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1. Einleitung

1.1. Ladungstragende Kohlenhydrate in biologischen Systemen

Mit fortschreitender Erforschung der Kohlenhydrate als Teil der Biosphére stieg das Interesse
an ladungstragenden Mono- und Polysacchariden. Die Carboxylat-, Phosphat- oder Sulfat-
Gruppen tragenden Saccharide sind an einer Vielzahl von Prozessen im lebenden Organismus
beteiligt. Dazu zdhlen z.B. die energiereichen Nucleosidtriphosphate = ATP
(Adenosintriphosphat), UTP (Uridintriphosphat), CTP (Cytidintriphosphat) und GTP
(Guanosintriphosphat), die als Coenzyme agieren. Die Monosaccharid-6-phosphate sind
wichtige Zwischenprodukte bei Kohlenhydrat-Stoffwechsel-Prozessen (Abb. 1).
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Abbildung 1: Phosphatierte Kohlenhydratderivate.

Carboxylat-Gruppen finden sich unter anderem bei Neuramin- und Uronsduren. Die

Neuraminsaure ist ein Bestandteil von Glycoproteinen und Glycolipiden. (Abb. 2)
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Abbildung 2: N-Acetylneuraminséure.



Als Beispiel fiir eine Uronsdure dient die Glucuronsiure, die unter anderem als Bestandteil in

Chondroitin-4-sulfat, Chondroitin-6-sulfat, Dermatansulfat und Heparin auftritt (Abb. 3).[1]
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Abbildung 3: Beispiele fiir Kohlenhydrate mit Carboxylat- und Sulfatgruppen.

Bei den in Abbildung 2 und 3 gezeigten Strukturen sind neben Carboxylat-Gruppen auch
Sulfat-Gruppen anwesend. Die Anzahl der Beispiele fiir sulfatierte Kohlenhydrate in lebenden
Organismen ist grof3. Das wohl wichtigste Beispiel fiir sulfatierte Glykosaminoglykane ist das
hochsulfatierte Heparin, dessen Rolle bei der Blutgerinnung seit langer Zeit bekannt ist. Es
tritt in den Granula der Mastzellen entlang der Arterienwénde auf. Heparin ist variabel
sulfatiert, durchschnittlich ergeben sich zweieinhalb Sulfatreste pro Disaccharideinheit

(Abb.4).l"
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Abbildung 4: Heparinstruktureinheit.

Auch im Immunsystem kommt den sulfatierten Kohlenhydraten eine wichtige Rolle zu.
Damit Leukozyten, die weilen Blutkorperchen, an die geschiddigte Stelle gelangen, miissen

sie den Blutkreislauf verlassen und dafiir an der Oberfliche von Endothelzellen entlang der
2



Blutgefifle binden. Daran beteiligt sind Selektine, eine Gruppe von Kohlenhydrat-bindenden
Proteinen, und ihre Glykoproteinliganden. Endothelzellen produzieren auf ihrer Oberfldche
Selektine. Alle Selektine erkennen und binden Zelloberflachen-Glykoproteine mit folgender

Oligosaccharidstruktur (Sialyl-LewisX-Ligand) (Abb. 5).1'
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Abbildung 5: Struktureinheit eines sulfatierten Sialyl-LewisX-Liganden

Die gegenseitige  Selektin-Oligosaccharid-Erkennung  zwischen  Leukozyten und
Endothelzellen erlaubt es den Leukozyten, die GefiBwand zu durchdringen und sich am
Entziindungsherd zu sammeln."

Sulfatierte Polysaccharide sind ebenfalls von Bedeutung fiir die Behandlung von AIDS
(Syndrom der erworbenen Immunschwéche). Durch HIV (menschliches Immunschwéche-
Virus) wird das menschliche Immunsystem irreparabel zerstort, eine Behandlung muss so
friih wie moglich erfolgen, um Uberlebenschancen zu verbessern. Zu den antiviralen
Chemotherapeutika, die moglicherweise fiir die AIDS-Behandlung eingesetzt werden konnen,
gehort das synthetische Hoe/Bay 946, ein Xylanpolysulfat (Abb. 6).5 ** *°1 Seine genaue
Wirkungsweise ist noch nicht bekannt. Allerdings liegt die Vermutung nahe, dass die
Wirksamkeit auf die Anwesenheit der Sulfatgruppen am Kohlenhydrat zuriickzufiihren ist, da

die Sulfationen den ionischen Charakter erhhen und die elektrostatischen Wechselwirkungen

des Molekiils mit anderen Molekiilen dndern.
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Abbildung 6: Struktureinheit von Xylanpolysulfat.



Ein auf Xylanpolysulfat basierendes Medikament namens Elmiron® wird seit einigen Jahren

in den USA gegen die interstitielle Zystitis eingesetzt.'® >

1.2 Untersuchungen der Rolle sulfatierter Kohlenhydrate bei Erkennungsprozessen auf

der Zelloberflache

Eine der grofen Herausforderungen in der modernen bioorganischen Chemie stellt das
Verstehen der molekularen Basis von interzelluliren Wechselwirkungen dar. Die
Erkennungsprozesse auf der Zelloberflache sind von groBer Bedeutung fiir Medizin, denn
daraus ldsst sich z.B. die Chemie der bakteriellen Erkrankungen ableiten. Auflerdem ist
prinzipielles Verstandnis der Erkennungsmechanismen ein Schliissel bei der Entwicklung von
neuen und vertrdglichen Préparaten zur Bekdmpfung von Krankheiten.

Die Glykokalix ist die duBere Barriere, die eine Zelle von ihrer Umgebung abschirmt. Sie
besteht zum grofiten Teil aus Kohlenhydratderivaten und kontrolliert den selektiven Molekiil-
und Ionenaustausch zwischen den Zellen. Dies kann zum Beispiel iiber die
Ionenaustauschkandle geschehen. Dabei entscheidet der Anteil der Hydratationsenergie
dariiber, ob ein lon in die Zelle hineingeschleust wird oder nicht.!” Aber auch ohne die
Ionenkandle werden Ionen und Molekiile erkannt und transportiert. Es gibt bisher keine
genauen Informationen tliber die Mechanismen solcher Erkennungsprozesse, aber sehr wohl
Vermutungen, wie diese funktionieren konnten.!”

Die Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-Wechselwirkung wurde lange Zeit als schwach beschrieben
und fiir wenig bedeutend gehalten. Dass diese Wechselwirkung nicht desto trotz sehr wichtig
ist, zeigten Bucior et al. in einer Arbeit liber Erkennung von Perlen durch verschiedene
Schwammarten, in der sie die Rolle der Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-Wechselwirkung und
ihrer Spezifitit in Verbindung mit Ca’-Ionen in Zellorganisation beschrieben haben. 7
AuBerdem haben FTIR (Fourier-Transformation Infrarot) - spektroskopische Untersuchungen
einer Myelinhiille gezeigt, dass Ca*"-Ionen und Sulfatgruppen von Cerebrosidsulfat
(Glykolipidenart) miteinander wechselwirken. ™

Da auch in der Glykokalix ladungstragende Kohlenhydrate anwesend sind, liegt die
Vermutung nahe, dass die Erkennung und somit die Vermittlung von lonen und Molekiilen in
die Zelle durch die Anwesenheit von Anionen (unter anderem auch Sulfationen) und ihrer
Wechselwirkung mit Gegenionen (z.B. Ca*") erméglicht werden konnte. Ahnlich funktioniert
der so genannte ,,Second Messenger — Mechanismus, bei dem Ca*"-Ionen als Folgeglieder

einer Signalkette auftreten. ']



Es ist von groBer Bedeutung, diesen Mechanismus und sein Ausmal} verstehen zu konnen,
denn dann wire es mdglich, allgemeine Riickschliisse iiber die Wechselwirkung der
geladenen Teilchen, aber auch ungeladener Teilchen auf der Zelloberflache zu ziehen.

Da es auBler biochemischen Methoden kaum Verfahren gibt, intra- und interzelluldre
Wechselwirkungen unter physiologischen Bedingungen zu untersuchen, um die Frage nach
Erkennungsmechanismen zu beantworten, kommen synthetische Mimetika zur Anwendung.
Natiirliche Prozesse konnen damit simuliert werden. Somit konnen mit Hilfe der
physikalischen Methoden die Wechselwirkungen zwischen entsprechenden Ionen und
Molekiilen untersucht werden.

Eine solcher Methoden ist die Rasterkraft-Mikroskopie (Englisch AFM: Atomic force
microscopy oder auch SPM: scanning probe microscopy).!'"! Dabei wird die zu untersuchende
Substanz auf zwei Oberflichen (einer mobilen und einer stationdren) immobilisiert. Die
mobile Oberflaiche wird sehr dicht und kontrolliert an der stationdren in ,,Force Mode* (ohne

in physischen Kontakt zu kommen) entlang gefiihrt, wobei die iibereinander liegenden

[12,13

Molekiile miteinander wechselwirken konnen. ! Die Wechselwirkung kann als Kraft-

Abstand-Kurve aufgezeichnet werden (Abb. 7).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung eines Rasterkraftexperimentes im ,,Force Mode®. Molekiile werden auf
Oberflachen immobilisiert, die sich kontrolliert anndhern. Eine Kraft-Abstand-Kurve kann mit dem AFM
aufgezeichnet werden.

Das Experiment wird unter physiologischen Bedingungen durchgefiihrt. Simtliche Faktoren,
die in einem lebenden Organismus eine Rolle spielen, werden simuliert und die Wertgrenzen
berticksichtigt. Das betrifft vor allem den pH-Wert, die Konzentrationen von lonen in der

Losung (Na”, Ca®", Mg”") und die Umgebungstemperatur.



