (m, 2H, H-10), 1.36-1.27 (m, 12H, H-45HH-6, H-7, H-8, H-9) ppm:*C-NMR
(126 MHz, CDC$) 0=144.7 (C-%om), 139.2 (C-2), 132.9 (Ca2n), 129.8 (C-Zom), 127.9
(C-240m), 114.1 (C-1), 71.5 (C-22), 70.5-70.0 (C-13,C-H4%C-16, C-17, C-18, C-19, C-20,
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C-21), 69.7 (C-23), 69.2 (C-12), 68.6 (C-11), 3@#3), 29.1 — 26.0 (C-4, C-5, C-6, C-7, C-
8, C-9, C-10), 21.6 (CH ppm; MALDI-TOF: m/z berechent fir gHs,0S: 588.33,
gefunden: 611.5M+Na]".

Azido-(w-undec-10-enyl)-hexaethylenglycol (161a):

Ao

Das Tosylat 160 (2.05 g, 3.48 mmol), Natriumazid (905 mg, 13.9 mmaind
Tetrabutylammoniumiodid (642 mg, 1.74 mmol) wurdentrockenem DMF (40 mL) geldst
und unter Ruhren fur 2 h auf 70 °C erhitzt. Nachiffétnung des Losungsmittels bei
vermindertem Druck erfolgte die Reinigung des Robdpkts an Kieselgel mit dem
Laufmittel Petrolether - Ethylacetat (1 : 1). Dieedindungl6la wurde als farbloses Ol
erhalten (1.36 g, 85%R; = 0.41 (DCM/MeOH 10:1)*H-NMR (500 MHz, CDC}) J= 5.80
(ddt, 32 3= 6.8,%Jcis = 10.3,% 3 yans= 17.1, 1H, H-2), 4.98 (ddt)1 32= 1.6,%31 3= 2.2,%] yrans=
17.1 Hz, 1H, H-1a), 4.98 (ddt); 32= 1.1,"31 3= 2.0,%J yrans= 10.3 Hz, 1H, H-1a) 3.69-3.62
(m, 20H, H-12, H-13, H-14, H-15, H-16, H-17, H-18,19, H-20, H-21, H-22), 3.44 (fJHll,
1= 6.8 Hz, 2H, H-11), 3.58 - 3.56 (t, 2H, H-11) 3.@33\]10, 11= 6.8 Hz, 2H, H-11), 3.38 {t,
3312, 23= 5.1 Hz, 2H, H-23) 2.05-2.05 (m, 2H, H-3), 1.583(m, 2H, H-10), 1.36-1.27 (m,
12H, H-4, H-5, H-6, H-7, H-8, H-9) ppm~”C-NMR (126 MHz, CDCJ) J=139.3 (C-2),
114.0 (C-1), 71.5 (C-11), 70.5-70.0 (C-13, C-141%;-C-16, C-17, C-18, C-19, C-20, C-21,
C-22), 50.6 (C-23), 33.7 (C-3), 29.1 — 26.0 (C-45,CC-6, C-7, C-8, C-9, C-10) ppm;
MALDI-TOF: m/zberechnet fiir &H4sN30s: 459.33, gefunden: 482.8MfFNa]".

Azido-(w-thioacetyl-undecanyl)-hexaethylenglycol (161b):

Aot

Gemal der Synthese von Verbinduity wurden das Alkeri6la(1.10 g, 2.39 mmol) mit
Thioessigsaure (510 pL, 7.17 mmol) und AIBN (314, m@1 mmol) in trockenem THF (15
mL) zur Reaktion gebracht. Die Verbindutglb wurde als farbloses Ol erhalten (1.22 g,
96%). R = 0.38 (DCM/MeOH 10:1)*H-NMR (500 MHz, CDC}) J=3.69-3.66 (m, 20H, H-
12, H-13, H-14, H-15, H-16, H-17, H-18, H-19, H-2021), 3.57-3.55 (m, 2H, H-22) 3.43 (t,
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331011= 6.8 Hz, 2H H-11), 3.38 (8J2223 = 5.0 Hz, 2H H-23) 2.85 (£, .= 7.4 Hz, 2H, H-1),
2.31 (s, 3H, OSCC¥), 1.53-1.51 (m, 4H, H-2, H-10), 1.33-1.23 (m,H4H-3, H-4, H-5, H-
6, H-7, H-8, H-9) ppm**C-NMR (126 MHz, CDCJ) J=196.0 (O€CHs), 72.5-70.1 (C-11,
C-12,C-13,C-14,C-15,C-16, C-17, C-18, C-19, C-2@1C C-22), 50.6 (C-23), 30.6 (GH
29.5- 26.5 (C-1, C-2, C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C&89, C-10) ppm; MALDI-TOF:m/z
berechnet fur gHdNs0;S: 535.33, gefunden: 558 ®I1fNa]".