Die auf diese Weise ermittelte Kraft-Abstand-Kurve ist charakteristisch wie ein
Fingerabdruck fiir jedes miteinander wechselwirkende Molekiilenpaar. Der Kurvenverlauf
andert sich in Abhéngigkeit von der chemischen Natur (Struktur und Funktionalitit),
stereochemischen Faktoren (wie z.B. Anomere, Epimere), sowie Ladungen und der
Anwesenheit von Fremdionen (wie z.B. Puffern, Ca®"-Ionen).

Bis jetzt finden sich in der Literatur der Kohlenhydrate nur AFM-Experimente mit Derivaten
ohne Ladung. Die Sulfat-haltigen Mimetika erlauben moglicherweise weitere wichtige

Erkenntnisse auf dem Gebiet der interzelluldren Erkennungsprozesse.

1.3. Mucopolysaccharid-Speichererkrankungen und chemische Chaperone

Chaperonem] (nach engl./franz. chaperone "Anstandsdame") sind Proteine, die die Faltung
und Oligomerisierung neusynthetisierter Proteine kontrollieren. Der Faltungsprozess von
Proteinen im Reagenzglas kann spontan ablaufen, bendtigt aber sehr viel Zeit. In der Zelle
muss die Faltung von einer Protein-Maschinerie, den sogenannten "molekularen Chaperonen"
vermittelt werden. Die Expression einiger molekularer Chaperone wird unter
Stressbedingungen fiir die Zelle (z.B. bei erhdhter Temperatur oder chemischem Stress)
induziert oder verstirkt, weshalb diese Proteine aus historischen Griinden den Namen
Hitzeschockproteine (Hsp) bekamen. Die Bezeichnung Hsp ist insofern irrefiihrend, weil
Chaperone auch unter Normalbedingungen sehr wichtige Funktionen wahrnehmen. Sie sorgen
fiir eine ATP-abhingige Riickfaltung denaturierter Proteine und erhdhen das Uberleben des
betroffenen Organismus. Instabile Proteinkonformationen mit starker Neigung zur
Aggregation werden durch Bindung von Chaperonen an der Aggregation gehindert,
ordnungsgeméll  gefaltet und konnen nachfolgend zu multimeren Komplexen
zusammengelagert werden. Auflerdem konnen Chaperone an der "Reparatur" fehlgefalteter
Proteinketten und am Transport von cytosolischen Proteinen in subzelluldre Kompartimente
(z.B. Mitochondrien) beteiligt sein, da Proteine im gefalteten Zustand die Membran nicht
passieren konnen.

13161 (MPS 1IIA) ist eine autosomal-rezessiv vererbte

Die Mucopolysaccharidose Typ IIIA!
lysosomale Speichererkrankung, die auf eine Defizienz des lysosomalen Enzyms Heparan-N-
Sulfatase bzw. Sulfamidase zuriickzufiihren ist. Die Sulfamidase wird am rauen
endoplasmatischen Retikulum (ER) synthetisiert und cotranslational wihrend der
Translokation in das Lumen des ER glycosyliert und gefaltet. Nach Verlassen des ERs erfolgt

im Golgi-Apparat die weitere Prozessierung der N-gebundenen Zuckerketten. Besonders



wichtig ist die Generierung von Mannose-6-phosphat(Man6P)-Resten an high-mannose-type-
Oligosacchariden. Die Man6P-reste dienen als Erkennungssignal fiir den weiteren Rezeptor-
abhédngigen Transport der Sulfamidase vom Golgi-Apparat zu den Lysosomen.

Aufgrund einer Mutation im Sulfamidase-Gen kann es zu einer fehlerhaften Faltung der
Sulfamidase durch den Austausch, Verlust oder zusitzliche Aminosduren in der Peptidkette
kommen. Diese Mutanten werden in den meisten Féllen im Endoplasmatischen Retikulum
zuriickbehalten und anschlieBend abgebaut. Andere Mutationen beeinflussen den Transport,
die Stabilitit im sauren Milieu des Lysosoms, oder direkt die enzymatische Aktivitit.[*Y Es
gibt einige Patienten, bei denen die Mutation mit einer Restaktivitdt (1-3% der gesunden
Kontrollen) assoziiert ist und deren Krankheitsverlauf weniger schnell verlauft.'®”! Die
fehlende Sulfamidaseaktivitit fithrt zur Storung im Abbau von Heparansulfat, das sich
vermehrt in den Lysosomen ansammelt. Die Zahl der Lysosomen nimmt zu, schéadigt die
tibrigen Zellbestandteile und beeintriachtigt biochemische Prozesse. Die Krankheit betrifft
Kinder, die schon kurz nach der Geburt die ersten klinischen Symptome wie Hyperaktivitit,
Aggressivitit, Schlafstorung und Retardierung der sprachlichen und motorischen Entwicklung
zeigen. Mentale Beeintrachtigungen und progressive neurologische Degenerationen fiihren
meist in der zweiten Lebensdekade zum Tod.

Zur Behandlung lysosomaler Speicherkrankheiten standen bis vor kurzer Zeit lediglich
symptomatische MaBBnahmen zur Verfligung. In den vergangenen 15 Jahren wurden jedoch
fiir einzelne dieser Erkrankungen, die nicht das Hirn betreffen, Enzymersatztherapien
entwickelt. Dabei werden Patienten zeitlebens rekombinante Enzyme injiziert, was zur
Stabilisierung und teilweise auch Riickbildung der peripheren Organdefekte fiihrt.!'®%!

Bei dem Einsatz von chemischen Chaperonen handelt es sich um einen alternativen Ansatz
zur Therapie, der die Enzymsubstitutionstherapie bei lysosomalen Speicherkrankheiten bei
einzelnen Patienten mit enzymatischer Restaktivitdt ersetzen konnte. Chemische Chaperone
sind kleine Molekiile, die die Faltungsrate erhdhen oder die Stabilitdt des aktiven Zentrums
des Enzyms unterstiitzen. In der Mehrheit der Studien, vor allem bei den bereits klinisch
angewandten, werden Zuckermimetika benutzt, die eigentlich Inhibitoren der jeweiligen
lysosomalen Glycosidasen sind. Diese Inhibitoren miissen in niedrigen ,,sub-inhibitorischen‘
Konzentrationen verwendet werden, um die Konformation des mutanten Enzyms zu
stabilisieren und seinen Abbau zu verhindern.**!

Polyole, Alditole, freie Aminosduren und Methylamine konnen ebenfalls als chemische

Chaperone dienen.!'”



1.4. Nojirimycin als Glycosidaseninhibitor

Die Entdeckung verschiedener, natiirlich vorkommender Zuckeranaloga mit Glycosidase-
inhibierenden Eigenschaften fiihrte zu einem groflen Interesse an diesen Verbindungen und
der Entwicklung von Therapeutika auf Kohlenhydratbasis, die bei der Behandlung von
Stoffwechselerkrankungen und in der antiviralen, antibakteriellen, sowie in der
Antitumortherapie eingesetzt werden konnen.'"?"" Als Beispiele hierfir sind N-
Hydroxyethyl-1-desoxynojirimycin 2, 1-Desoxynojirimycin 3 und N-Butyl-1-desoxy-

nojirimycin 4 zu nennen (Abb. 9).1**
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Abbildung 9: Nojirimycinanaloga mit Glycosidase inhibierender Wirkung.

Nojirimycin und 1-Desoxynojirimycin waren die ersten in der Natur gefundenen
Zuckeranaloga, bei denen der acetalische Sauerstoff gegen eine Iminogruppe ausgetauscht
ist.”?] Sie wurden unter anderem von H. Paulsenuntersucht.”***! Bei Nojirimycin 1 handelt
es sich um ein Antibiotikum, das zuerst aus StreptomyceStimmen isoliert werden konnte. Es
konnte spadter auch aus verschiedenen Bacillus-Stimmen und aus den Blittern des
Maulbeerbaumes erhalten werden.!*

Fiir Nojirimycin und dessen Analoga ist eine Vielzahl von Synthesen bekannt. So beschrieben
Moutelund Shipmareine Synthese des Nojirimycins ausgehend von 2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-
D-glucopyranose.'*”) Kajimotoet al. synthetisierten 1-Desoxy-nojirimycin und Analoga durch
Aldolase katalysierte Reaktionen mit anschlieBender Pd-katalysierter reduktiver
Aminierung.*®

Das Nojirimycinanalogon 2-Acetamido-1,2-didesoxynojirimycin 93 ist ein wirksamer

Inhibitor fiir N-Acetylglucosamidasen (Abb. 10).1*™!
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Abbildung 10: 2-Acetamido-1,2-didesoxynojirimycin (93).



2. Aufgabenstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Synthese schwefelhaltiger Kohlenhydratderivate, die
zum einen als Modellverbindungen zur Untersuchung interzelluldrer Erkennungsprozesse
mittels AFM und zum anderen als Inhibitoren fiir das Enzym Sulfamidase eingesetzt werden
sollen.

So soll im ersten Teil der Arbeit eine Reihe der Mono- und Disaccharide dargestellt werden,
die an bestimmten Positionen Sulfatgruppen tragen und deren Aglykone aus mit Thioacetat-

endenden C4-Ketten sich kovalent an Goldoberflidchen kniipfen lassen (Abb.11).

R o) a)R'=H, R’= OH, R’ = 0SO;Na, R* = OH
R4 b) R' =H, R?=OH, R* = OH, R* = 0SO;Na
"y

/\/\/SAC 1 2 3 4
OH (@) ¢)R"=0H, R"=H, R"=0SO3Na, R"= OH

d)R'=0H, R*=H, R’ = OH, R* = 0SO;Na
HO~ &O:
HO L

s
NaOsSHN 07 "~
2

a) R' = 0SO;Na, R = OH
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Abbildung 11: Zu synthetisierende Saccharid-Sulfate.

Die erhaltenen Verbindungen sollen systematisch durch ,simulierte interzelluldre
Wechselwirkungen® mittels AFM untersucht werden, um thre charakteristischen
Wechselwirkungen zur Struktur und Aktivitit zu korrelieren.

Ferner ist die Synthese von Verbindungen mit sulfat- und phosphatdhnlichen Gruppen am
Stickstoff der Aminogruppe von D-Glucosamin (Abb.12) sowie eines Sulfamidonojirimycin-
Analogons (Abb. 13) geplant. Diese Verbindungen sind mogliche Inhibitoren des Enzyms

Sulfamidase und sollen auf ihre Inhibitoraktivitit mittels Enzymassays getestet werden.

10
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Abbildung 12: Zu synthetisierende D-Glucosamin-Derivate.
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Abbildung 13: 1,2-Dideoxy-2-sulfamido-nojirimycin.
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3. Synthese der Thiobutylglycoside

Ublicherweise werden Sulfatierungen an Hydroxygruppen am Ende der Synthese
durchgefiihrt, um somit mogliche Komplikationen in Form unerwiinschter Hydrolyse oder
Nebenreaktionen zu vermeiden. Deswegen wurden als erstes Thiobutylglycoside dargestellt,
um diese dann in den Sulfatierungsversuchen einzusetzen.

Der Weg zu den Thiobutylglycosiden fiihrte iiber die entsprechenden Chlorbutylderivate.
AnschlieBend wurde Chlor durch Acetylthio- bzw. Dithiogruppierung substituiert (Abb.14).

Glucoside, Galactoside und Lactoside

R OH

R OH
R2 Q R2 o)
HO ANNS — HO o]
HO ™o g HO 0" >N
O |

30, 52: R'= H, R? = OH R!  OH
32,54:R'=0H,R*=H R2 Q
65, 66: R = H, R? = B-Gal HO
HO OH
OHO o
HO o o
HO HN p— HO
2
O """l et o
12 ~ gy
86 85 “
OH OH OH
Hom HO Q HO (@]
HO - &— HO &= HO o
NH "OH NH NH
Y \H/ O™ \H/ OW\S)K
o) o) N
N-Acetylglucosamin 70 71

Abbildung 14: Synthesewege zum Thioacetat.
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3.1. Glycosylierungen

3.1.1. Glucoside und Galactoside

Um moglichst viel Information durch AFM-Messungen zu gewinnen, sollten nicht nur die
Positionen der Sulfatgruppen im gegebenen Saccharid variiert werden, sondern auch die
Konfiguration am anomeren Zentrum. Die Glycosylierungen sollten somit anomerenrein
verlaufen. Die meisten bekannten Methoden, wie die Koenigs-Knorr-Methode®®! oder das
Trichloracetimidat-Verfahren®” liefern bei Glucose und Galactose B-Glycoside. Durch die
Methode von Brigl ®” und Lemieux®" lassen sich auch die a-Glycoside selektiv darstellen.
Einfacher wiére es allerdings, ohne weitere Umwege die beiden Anomere in nur einer
Synthese mit moglichst wenigen Schritten zu erhalten. Dabei bot sich die Fischer-
Glycosylierung an, die in nur einem Schritt - und (3-Anomere liefert.*>*3 Als Alkohol-
Komponente diente dabei 4-Chlor-1-butanol, das mit seiner C4-Kette den passenden Linker

zur spéteren Gold-Ankniipfung lieferte (Abb. 15).

HO @
HO o
-H,0O HO
OH OH 2 OH O/\/\/Cl
28/29 30/32

Abb. 15: Fischer-Glycosylierung mit D-Glucose und D-Galactose.

Die Reaktion lief in 4-Chlor-1-butanol, das sowohl als Reaktand als auch als Losungsmittel
diente, bei 60 °C unter Zugabe von katalytischer Menge konz. HCI ab. Ausgehend von D-
Glucose (28) wurde ein entsprechendes 0/fB-Gemisch von 4’-Chlorbutyl-D-glucopyranosid
(30) mit 67%-ger Gesamtausbeute erhalten. Die unter denselben Bedingungen durchgefiihrte
Umsetzung von D-Galactose (29) lieferte die beiden Anomere von 4’-Chlorbutyl-D-
galactopyranosid (32) in einer Ausbeute von 33 %.

Allerdings lieBen sich die Anomerengemische in beiden Féllen nicht quantitativ anomerenrein
trennen. Um dieses Problem zu 16sen, wurde das jeweilige Anomerengemisch derivatisiert.
Die Derivatisierung erfolgte in zwei Richtungen. Zum einen, durch die Schiitzung aller freien
Hydroxygruppen beim Glucosid 30 und Galactosid 32 mit Acetylresten. Die Veresterung
erfolgte bei Raumtemperatur in Pyridin unter Zugabe eines dreifachen Uberschusses an

Essigsdureanhydrid pro OH-Gruppe (Abb. 16).
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NG Al e
HO oH O/\/\/C| — CH3COOH O{O o O/\/\/CI
30/32 I 33/34

Abbildung 16: Acetylierung vom Glucosid und Galactosid.

Die Umsetzung des Glucosids erfolgte in einer Gesamtausbeute von 91 %. Durch eine
besonders sorgfiltige sdulenchromatographische Trennung gelang es, die beiden Anomere
anzutrennen, so dass sich nach dem ersten Anlauf die Gesamtausbeute wie folgt verteilte: 23
% a-Anomer, 8 % [3-Anomer und 60 % Anomerengemisch, das weiterhin getrennt werden
konnte. Im Falle des Galactosids betrug die Gesamtausbeute 84 % und nach der Antrennung
ergab sich: 47 % a-Anomer, 5 % [B-Anomer und 32 % Anomerengemisch.

Die zweite Derivatisierung erfolgte durch eine 4,6-Benzylidenierung am Glucosid 30, was fiir

spétere Syntheseschritte nétig war (Abb. 17).

o CHj

OH
HO Q
Hm o THF [H] 00 Q/V%
OH "o ™>"C o > C

30

Abbildung 17: 4,6-Benzylidenierung am Glucosid.

Das Glucosid 30 wurde bei 60 °C in Tetrahydrofuran mit dem Benzaldehyddimethylacetal
unter saurer Katalyse umgesetzt. Die Reaktion zum geschiitzten Derivat 31 verlief in einer
Gesamtausbeute von 66 %.

Das so gewonnene Anomerengemisch liel sich sdulenchromatographisch trennen, so dass
nach der ersten Trennung zu 39 % d-Anomer, zu 17 % [-Anomer sowie zu 10 %
Anomerengemisch erhalten wurde, wobei das letzte weiter getrennt werden konnte.

[34]

Die reinen, acetylgeschiitzten Anomere 30a, und 32a, wurden nun nach Zemplén

entschiitzt (Abb. 18).
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Abbildung 18: Entschiitzung der peracetylierten Glycoside.

Die benzylidengeschiitzten Glucoside 31a und 31 wurden ohne Entschiitzung fiir weitere

Syntheseschritte eingesetzt.

3.1.2. Lactosid

Eine Fischer-Glycosylierung bei Disacchariden kann problematisch werden, da unter diesen
Bedingungen (Wérme, Sdure und Spuren von Wasser) die glycosidische Bindung nicht
unbedingt standhélt. Zwar konnten Cheetham et al. diese Methode erfolgreich bei
verschiedenen Disacchariden mit unterschiedlichen Alkoholen e:insetzen,[3 31 der Versuch, die
Methode fiir Lactose mit 4-Chlor-1-butanol zu adaptieren, erbrachte allerdings nicht den
gewiinschten Erfolg. Nach der Umsetzung wurden groBtenteils Monosaccharid-Glycoside im
Reaktionsgemisch identifiziert. Die klassische Koenigs-Knorr-Methode!®® lieferte schon im
ersten Schritt nur bescheidene Ausbeute, so dass nach Alternativen gesucht wurde. Koto et al.
entwickelten eine Methode, bei der aus einem freien Disaccharid in drei Schritten ein

ungeschiitztes Disaccharid-Glycosid entsteht."*®!

Diese Methode vereint einige bisher
bekannte Glycosylierungen und ldsst die einzelnen Schritte ohne Aufarbeitung nacheinander
ablaufen. Im ersten Schritt wird peracetyiert und die anomere Position bromiert, wie bei der
Koenigs-Knorr-Methode. Darauthin  wird unter Lewis-Sdure-Aktivierung mit FeCl;
glycosyliert, wobei die Wahl des Losungsmittels darauf Einfluss hat, ob a- oder B-Produkt

entsteht. AnschlieBend wurde nach Zemplén deacetyliert (Abb. 19).
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0
lMeOH
MeONa
HO OH
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OH HO on W\CI

Abbildung 19: Darstellung des Lactosids 65 nach Koto et al.

Diese Methode brachte als Ergebnis das [3-Lactosid 65 in einer Ausbeute von 19% iiber drei
Stufen.

Einen kurzen Weg zur Disaccharid-Glycosid-Darstellung, lieferte die Bortrifluorid-Etherat-
Methode. Dabei handelt es sich um eine modernere Glycosylierungsmethode, bei der die
Aktivierung durch den Bortrifluorid-Diethylether-Komplex geschieht.”” Die Reaktion lief in
abs. Dichlormethan bei Raumtemperatur ab, als Akzeptor diente wieder 4-Chlor-1-butanol

(Abb. 20).
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BF3*(CHs),0
CH,Cl, RT

(@] @]
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MeOH
MeONa
HO OH
O OH
OH HO \/\/\Cl
OH
65

Abbildung 20: Darstellung des Lactosid 65 nach der Borfluorid-Etherat-Methode.

Die Ausbeute betrug 31%, und nach der anschlieBenden Zemplén-Deacetylierung (93%) lag

die Gesamtausbeute bei 28%.