Amino-(w-11-undecanthiol)-hexaethylenglycol (161):

Hs\/wo/\%NHz

Gemal der Synthese von Verbindurs wurden das Azidl61b (850 mg, 1.59 mmol) mit
Lithiumaluminiumhydrid (241 mg, 6.36 mmol) in traakem THF (30 mL) zur Reaktion
gebracht. Die Verbindund61 wurde als farbloses Ol erhalten (491 mg, 668%)= 0.32
(DCM/MeOH 5:1);*H-NMR (500 MHz, CDC}) = 3.69-3.66 (m, 20H, H-12, H-13, H-14,
H-15, H-16, H-17, H-18, H-19, H-20, H-21), 3.57-8.8n, 2H, H-22) 3.40 (£J1011= 6.8 Hz,
2H H-11), 2.80 (133223 = 6.2 Hz, 2H H-23) 2.65 (£J12= 7.4 Hz, 2H, H-1), 1.51-1.49 (m,
2H, H-10), 1.33-1.23 (m, 16 H, H-2 H-3, H-4, H-5,6HH-7, H-8, H-9) ppm**C-NMR (126
MHz, CDCk) d=72.5-70.1 (C-11, C-12,C-13,C-14,C-15,C-16, C-1718C-19, C-20, C-
21, C-22), 41.8 (C-23), 29.5- 26.5 (C-1, C-2, G=#4, C-5, C-6, C-7, C-8, C-9, C-10) ppm;
HRMS (FAB): m/zberechnet fiir §H4NOsS: 467.3281, gefunden: 490.3158-Na]".
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9. Anhang I Benzaldehyd-funktionalisierte = Mono- und
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10. Anhang |1

10. Anhang II: Benzaldehyd-funktionalisierte Le*-Trisaccharid-

Analoga
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11. Anhang lll: Glyconanopartikel (GNP)

Spacer und Goldnanopartikel fur die GNPs
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Monosaccharid-GNPs
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Disaccharid-GNPs
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12. Anhang IV: Glyco-SAMs
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Mannopyranosid-Glyco-SAMs mit unterschiedlicher Linkerstruktur

(Verdiinnung: 1:25)
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Mannopyranosid-Glyco-SAMs mit verschiedenen Kopfgrppenkonzentrationen
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Glucopyranosid enthaltende Glyco-SAMs
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Galactopyranosid und 2-Acetamido-2-desoxy-glucopyrasid

enthaltende Glyco-SAMs
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Le*-Glyco-SAMs mit verschiedenen Kopfgruppenkonzentrabnen

und unterschiedlicher Linkerstruktur
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Glyco-SAMs mit verschiedenen Mono- und Disaccharidbpfgruppen

fur CCl-Untersuchungen
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Auflistung der verwendeten Gefahrstoffe nach GHS

Gefahrstoff

Aceton
Allylalkohol

Allylbromid

Aluminiumtrichlorid
Ammoniumchlorid
Anthron
Antimonpentachlorid

Azo-bis-isobutyronitril
(AIBN)

Batriumhydroxid
Benzylamin
Bortrifluorid-Diethyletherat

1-Brom-4-chlorbutan
11-Bromundec-2-en
Calciumchlorid
Cerammoniumnitrat
Chloroform

ConA
Cystamin-hydrochlorid

1,8-
Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-
en (DBU)

Dichlormethan
Diethylether
Dihydroxybenzoesaure
Diisopropylazodicarboxylat
(DIAD)

Dimethyldisulfid

Dimethylformamid

Diphenylsulfid
DMAP

Essigsaure
Essigsaureanhydrid
Ethanol

Ethanthiol
Ethylacetat
N-Ethylmorpholin

Gold(l)-chlorid-trihydrat
Grubbs Katalystor,

2. Generation,
(1,3-Bis(-2,4,6-
trimethylphenyl)-2-
imidazolidinyliden)-dichlor-
(phenylmethylen)-(tricyclo
hexylphosphin)ruthenium
HBr (33%) in Eisessig

Hexan
Hydrazin-Hydrat

p-Hydroxybenzaldehyd
N-Hydroxyphthalimid
lod

N-lodosuccinimid
Kaliumcarbonat
Kaliumthioacetat
Kupfer-(Il)-bromid
Kupferacetat-Hydrat
Lithiumaluminiumhydrid