3.1.3. Glycosylierung am N-Acetylglucosamin

Beim N-Acetylglucosamin wurde ebenfalls die Fischer-Glycosylierung angewendet, wobei

fast ausschlieBlich das a-Anomer enstand (Abb. 20a):

OH A~ ~_-OH OH
o) Cl
HO @ HO Q
HO - H™. 60T HO
YNH OH H.0 = NH
-2
i Y O\/\/\CI
O
N-Acetylglucosamin 70

Abbildung 20a: Fischer-Glycosylierung von N-Acetylglucosamin.
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Wie bei Glucose und Galactose, wurde die Reaktion bei 60° C in 4-Chlor-1-butanol
durchgefiihrt. Um das Reaktionsgleichgewicht zu Gunsten des thermodynamischen Produkts
zu verschieben, wurde das Reaktionsgemisch 48 Stunden erhitzt. Somit konnte neben Spuren

vom [3-Anomer das O-Anomer in einer Ausbeute von 30% erhalten werden.
3.2. Thiole, Disulfide und Thioacetate

Eine Immobilisierung an Goldoberflichen kann iiber Thiole, Thioacetate oder Disulfide
geschehen. Fir AFM-Experimente werden hierbei Alumosilikate des natiirlich
vorkommenden Minerals Mica Muscovite mit Gold beschichtet und so atomar flache

Goldstandards zur Immobilisierung erhalten.[**4"!

Da mit einer freien Thiogruppe im
Molekiil die Gefahr der unerwiinschten Nebenreaktionen steigt, wurden Thioacetate bzw.
Disulfide dargestellt.

Die Thioacetylgruppe lisst sich durch Reaktion des Chlorids mit Thioacetat einfiihren.*®
Dabei wird das C4-Atom des Aglykons durch Thioacetat angegriffen und das Chloratom nach
einem Sy2-Mechanismus substituiert (Abb. 21).

(0]

R/\C/\Cvl + SJ\ > R/\/Sj( + ql

C

Abbildung 21: Bildung des Thioacetats.

Nach dieser Methode wurden Thioacetat-Derivate von Glucose (52a/B), Galactose (54a/B)
und Lactose (66) dargestellt. Die Reaktion lief in trockenem Dimethylformamid ab, als

Reaktionspartner diente Kaliumthioacetat, das im zweifachen Uberschuss zugegeben wurde

(Abb. 22).

1
R OH KSAc R OH
R? o) DMF.RT o
HO O/\/\/CI -KCl HO

HO

52:R'=H, R*=OH
54:R'=0OH,R*=H
66: R' = H, R* = Gal

Abbildung 22: Darstellung der Thioacetate.
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Die Ausbeute lag bei Monosacchariden zwischen 62 % und 78 %, wobei die Ausbeuten der
Galactoside niedriger waren. Bei dem Lactosid betrug die Ausbeite 39 %. Die Substitution
des Chlorids konnte sehr deutlich an der Verschiebung des C4’-Signals im '*C-Spektrum von
45 ppm auf etwa 29 ppm sowie der Anwesenheit der Methyl-Gruppe beobachtet werden. Das
Signal des Carbonylkohlenstoffes wurde nicht beobachtet, was wegen der Relaxation des
Carbonyl-C-Atoms nicht ungewdhnlich ist.

Bei dem Glucosamin musste die Methode modifiziert werden. Generell gibt es zwei
Moglichkeiten, zum gewiinschten Molekiil mit Thio- und Aminofunktion zu gelangen: zuerst
die Acetylgruppe am Stickstoff abspalten, gefolgt von Thioacetylierung, und die umgekehrte
Reihenfolge. Im ersten Fall konnte es moglicherweise zu Komplikationen zwischen dem
Thioacetat und freien Aminogruppe sowie der Herabsetzung der Loslichkeit des Eduktes im
DMF kommen. Im umgekehrten Fall wiren im zweiten Schritt beide Acetylgruppen
abgespalten, was fiir spédtere Sulfatierung aufgrund der Nucleophilie der freien Thiogruppe
storend wére. Allerdings lassen sich freie Thiole leicht zu Dithio-Dimeren oxidieren, was eine
Art Auto-Schiitzung der Thiofunktion ist und gleichzeitig keine Probleme fiir die AFM-
Messung darstellt. Somit wurde ein Glucosamin-Derivat mit einer Thiofunktion auf diesem

Wege dargestellt (Abb. 23).

OH
o KSAc OH
HO DMF,RT  HO Q
HO — 5
NH -KCl o)
\H/ O~ NH
cl \[( OW\ )K
o) o S
70 71
Ba(OH),*8H,0
-Ba(OAc),| H,0, 100C
HO Q 0, H,0, RT | 4o Q
HO |10
HoN LN H,N
S OW\SH
2
86 85

Abbildung 23: Einfiihrung der Thiofunktion beim Glucosamin-Derivat
Die Reaktion mit Thioacetat im DMF verlief nach dem bereits beschriebenen Mechanismus in

einer Ausbeute von 69 %. Desweiteren wurden die beiden Acetylgruppen im stark basischen

Milieu bei 100 °C abgespalten. Das entstandene Thiol 85 wurde anschlieBend mit
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Luftsauerstoff zum Disulfid 86 oxidiert. Die Gesamtausbeute tiber zwei Reaktionsschritte

betrug 63 %.

4. Untersuchungen zur Sulfatierung

Die meisten in der Natur vorkommenden Kohlenhydrat-Sulfate sind 4-O-, 3-O-, 6-O- und 2-
N-Sulfate. Die letzten drei wurden fiir die AFM-Versuche ausgewéhlt, so dass die Synthesen
in die entsprechenden Richtungen vorzusehen waren. Um selektive Derivatisierungen
durchzufiihren, bedarf es normalerweise einer Schutzgruppen-Strategie. In der vorliegenden
Arbeit wurden jedoch die unterschiedlichen Reaktivititen einzelner OH- und NH,-Gruppen
ausgenutzt, um am effizientesten zu den Zielmolekiilen zu gelangen und dabei so wenig wie

moglich von Schutzgruppen Gebrauch zu machen.
4.1. 6O-Sulfate

Die deutlich groBlere Reaktivitdt der primdren OH-Gruppe an der Position C6 gegeniiber den
restlichen OH-Gruppen in einem Kohlenhydrat (abgesehen von der anomeren, die in diesem
Fall nicht frei ist) ldsst eine selektive Sulfatierung ganz ohne Einsatz von Schutzgruppen
allein durch die Temperatursteuerung der Reaktion zu. So konnten die Glucosid- und
Galactosid-6-O-sulfate bei Raumtemperatur erhalten werden, ohne dass dabei weitere
Positionen sulfatiert wurden (Abb. 24).

O\\S//O@ @l

R' OH SO;*NMe; Rl 0-5-0 Hon—
R2 (0] Pyr, RT R? o |
Hj%/m > HO R3

R* HO 4

52/54 55/59

52a, 5% R' = H, R* = OH, R’ = H, R* = O(CH,),SAc
528, 5P: R' =H, R* = OH, R’ = O(CH,),SAc, R*=H
54a, 550: R' = OH, R* = H, R* = H, R* = O(CH,),SAc
54@, 533: R1 = OH, R* = H, R* = O(CH,),SAc, R’ =H

Abbildung 24: Direktsynthese der 6-O-Sulfate.

Die Reaktionen verliefen in Pyridin, das ausreichende Basizitét besitzt um die O-H-Bindung
zu lockern und somit die Nucleophilie des Sauerstoffs zu erhohen. Als Sulfatierungsreagenz

agierte der Schwefeltrioxid-Trimethylamin-Komplex (Abb. 25).
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Abbildung 25: Bildung des Sulfats.

AnschlieBend wurde das Trimethylammoniumkation mit einer lonenaustauschersiule gegen
das Natriumkation ersetzt, was den physiologischen Bedingungen ndher kommt. Folgende

Ausbeuten wurden erzielt: 550 — 63 %, 553 — 39 %, 59 — 64 %, 5P — 59 %.
4.2. 30-Sulfate

Die selektive Veresterung an der Position C3 eines Monosaccharids erfordert normalerweise
mehrere vorbereitende Schritte. So kann im Falle der Glucose durch Einflihrung zweier
Isopropyliden-Schutzgruppen die Position C3 als einzige OH-frei erhalten werden, die dann
mit dem gewiinschten Rest versehen werden kann. AnschlieBend werden die beiden
Isopropyliden-Gruppen abgespalten und im vorliegenden Fall die Glycosylierung und die
Substitution des Chlorids durchgefiihrt.

Im Falle der Galactose liefert die Diisopropyliden-Schiitzung nur die 6-OH-freie Verbindung.
Der Weg der klassischen Schutzgruppenchemie fiihrt iiber Orthoester-Bildung an C1 und C2
sowie Benzylidenschiitzung an C4 und C6. Nach der erfolgten Sulfatierung miissten
logischerweise alle Schutzgruppen wieder entfernt werden.

Ausgehend von einem Glucal bzw. Galactal mit darauffolgender Schiitzung der Positionen C4
und C6 lésst sich ebenfals eine selektive Derivatisierung an Position C3 realisieren (Abb.

25a).41

OH HO H
HO (@] (@]
HO - HO _—
Glucal Galactal

Abbildung 25a: Glucal und Galactal.

Aber auch da bedarf es nach der erfolgten Sulfatierung noch weiterer Schritte in Form von

Glycosylierung und Entschiitzung.
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Wegen der Empfindlichkeit der Sulfatgruppe sollte allerdings ihre Einfiihrung moglichst
zuletzt geschehen. Abhilfe schafft der Einsatz der Stannyliden-Methode, die bei der Galactose
an den Positionen C3 und C4 eine tempordre Schutzgruppe erzeugt, wobei eine
Differenzierung der Nucleophilie der beiden am Stannylidenacetal beteiligten Sauerstoffe
beobachtet wird.[**
Dies ist auf die Bildung von Dimeren zuriickzufiihren, die auch in der Gasphase stabil sind.
Dabei findet ein Elektronendichtetransfer zu dem an der Dimerisierung nicht beteiligten
Sauerstoff statt, dessen Nukleophilie dadurch erh6ht wird (Abb. 26).