Manganchlorid

Gefahrensymbol

GHS02, GHSO07
GHSO02, GHS06, GHS09

GHS02, GHS05, GHS06,
GHS08, GHS09
GHS05
GHSO07
GHSO07
GHSO05, GHS09

GHS02, GHSO07

GHSO05, GHSO07
GHSO05, GHSO07

GHS02, GHS05, GHS06, H226-H302-H314-H330-H372

GHSO08

GHS02

GHSO07

GHSO07

GHSO03, GHSO07
GHS07, GHS08
GHS08

GHSO07
GHSO05, GHS06

GHS008
GHSO02, GHSO07
GHSO07
GHS07, GHS08, GHS09
GHS02, GHS06, GHS09
GHSO02, GHS07, GHS08

GHSO07, GHS09
GHS06

GHS02, GHS05

GHS02, GHS05, GHS07

GHSO02

GHS02, GHS07, GHS09
GHS02, GHSO07
GHS02, GHS05, GHS06

GHSO05, GHSO07
GHS02

GHS05, GHS07

GHS02, GHS07, GHS08,

GHS09

GHS05, GHS06, GHS08,

GHS09
GHSO07
GHSO07
GHSO07, GHS09
GHSO07
GHSO07
GHSO07
GHSO05, GHS07
GHSO07, GHS09
GHS02, GHS05

GHSO07

Gefahrenhinweise
(Hazard statements)

H225-H319-H336
H225-H301-H311-1531
H319-H331-H335-H400
H225-H301-H314-H340-
H350-H400
H314
H302-H319
H315-H319-H335
H314-H411

H242-H302-H332-H412

H302-H314
H302-H312-H314

H226
H315-H319-H335
H319
H272-H302-H315-HBIB35
H302-H315-H351-H373
H317-H334-H361
H302
H290-H301-H314-H412

H351
H224-H302-H336
H302-H315-H319-H335
H315-H319-H335-H351-
H373-H411
H225-H302-H31831-
H335-H411
H226-H312-H313B2-
H360D
H302-H315-H410

H301-H310-H315-H319-H335

H226-H314
H226-H30R4HE332
H225
H225-H332-H410
H225-H319-H336

H226-H302 + H332-H311-

H314
H314-H317
H228

H314-H335

H225-H304-H315-H336-
H361f-H373-H411
H301-H311-H314-H317-
H331-H350-H410
H315-H319-H335
H315-H319-H335
H312-H332-H400
H302-H315-H319-H335
H302-H315-H319-H335
H315-H319-H335
H302-H314
H302-H315-H319-548B100
H260-H314

H302

Vorsichtsmassnahme
(Precautionary Statements)

P210-P261-P3B351 + P338
P210-P261-P273-P280-P301 +
P310-P305 + P351 + P338
P201-P210-P273-P280-P301 +
P310-P305 + P351 + P338

P280-P305 + P35133B-P310
P305 + P351 + P338
P261-P305 + P351 +8P33

P273ePR805 + P351 + P338-
P310

P273

P280-P30%351 + P338-P310
P280-P36351 + P338-P310
P260-P280-P284-P305 + R351
P338-P310

P261-P3P331 + P338
P305 + P351 + P338
P220-P261-P305 + P351 + P338
P281
P261-P280-P342 + P311

P273-P280-P30310HP305 +
P351 + P338-P310

pP281
P210-P261
2805 + P351 + P338
P261-P273-P281-P305 + P351 +
P338
P210-P261-P273-P305 + P351 +
P338-P311
P201-P280-P305 + P351 + P338-
P308 + P313
P273P50
P261-P280-P8®1310-P302 +
P350-P305 + P351 + P338-P310
P280-P305 + PFRB8-P310
P280-P305 + P351 + P338-P310
P210
PR20@3-P501
P210-PZH15R P351 + P338
P280-P305 + P351 + P338-P310

P280-P305 + P351 + P338-P310
P210

PRP@80-P305 + P351 + P338-
P310
P210-P261-P273-P281-P301 +
P310-P331
P201-P261-P273-P280-P301 +
P310-P305 + P351 + P338

P261-P305 + P351 + P338
P261-P305 + P351 + P338
P273-P280
P261-P303351 + P338
P261-P8E351 + P338
P261-P3035%1P+ P338
P280-P30B351 + P338-P310
P261-P273-P305 + P351 + P338
P22331 + P232-P280-P305 +
P351 + P338-P370 + P378-P422



Methanol

1-Methylimidazol
Methyl-
trifluoromethanesulfonat
Natriumazid
Natriumborhydrid

Natriumcyanoborhydrid
Natriumhydrid

Natriumhydroxid
Natriummethanolat

Natriumthiophosphat
Palladium auf Aktivkohle
Petrolether

Phosphorylichlorid

Pyridin
Salzsaure

Schwefelsaure
Silbercarbonat
tert-Butyldphenhylsilyl-
chlorid (TBDPSCI)
tert-Butyldimethylsilyl-
chlorid (TBDMSCI)
Triethylsilylchlorid (TESCI)