RL_O

SnBu,

1 I
I BUZSnO R O\ Dimerisierung R2 O/ \

SnBuU R
Y 2

R O
Bu28n

Abbildung 26: Mechanismus der Bildung eines Stannylidenacetals.

Auf dieser Weise wird in der Galactose die Nukleophilie des Sauerstoffs an der Position 3-
OH erhoht, so dass die Sulfatierung nach dem in der Abbildung 24 gezeigten Schema in
neutralem Milieu nur dort ablauft (Abb. 27):

Ho O Ho OH
1. MeOH, Bu,SnO
Q . 2. THF, (CH3);N-SO; 0
HO T~ R > "03S0 R!
R2 HO 2
54 60 R

54a, 600: R' = H, R* = O(CH,);SAc
54@, 6(B: R' = O(CH,),SAc, R>=H

Abbildung 27: Stannyliden-gesteuerte 3-Sulfatierung der Galactose.

Der erste Schritt der Reaktion lief bei 65° C in trockenem Methanol ab, wobei das
Stannylidenacetal an den Positionen C3 und C4 entstand. Diese Zwischenstufe wurde nicht
isoliert, da solche Zinn-Komplexe sehr empfindlich sind. Darauthin wurde das Losungsmittel
gegen abs. THF getauscht und das Sulfatierungsreagenz zugesetzt. AnschlieBend wurde das
Trimethylammoniumkation gegen das Natriumkation an einer Ionenaustauschersiule

ausgetauscht. Die Ausbeute fiir das a-Anomer betrug 63% und fiir das 3-Anomer 65%.

22



Im Falle der Glucose konnte diese Methode nicht angewendet werden, da aufgrund der
dquatorial-dquatorial Stellung der OH-Gruppen an Positionen C3 und C4 eine Behinderung
fir die Bildung des Stannylidenacetals vorliegt. So wiirde es zur Bildung eines
Produktgemisches aus verschiedenen Mono- und Polysulfaten kommen. Langston et al. haben
eine gewisse Selektivitit bei der Bildung von 2- und 3-Sulfaten bei Monosacchariden
beobachtet, sofern die Positionen C4 und C6 geschiitzt sind.**) Beim Einsatz von
Dibutylzinnoxid zur temporiren Schiitzung der Positionen C2 und C3 wird im Falle Glucose
fast ausschlieBlich die 2-OH-Funktion aktiviert, was zur Bildung des 2-Sulfats fiihrt. Bei der
direkten Sulfatierung kommt es zum Produktgemisch aus 2- und 3-Sulfaten sowie 2,3-
Disulfaten. Diese kombinatorische Methode wurde hier eingesetzt, um das an 3-OH
sulfatierte Glucosid 61 zu erhalten. Die direkte Sulfatierung in Pyridin ergab nur 2-Sulfat und
2,3-Disulfat. Dies konnte zwei Griinde haben: zum einen wird die Position 3-OH-Position
durch die Benzylidengruppe an C4 sterisch eingeengt (bei Galactose ist die Bildung des 3-
Sulfats begiinstigt). Zum anderen kommt es wahrscheinlich insbesondere beim a-Anomer zur
Bildung einer Wasserstoftbriicke zwischen der 2-OH-Gruppe und dem Sauerstoff an ClI
(Abb. 28), wodurch die Nucleophilie der 2-OH-Gruppe gesteigert und durch das basische

Pyridin nochmals unterstiitzt wird.

o
O O]
HO

@) S
,O/\/\/ Y
56a H/ 0O

Abbildung 28: Wasserstoffbriicke zwischen C1 und C2.

In der Tat wurden bei dem [-Anomer Spuren des 3-Sulfats gefunden. Beim Wechsel des

Losungsmittels zum neutralen DMF entsteht ein héherer Anteil des 3-Sulfats, wobei beim [3-

Anomer die Ausbeute noch hoher ausfallt (Abb. 29).
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c) R' =S05, R =S057; 6%

Abbildung 29: Direkte Sulfatierung von 56.

So wurde die Umsetzung bei erhohter Temperatur und ldngeren Reaktionszeit als bei der
Umsetzung in Pyridin durchgefiihrt, wobei sich die in der Abbildung 29 aufgefiihrten
Produktgemische ergaben. Das 3-Sulfat wurde im Fall des a-Anomers zu 17% und beim [3-
Anomer zu 22% gewonnen. Dies wurde durch die Verschiebung der C3- sowie H3-Signale in
BC- bzw. 'H-Spektren detektiert. Bei der sdulenchromatographischen Reinigung wurde das
saure Kieselgel mit Triethylamin gepuffert, um eine sauer katalysierte Abspaltung der Sulfat-
Gruppe zu verhindern, was in einem Kationaustausch resultierte: in beiden Spektren wurden
keine Spuren von Trimethylammonium-, wohl aber gréfere Mengen von Triethylam-
monium-lonen gefunden. Dies war von geringer Bedeutung, da nach dem Abspalten der
Benzyliden-Schutzgruppe das organische Kation gegen Na' ausgetauscht wurde. Auf die
Charakterisierung des 2-Sulfats sowie des 2,3-Disulfats wurde nicht weiter eingegangen, da
das 3-Sulfat im Vordergrund stand.

Im néchsten Schritt wurde bei den beiden Sulfaten 61a und 61B die Benzyliden-Schutzgruppe
entfernt und das Kation ausgetauscht. Zunédchst wurde mit verdiinnter Schwefelsdure das

Benzyliden-Acetal gespalten (Abbildung 30).
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61a, 620: R' = H, R* = O(CH,),SAc
61, 62B: R' = O(CH,);SAc, R*=H

Abbildung 30: Abspaltung der Benzyliden-Schutzgruppe.

Anschliefend wurde das Triethylammonium- gegen das Natriumkation ausgetauscht. Die

Ausbeute fiir das a-Anomer betrug 56% und fiir das 3-Anomer 51%.
4.3. 3’-und 6’-Sulfatierung am Lactosid

Da das Lactosid als terminale Zuckerkomponente den Galactoserest tragt und genau da die

Sulfatgruppen entstehen sollten, gleichen die Sulfatierungsmethoden denen des Galactosids.

Das 3’-Sulfat wurde selektiv durch den Einsatz von Dibutylzinnoxid als Aktivator der 3-OH-
Position der Galactose erhalten. Ahnliche Reaktionen an Di- und Trisacchariden wurden

23441 Nach dem bereits beschriebenen

bereits von A. Lubineau und R. Lemoine beschrieben.!
Mechanismus (s. Abb. 26) wurde das Lactosid temporér als Stannylidenacetal geschiitzt und
mit dem Schwefeltrioxid-Trimethylamin-Komplex umgesetzt (Abb. 31).

HO OH

0] OH
HO o) Q Q
oH HO OW\S)K
OH
66
1. (Bu),SnO,
MeOH, 65C
2. SOz*N(Me)s,
THF, RT
HO OH
OH
] 0 O
AT o~ e
o4 HO W\S
OH
67

Abbildung 31: 3’-Sulfatierung am Lactosid.
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Die Schiitzung lief bei 65° C in abs. Methanol ab, wobei das 3°,4’-Stannylidenacetal entstand.
Diese Zwischenstufe wurde nicht isoliert, da solche Zinn-Komplexe sehr empfindlich sind.
Darauthin wurde das Losungsmittel gegen abs. THF getauscht und das Sulfatierungsreagenz
zugesetzt. Anschlieend wurde das Trimethylammoniumkation gegen das Natriumkation an

einer lonenaustauscherséule ersetzt. Die Ausbeute fiir das 3’-Sulfat 67 betrug 33%.

Bei der 6’-Sulfatierung wurde wieder der Reaktivititsunterschied der einzelnen OH-Gruppen

im Lactosidmolekiil ausgenutzt. Im Gegensatz zu Monosacchariden sind aber hier zwei
primidre OH-Gruppen vorhanden, welche die Selektivitit der Sulfatierung verringern konnte.
Durch experimentelle Ermittlung der Reaktionsbedingungen konnte die Sulfatierung in
Richtung des 6’-Sulfat geleitet werden, so dass ein 6,6’-Disulfat nur in Spuren entstand (Abb.
32).

HO OH

'e) OH
HO o) Q o
oH HO OW\S)K
OH
66
SO3*N(ME)3,
Pyr, 0°C
HO 0SOg

&OH/HMOW\SJ\

Abbildung 32: Selektive 6’-Sulfatierung des Lactosids.

Die Reaktion verlief bei 0° C in Pyridin und wurde nach 48 Stunden abgebrochen.
AnschlieBend wurde das Trimethylammoniumkation gegen das Natriumkation an einer
Ionenaustauschersiule ersetzt.

Das 6’-Sulfat 68 wurde in einer Ausbeute von 17% gewonnen. Der Grund fiir die relativ
niedrige Ausbeute konnte das frithzeitige Abbrechen der Reaktion sein, was zu der 6’-

Selektivitét beigetragen hat.
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4.4, 2N-Sulfat

Bei der Sulfatierung der freien Aminogruppe wurde deren deutlich hohere Nucleophilie
gegeniiber den priméren und sekundiren Hydroxy-Gruppen zu Nutze gemacht. So verlief die
Reaktion bereits bei -40 °C in Pyridin. Als Sulfatierungsreagenz diente wieder der

Schwefeltrioxid-Trimethylamin-Komplex (Abb. 33).

OH
o SO4*NMes OH
HO Pyr, -40 T HO Q
HO —_— HO
HN | HN
©g © 2
86 80

Abbildung 33: Darstellung des N-Sulfats.

Hierbei wurden keine Spuren von Sulfatierung an anderen Positionen beobachtet.
AnschlieBend wurde das Trimethylammoniumkation gegen das Natriumkation ausgetauscht.

Die Gesamtausbeute betrug 42 %.
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5. AFM-Messungen

5.1. Methodé*>%

5.1.1. Technik

Das Kernstiick der AFM-Methode stellt das Rastermikroskop dar (Abb.34).

Mikroskop-
Objektiv

Prisma Laser

Spiegel
N\ |
\% \
Messfeld Nadel

Abbildung 34: Aufbau eines Rasterkraftmikroskops.

Das Gerit ist auf einem Lichtmikroskop montiert. Ein Laserstrahl wird durch ein Prisma auf
den Nadelhalter ausgelenkt, und das reflektierte Licht durch einen Spiegel auf das Messfeld,
bestehend aus vier Photodetektoren, gefiihrt. Die Probe sitzt unterhalb des Cantilevers
(,,“cantilever engl. fiir ,,Nadelhalter*) auf einem Piezoscanner, der sich durch elektrische
Stimulation ausdehnt oder zusammenzieht und so die Probe relativ zum Cantilever fiihrt. Das

Rasterscannen der Oberfliche und die auf die Probe ausgeiibte Kraft werden iiber ein
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Feedback-Signal des ,,Controllers* zum Piezoscanner kontrolliert und durch die Software
bzw. den Operator gesteuert.

Mit dem Rasterkraftmikroskop werden Oberflachen aus beliebigen Werkstoffen (in diesem
Fall aus Gold) mit Hilfe einer scharfen Spitze (ebenfalls aus Gold), die rund 200 pm lang ist
und deren Spitzenradius weniger als 10 nm betrdgt, untersucht. Die Spitze befindet sich am
freien Ende eines hoch elastischen und empfindlichen Federarms, der eine Lange von 100 bis
200 pum hat. Wenn die Spitze rasterartig {iber die Oberfliche gefiihrt wird (X,Y-Richtung),
kommt es aufgrund von topographischen Unterschieden zur Auslenkung der Nadel in Z-
Richtung oder zur Torsion des Cantilevers. Diese Auslenkungen werden optisch gemessen:
Ein Laserstrahl wird auf das Ende des Nadelhalters gerichtet und auf ein Messfeld reflektiert
(Abb.35).

I'nﬂessfeldC — Laser

& ey
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M L T
L] >

r
a
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Abbildung 35: Aufbau der AFM-Messung.

Das Messfeld besteht aus vier lichtempfindlichen Photodetektoren (A, B, C, D), von denen
jeder einzelne etwa ein Viertel des Messfeldes ausfiillt. Bei einer vertikalen Auslenkung der
Nadel verschiebt sich der reflektierte Lichtpunkt vom Quadranten B in Richtung A. Um eine
moglichst empfindliche Messung zu bekommen, wird die Differenz der Lichtintensitdten auf
jeweils gegeniiberliegen Quadranten gemessen, also A-B und C-D. Die optische Registrierung
der Nadelbewegung ergibt eine zusdtzliche VergroBBerung von etwa 1000x. Die Aufldsung des
Rasterkraftmikroskops erreicht damit den sub-Angstrém-Bereich.

Es wird zwischen ,Contact“- und ,Non-contact“-Verfahren unterschieden. Beim
Kontaktverfahren befindet sich der Cantilever in physischen Kontakt mit der Oberfliche
wiahrend des Rasterscannens und die Auslenkung der Nadel als topographisches Bild

aufgezeichnet wird. Hierbei ist die x,y-Richtung in nm/um und die z-Richtung, d.h. die
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topographische Hohe, zur besseren Visualisierung farbig kodiert (nm). Hellere Farben
reprasentieren hierbei ,,hohe* (>nm) und dunkle Farben ,,flache* Topographien (< nm).

Im ,,non-contact Modus wird der Cantilever kontrolliert in unmittelbare Néahe zur Oberflache
gebracht und danach seiner Interaktion mit der Oberfliche {iberlassen, die z.B.
elektrostatischer, chemischer oder sterischer Natur sein kann. Der Sensor (die Nadel) fiihlt
sprichwortlich die Oberflachenbeschaffenheit. Die Daten werden in Form einer Kraft-
Abstandskurve aufgezeichnet und 16sen Kréifte im Nanonewton/Nanometer Bereich auf. Die
Oberfldche d. h. die Probenvorbereitung ist hierbei ein kritischer Faktor, da diese ma3geblich

zum Erscheinungsbild der Interaktion(en) beitragt.
5.1.2. Versuchsaufbau!®

Um vergleichbare d.h. optimierte Ergebnisse bei Raster-Kraft-Messungen zu erzielen, sollte
die Goldoberfliche homogen und im Idealfall atomar flach sein, um an jedem Punkt der
Oberfldache reproduzierbare Kraft-Kurven zu erhalten. Es werden dabei Mica (Alumosilicat) -
templated Gold-Oberflichen eingesetzt.”** Die im Experiment verwendete Oberflichen

wurden mittels AFM charakterisiert (Abb. 36).
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Abbildung 36: [A] — Die AFM-Topographie zeigt die atomar-flache Goldoberflache, die einen Hohenunterschied
von nur 1.8 +/- 0.2 nm iiber eine Fliche von 40x40 pm® aufweist. [B] - 400-fache VergroBerung.

Der weitere Versuchsablauf ist in der Abbildung 37 schematisch dargestellt. Nach der
erfolgreichen Synthese werden die Goldoberflichen und der Gold-Tip mit den
entsprechenden ~ Verbindungen  beschichtet, indem  das  Schwefelatom  des
Verbindungsaglykons (engl. spacer oder tether) eine kovalente Bindung mit dem Gold

eingeht.
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Abbildung 37: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus.

Die Abbildung 38 zeigt eine Kraft-Abstand-Kurve am Beispiel eines Systems aus Gold und

einem Glucosid mit vier Sulfat-Gruppen.[’”

Kontakt-Bereich, Tip auf der

Oberflache
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1 1 I I
0 20 40 60
nm

Abbildung 38: Beispiel einer Kraft-Abstand-Kurve.
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5.2 Messergebnisse

Bei der Auswertung der statistischen Daten zeigten sich in den Arbeiten von Tsiper’" und

Ray et all’?

reproduzierbare signifikante Energiebarrieren, die die interglycosidische
Wasserstoftbriicken-bindungen (Entstehung des Quadrupols, Polarisation, Anziehung und
Ablosung) durchlaufen. Diese Barrieren spiegeln sich in einer Kraft-Abstand-Kurve bei
Anniherung zweier OH-freien Saccharide wider.!”>*7!

Die ersten Versuche wurden mit ungeladenen (nicht sulfatierten) Glucosiden 52a und 523
durchgefiihrt und sind bereits beschrieben.!® Neben anomerenreinen Verbindungen wurde
auch ein 0o/pB-Gemisch vermessen, um festzustellen, ob einzelne Wechselwirkungen in einem
Gemisch zu detektieren und zu identifizieren sind. In Abbildung 39 ist schematisch gezeigt,

auf welche Weise die Glucoside in eine (oder mehrere) Wechselwirkung treten konnen.

A
4-to 4-OH
B
4- to 3- or 6-OH real probe ~spherical
C
bending | R
—- not assigned or unspecific
HO o ' repulsion, torsion, bending ..
0 3-to 3- or 2-OH pushing trough

closest HO Q”|OH multiple X '@ layer
H-bond interaction O

Hol.©
0

HHO T[L—\
?

o

B %“ §

distance

Abbildung 39: Schematische Darstellung der Wechselwirkungen individueller Molekiile (ideale Probe).

Im Idealfall wiirde ein Molekiil am Tip auf ein Molekiil auf der Goldplatte treffen. In Realitét
ist der Sensor eher sphédrisch aufgrund der multiplen Belegung, und es kommt daher
vermutlich zur Uberlappung mehrer bzw. vieler Wechselwirkungen, was die Auswertung

nochmals erschwert.
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Die Abbildung 40 zeigt die einzelnen Kurven sowie ein Vergleichsbild mit allen gemessenen

Verbindungen.
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Abbildung 40: Kraft-Abstand-Kurven von nicht-sulfatierten Glucosiden 52a und 528.
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Die abgebildeten Kurven présentieren das statistisch gemittelte Ergebnis (n = 100 pro System)
der homogenen (a/a; B/B af/af) und heterogenen Systeme (0/[3), sowie deren inverse Setups
und zeigen die Anndherung des Tips — die sogenannte incoming curveDa bei der Entfernung
des Tips (outgoing curve die zusitzlichen Adhésionskrifte entstehen und iiberwunden
werden miissen, werden diese Daten nicht ausgewertet, in der Regel geschieht dieses nur bei
Force-PullingExperimenten bei z.B. Polymeren.!”®!

Die Auswertung der Kurven zeigte bis zur drei Energie-Peaks (Energiebarrieren), die
aufgrund der Geometrie und GroBenordnung bestimmten Wechselwirkungen zugeordnet
werden konnten (siche Abb. 40) und die sich auch im Anomerengemisch wiederfinden. Sie
treten bei denselben Abstinden auf, die Kréfte sind allerdings durch mehrere weitere
Wechselwirkungen im Gemisch abgeschwicht. AuBlerdem fdllt auf, dass die o/a-
Wechselwirkung deutlich frither anfangt (bereits bei 14.5 nm) als /B (bei ca. 10 nm). Als
Anfang der o/B-Wechselwirkung wurden knapp 14 nm detektiert. Desweiteren zeigt die o/0-
Wechselwirkung zum Teil doppelt so hohe Krifte wie die /B-Wechselwirkung.