Tetrabutylammoniumbromid
Tetrabutylammoniumfluorid

Tetrabutylammoniumiodid
Tetrachlorkohlenstoff

Tetrahydrofuran
Thioessigsaure

Thiophosphoryichlorid
Tolouol

p-Toluolsulfonsaure
p-Toluolsulfonséurechlorid
Tributylzinnhydrid

Trichloracetonitril
Triethylamin

Triethylsilan
Trifluoressigsaure

Trifluormethansulfonsaure
Trifluormethansulfonsaure-
anhydrid
Trimethylorthoformiat
Trimethylsilyl-
trifluoromethanesulfonate
(Trimethylsilyltriflat)
Trimethylsilylazid

Triphenylmethanthiol
Triphenylphosphin
Wasserperoxid 30%
Wasserstoff
Zinkpulver

GHS02, GHS06, GHS08

GHSO05, GHSO07
GHS02, GHS05

GHSO06, GHS09
GHS02, GHS05, GHS06

GHSO02, GHS05, GHSO06,

GHS09
GHS02, GHSO07

GHS05
GHS02, GHS05

GHSO07

GHSO07

GHS02, GHS07, GHSO08,
GHSO09

GHSO05, GHS06, GHS08

GHS02, GHS07
GHSO05, GHS07

GHSO05
GHSO07
GHSO05

GHS02, GHS05
GHSO02, GHS05, GHS06

GHSO07
GHS02, GHS05, GHS07

GHSO07
GHS06, GHS08

GHS02, GHSO07
GHS02, GHS05, GHS06

GHS05, GHS06
GHS02, GHS07, GHS08

GHSO07

GHSO05

GHS02, GHS06, GHSO08,
GHS09

GHS06, GHS09

GHS02, GHS05, GHS07

GHS02
GHSO05, GHSO07

GHSO05, GHS07
GHSO05, GHS07

GHS02, GHS07
GHS02, GHS05

GHS02, GHS06

GHSO07

GHSO07, GHS08
GHSO05, GHS07
GHS02, GHS04

GHS09

H225-H301-H311-H33T¢H3 P210-P260-P280-P301 + P310-

H302-H312-H314
H226-H314

H300-H410
H260-H301 4 H31314

H228-H260-H300-H310-
H314-H330-H410
H260-H319

H314
H251-H314

H315-H319-H335
H315-H319
H225-H304-H315-H336-
H361-H373-H411
H302-H314-34Bi372

H225-H302-H312-H332
H314-H335

H314
H315-H319-H335
H314

H228-H314

P2H301-H314

H2PEE4-H335

H302-H315-H319-H335
H301 + H311 8H3351-
H372-H412-H420
H225-H319-H335
H225-H301-H314

H302-H314-H330

H225-H304-H315-H336-
H361d-H373
H315-H319-H335
H315-H318
H226-H301-H312-H315-
H319-H372-H410
H301-H311-H331-H41

H225-H302-H312-#31332

H225-H412
H314-H332-H412

H302 + HBRA4
H302-H314

H225-H319
H226-H314

H225-H301 + H31H331

H332
H302-H317-H373
H302-H318
H220
H410

P311
P28D¥» + P351 + P338-P310
P280-P305 + P351 + P338-P310

P264-P273-P3PB310-P501
P223-P231 + P232-P280-P301 +
P310-P370 + P378-P422
P210-P223-P231 + P232-P260-
P370 + P378-P422
P223-P231 32PR305 + P351
+ P338-P370 + P378-P422
P280-P305 + P351 + PR320
P235 0F2A80-P305 + P351
+ P338-P310
P261-P8E351 + P338
P305 + P35P338
P210-P261-P273-P281-P301 +
P310-P331
P260-P280-P284-P305 + P351 +
P338-P310
P210-P280
P261-P280-P3(51 P P338-
P310
P280-P305 + P351 + P338-P3
P261-P305 4 R3B338
P280-P305 + P351 + P338-P310

P210-P280-P305 + P351 +-P338
P310
P280-P301 + P310-P305 + P351
+ P338-P310

P210-P261-P280-P305 + P351 +
P338-P310

26RP305 + P351 + P338
P261-P273-P280-P301 + P310-
P311

P2161HA2305 + P351 + P338

210#P280-P301 + P310-P305 +
P351 + P338-P310
P260-P280-P284-P305 + P351 +
P338-P310
P210-P261-P281-P301 + P310-
P331

P261-P305 + P351 + P338

P280-P305 + P351 + P338
P273-P280-P301 + P310-P305 +
P351 + P338-P314-P501
P261-P273-P280-P301 + P310-
P311

P210-P280-P305 + P351 + P338-
P310

P210-P273

PRZ80-P305 + P351 + P338-

P310
P280-P305 + P351 + P338-P310

P280-P305 + P351 + P338-P310

P213DBP + P351 + P338
P280-P305 + P351 + P338-P310

P210-P261-P280-P301 + P310-
P311

P280
P280-P30351 + P338
P210
P273-P501
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