Diese Faktoren zeigen somit, dass trotz des flexiblen Thiobutyl-Spacers schon allein die
Konfiguration am anomeren Zentrum (0 oder ) direkten Einfluss auf den nanoscopischen
Verlauf der Interaktion zwischen zwei Kohlenhydratmolekiilen hat und in vivo auf dem

makroskopischen, multivalenten Level addierend zum Tragen kommt.

Ein weiterer Aspekt war, welche Auswirkungen die Anwesenheit geladener funktioneller
Gruppen im Molekiil auf die Wechselwirkungen hat. Im weiteren Versuch wurden bei
derselben Anordnung zusétzlich die Verbindungen 62a und 62B vermessen, die an der
Position C3 eine Sulfat-Gruppe tragen.

Die Abbildung 41 demonstriert Kraft-Abstand-Kurven von Systemen, in denen ein am C3-
Atom sulfatiertes Glucosid (620 oder 623) mit einem OH-freien Glucosid (52a oder 52B) in
Wechselwirkung trat. Zu sehen sind sowohl Tip-Anndherungs- als auch Tip-
Entfernungskurven, wobei wieder nur die ersten ausgewertet wurden.

Den deutlichsten Unterschied zu den ungeladenen Molekiilen liefern wieder die Systeme, bei
denen einer der Wechselwirkungspartner ein a-Anomer ist. Beim System 52@/62a tritt die
Wechselwirkung bereits bei einer Entfernung von 27 nm auf, was eine Verdopplung des
Abstandes im Vergleich zum nicht-sulfatierten System bedeutet. Bei 52a/62a und 52a/62B
sind es 20 nm. Aber auch 13 nm, die bei 52B/62 beobachtet wurden, bedeuten einen 30

%igen Anstieg der Sensibilitit gegeniiber den ungeladenen Molekiilen.
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Auch bei der Anziehungskraft liegen die a-haltige Systeme vorn, bei 52a/62a liegt die
maximale Auslenkung bei knapp 4 nN gegeniiber 52B/62B mit ca. InN und dem nicht-
sulfatierten System 520/52a mit 2,4 nN.
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Tip S\/\/\ o] HO (] OH
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Abbildung 41: Rasterkraft Kurven fiir Systeme mit geladenen und ungeladenen Glucosiden (52a/f und 62a/B).

In Blau der statistisch relevante Verlauf der incomingKurve (n = 100). In Griin die outgoingKurve.
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Wie schon bei ungeladenen Systemen, wird auch hier die besondere Bedeutung der
Konfiguration am CIl-Atom beobachtet. Moglicherweise liegt es daran, dass aufgrund der
axialen Anordnung der C-O-Bindung an C1 das a-Glucosid insgesamt etwas kiirzer ist, als
das [B-Glucosid, so dass Tip und Oberfliche insgesamt ndher zueinander kommen konnen,

wobei die duBersten Gruppen sich freier ,,fithlen* kdnnen.

Die zweite wichtige Beobachtung ist, dass ein ,,geladen/ungeladen*-System bei groBeren
Abstinden zu wechselwirken anfingt. Das elektrostatische Feld der negativ geladenen
Sulfatgruppe ,,spurt’ das Proton der Hydroxygruppe des Partners aus deutlich groBerer
Entfernung im Vergleich zu Hydroxyl-Hydroxyl-Wechselwirkungen.

Im letzten Versuch wurden die an Position C3 sulfatierten Glucoside 620 und 623 gegen sich
selbst und gegeneinander vermessen. Abbildung 42 zeigt die entstandenen Kraft-Abstand-
Kurven.

Hierbei kehrt sich das Bild um: das o/a-System liefert die kleinste
Wechselwirkungsentfernung und die kleinsten Krifte, offenbar ist das lingere Molekiil ([3)
hier im Vorteil.

Dies hingt moglicherweise mit der Anwesenheit der beiden Sulfatgruppen zusammen, da die
beiden negativen Ladungen sich absto3en und bei einem ldngeren Molekiil mehr Raum zum
Ausweichen hitten. Optimal ist es wohl bei einem 0/B-System, indem der Abstand mit 25 nm
noch grofer ist, als bei dem System mit einer Sulfatgruppe. Auch das [3/B-System konnte sich
mit 17 nm gegeniiber dem System mit einer Sulfatgruppe verbessern. Offenbar storen sich die
beiden Sulfatgruppen bei den Wechselwirkungen mit den Protonen bei dieser Anordnung am
wenigsten.

Die maximalen Kraftauslenkungen bleiben mit <1 nN bei allen drei gemessenen Systemen

relativ klein.
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Abbildung 42: Kraft-Abstand-Kurven von 3-sulfatierten Glucosiden 62a und 62 gegen sich selbst und
gegeneinander.



Zusammengefasst haben die ersten Rasterkraft-Experimente am Beispiel von Verbindungen
52a/B und 620a/B gezeigt, dass die Konfiguration am anomeren Zentrum und die Anwesenheit
der geladenen Gruppen einen erheblichen und meBbaren Einfluss auf die elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen zwei Kohlenhydratmolekiilen haben und so auf einen biologisch

relevanten Mechanismus hindeuten.

Um zu klédren, inwiefern diese Ergebnisse auf interzellulire Wechselwirkungen {ibertragbar
sind, bedarf es noch weiterer AFM-Versuche mit variabel sulfatierten Mono- und
Disacchariden. Unter anderem kommen hierfiir die Verbindungen 54a/B, 55a/B, 5%/f,
60a/B, 66, 67, 68, 8Gind 86 infrage, die im Laufe dieser Arbeit synthetisiert wurden. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit war dies wegen der Zahl der Messungen und der
Auswertung der Datensdtze nicht mehr durchzufiihren.

Als besonders zeitaufwendig und problematisch erwies sich die Auswertung der
verschiedenen Datensédtze aus nicht standardisierten Dateiformaten, die aus verschiedenen
Versionen der Gerdtehersteller-Software resultierten. Im weiteren Verlauf der Forschungen
auf diesem Gebiet miiite zur vereinfachten Auswertung und zum Errechnen der statistisch

[77]

relevanten Wechselwirkungen ein Auswertungsprogramm z.B. mit Igor Pro erstellt

werden.
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6. Glucosamin-Derivate

In diesem Teil der Arbeit wurden Verbindungen synthetisiert, die fiir das Enzym Sulfamidase
als mogliches Substrat dienen konnten (siehe Einleitung). Da sie alle Glucosamin als Basis
haben, wurde zuerst die Ausgangsverbindung 75 dargestellt, die dann in entsprechenden

Derivatisierungen zu den gewiinschten Zielmolekiilen 79, 81 und 82 umgesetzt wurde (Abb.

43).
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Abbildung 43: Syntheseweg zu den Glucosaminderivaten.

39



6.1. Vorbereitung der Derivatisierung

Im ersten Schritt wurde der anomere Kohlenstoff im N-Acetyl-D-glucosamin geschiitzt, damit
an dieser sehr reaktiven Position keine Nebenreaktionen ablaufen. Die Wahl fiel auf die
Benzylgruppe, da diese den notwendigen Reaktionsbedingungen standhélt und anschlieend
milde reduktiv wieder entfernt werden kann. Die Einfilhrung erfolgte durch Fischer-
Glycosylierung. Wie bereits im Kapitel 3.1.1. beschrieben, wurde der zu glycosylierende
Zucker (N-Acetyl-D-glucosamin) im entsprechenden Alkohol (Benzylalkohol) suspendiert
und unter saurer Katalyse bei 100 °C umgesetzt. Bedingt durch die lange Reaktionszeit von

45 Stunden, entstand ausschlielich das thermodynamisch begiinstigte ad-Anomer (Abb. 44).

OH OH
HO Q HCI, 100 T HO 0
HO 45 h HO

N-Acetyl-D-glucosamin 73

Abbildung 44: Bildung von Benzyl-a-D-N-acetyl-glucosaminid.

Die Ausbeute betrug 84 % und war somit besser als bei den Glycosylierungen von Glucose
und Galactose.

Im zweiten Schritt wurde die Acetylgruppe am Stickstoff abgespalten und somit die freie
Aminogruppe erhalten. Die N-Acetate sind deutlich stabiler als die O-Acetate, so dass die
Spaltung bei hérteren Bedingungen stattfinden muss.[* Sie kann sowohl im sauren als auch
im basischen Milieu ablaufen./*! Da die Sdure die glycosidische Bindung gefahrden wiirde,
wurde die Abspaltung analog einer von Wong et al. beschricbenen Vorschrift basisch

katalysiert (Abb. 45).14"]

OH Ba(OH),*8H,0 OH

0 H,0
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Abbildung 45: Abspaltung der Acetylgruppe.
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Die Ausbeute betrug 48 %, was dadurch bedingt war, dass Bariumsalze mit viel Aufwand

abgetrennt werden mussten.
6.2. Derivatisierung am Stickstoff

Auch hier (vgl. 4.3) wurde die hohere Nucleophilie der Aminogruppe gegeniiber den
Hydroxygruppen zu Nutze gemacht, so dass es im Amin 75 keiner weiteren Schutzgruppen
bedurfte. Die Reaktionen wurden bei tiefen Temperaturen (-40 °C — 0 °C) durchgefiihrt und
als Substrate fiir die nucleophile Substitution agierten Chloride der entsprechenden
Verbindungen. Die Reaktionen wurden in Pyridin durchgefiihrt, so dass das entstehende HCI
abgefangen werden konnte (Abb. 46).

xCal Ho 7 e "
N ——— -E-x—N—z _ -%—X—N—Z
N C - HCl
Y H cl
&/9
Z — Zuckerrest
X —S oder P

Abbildung 46: Genereller Mechanismus der Derivatisierung am Stickstoff.

6.2.1. N-Methylsulfonamid

Als Substrat fiir den nucleophilen Angriff des Stickstoffs diente hierbei
Methansulfonsdurechlorid. Die Reaktion wurde bei -40 °C durchgefiihrt, da die Vorversuche
zeigten, dass bei hoheren Temperaturen auch die 6-O-Substitution stattfindet und bei tieferen

Temperaturen die Reaktion kaum bis gar nicht ablduft (Abb. 47).

OH

o= s o
H,N \/@ Pyr -40 C
o “ha o—s\ o
75 HsC 76

Abbildung 47: Darstellung des N-Methylsulfonyl-Derivats.
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Auch bei der gewihlten Temperatur wurde die Reaktion an C6 beobachtet, was die Ausbeute
auf 48 % driickte. AuBBerdem blieben etwa 10 % Edukt zuriick, weil einUnterschull an
Methansulfonsdurechlorid zum Einsatzkommen musste.

AnschlieBend wurde die anomerische Benzylgruppe hydrogenolytisch abgespalten. Die
Reaktion wurde in Ethanol durchgefiihrt und der Wasserstoff zur besseren Wirkung durch die
Reaktionslosung geleitet. Die Reaktion lief nahezu quantitativ ab (Abb. 48).

OH OH
HO Q H,, Pd/C HO 0
HO Ethanol, RT
S HO
NH & NH “OH
— /
O—/S:O O:/S:O
HsC 76 HsC 82

Abbildung 48: Hydrierung von 76.

6.2.2. N-Methylensulfonat

Um dieses Glucosamin-Derivat darzustellen, musste zuerst das Chlormethansulfonat erzeugt
werden. Die Synthese wurde in der Arbeit von Schéllkopf et al. beschrieben.[**! Hierbei wird
Dichlormethan mit Natriumsulfit umgesetzt und eines der Chloratome durch Sulfonat ersetzt

(Abb. 49).

0
®0V5O @ ® o §H
Na O"="0 Na Ck. H —> nNa O-S Cl
LY - NacCl 1"
H A Cl O H

Abbildung 49: Bildung des Chlormethansulfonats.

Die Reaktion lief in einem Ethanol/Wasser-Gemisch in einem geschlossenen Reaktionsgefal3
bei 100 °C in Anwesenheit von Kupfer(Il)-chlorid als Katalysator, die Ausbeute betrug 81 %
(Lit. 1**1 85%) (Abb. 50).

Na,SO;
EtOH/H,0
Cl_H cucl, 100c @ © §H
c —2—> na o—§+C|
H Cl -NaCl O H 72

Abbildung 50: Synthese von Natriumchlormethansulfonat.
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Nun wurde das Chlorid 72 mit dem Amin 75bei -20 °C in Pyridin umgesetzt (Abb. 51).

% Pyr 20T %

T
o;S/
O Na 77
o8

Abbildung 51: Darstellung des N-Methylensulfonats.

Die Ausbeute betrug 87 % und es wurde kein Nebenprodukt detektiert.
Das so gewonnene N-Methylensulfonat 77 wurde anschlieBend hydriert, um die
Benzylgruppe an der anomeren Position zu entfernen. Die Reaktion wurde bei

Raumtemperatur und Normaldruck in Wasser durchgefiihrt und ergab eine Ausbeute von 94%

(Abb. 52).

OH OH

HO% H,, Pd/C Hom

—0 -0
0=~ o

O Na O Na

Q0 @ e ®

77 79

Abbildung 52: Hydrierung von 77.

6.2.3. N-Phosphat

Fiir die Bildung eines N-Phosphats kamen zwei Phosphorylierungsreagenzen in Frage:
Diphenylphosphorylchlorid und Dibenzylphosphorylchlorid. Wahrend das Diphenyl-Derivat
einfach zu handhaben ist und in reiner Form geliefert wird, weist das Dibenzyl-Derivat
Explosionsgefahr auf und wird als 10%ige Losung in Benzol geliefert. Dies erschwert die
Reaktion bei tiefen Temperaturen, da Benzol bei 5 °C gefriert. Damit wére das Diphenyl-
Derivat die bessere Wahl, da es erst bei deutlich tieferen Temperaturen erstarrt. Allerdings
bereitet die spatere Abspaltung der beiden Phenylgruppen Probleme, da sie deutlich stabilere
Bindungen eingehen und unter hirteren Bedingungen (PtO,, H,, 60 bar) entfernt werden

miissen. Bei den Vorversuchen wurde festgestellt, dass dabei die P-N-Bindung zersetzt wird.
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Die Benzylgruppen lassen sich im Gegensatz unter deutlich milderen Bedingungen abspalten,
so dass die Phosphorylierung mit dem Dibenzylphosphorylchlorid durchgefiihrt wurde (Abb.
53).

Abbildung 53: Darstellung des N-Phosphats.

Bei der relativ hoher Reaktionstemperatur bestand die Gefahr der Zweitsubstitution am C6,
daher wurde die Reaktion nur solange durchgefiihrt, bis bei der diinnschichtchromato-
graphischen Kontrolle ein zweiter Produktspot auftauchte. Dies erkldrt die relativ niedrige
Ausbeute von 44 %.

Im néchsten Schritt wurden die drei Benzylgruppen durch milde Hydrierung entfernt und
anschliefend die entstandene modifizierte Phosphorsdure mit einer NaOH-Losung

neutralisiert (Abb. 54). Die Gesamtausbeute betrug 77 %.

OH OH

1) H,, Pd/C
HO Q C,Hs0H/ Ho/&
HO H,O, RT HO vy
NH 2) 0.1M NaOH N2 o NH “oH
a

O\ /\ = T O\ /\
P<o P<o
o Na O
® ©

78 81

Abbildung 54: Hydrierung von 78,
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7. 1.2-Dideoxy-2-sulfamido-nojirimycin

Die Darstellung der Zielverbindung 95 besteht generell aus zwei Teilen: der Synthese des
bereits  beschriebenen  1,2-Dideoxy-2-acetamido-nojirimycins ~ (93)2****  und  der
anschliefenden Substitution der N-Acetyl- durch eine N-Sulfatgruppe. Die Verbindung 93 ist
kommerziell verfiigbar, ist allerdings extrem teuer (12 000 Euro/g), so dass eine Synthese
unerldsslich war.

Bereits in den 60-er Jahren wurden die ersten Synthese von Imminozuckern beschrieben.*!
Den Zugang zu den N-Acetyl-nojirimycin-Derivaten zeigen die Arbeiten von Fleet et al!**"
Aufgrund ihrer Effizienz, wurde die Methode von Furneaux et al. eingesetzt.””) Diese startet
mit N-Acetyl-D-glucosamin, das zuerst in eine Furanose-Form iiberfiihrt wird, um Position C5

frei zu bekommen. Diese wird dann selektiv oxidiert, um eine doppelte reduktive Aminierung

an Positionen C1 und C5 mit anschliefendem Ringschlufl zu erméglichen (Abb. 55).

N-Acetyl-D-glucosamin

Abbildung 55: Syntheseweg zum 1,2-Dideoxy-2-acetamido-nojirimycin (93).
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Des Weiteren wird bei 93, wie bereits bei 71 und 73 (siche 3.2. und 6.1)), die N-Acetyl-
Gruppe abgespalten und anschlieBend eine N-Sulfatierung durchgefiihrt (siehe auch 4.3)
(Abb. 56).

OH
HO HO
— HO
HO Hm H;m

Ox NH NH; NH
o 50 hid
o} o}
95 94 93

Abbildung 56: Syntheseweg zum 1,2-Dideoxy-2-sulfamido-nojirimycin (95).

7.1. 1.2-Dideoxy-2-acetamido-nojirimycin

Im ersten Schritt wurde N-Acetyl-D-glucosamin in Anwesenheit von Eisen(III)chlorid mit
Aceton umgesetzt. Dabei liefen zwei verschiedene Reaktionen ab.’®! Zum einen entsteht an
den Positionen C5 und C6 eine Isopropyliden-Gruppe. Der Carbonylkohlenstoff des Acetons
wird mit Eisen(IlT)chlorid positiviert und kann von den beiden OH-Gruppen an C5 und C6
angegriffen werden, wobei ein 1,3-Dioxolan-Ring entsteht (Abb. 57).

O
FeCl;, —> O
= jﬁ %

—FeCI3

Abbildung 57: Bildung eines 1,3-Dioxolanringes an C5 und C6.

Zum anderen bildet sich an den Positionen C1 und C2 ein Oxazolinring. Durch Reaktion der
anomeren OH-Gruppe mit einem weiteren Eisen(Ill)chlorid-Molekiil entsteht ein
Oxocarbeniumion, das durch den Carbonylsauerstoff der

N-Acetylgruppe nucleophil angegriffen wird, und sich nach Deprotonierung das Oxazolin
bildet (Abb. 58).
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Abbildung 58: Bildung des Oxazolins.

Die Reaktion verlief im abs. Aceton, wobei die Reaktionslosung kurzzeitig auf 60 °C erhitzt

wurde. Eisen(IIl)chlorid wurde stochiometrisch zugegeben (Abb. 59).

Aceton

FeC|3 ><O 0

60 C o te)
-H,0O y;

“y H3

HO
88

N-Acetyl-D-glucosamin

Abbildung 59: Darstellung des Oxazolins 88.

Die Ausbeute am Rohprodukt betrug 44% (Lit.*”! 71%). Dieses wurde ohne Aufarbeitung der
saueren Methanolyse unterworfen, um die entstandene Furanose-Form durch die Bildung des
Methyl-glucofuranosids beizubehalten. Durch die Anwesenheit der Sdure wird das
Stickstoffatom protoniert, was die Spaltung des Oxazolinringes bewirkt. Das entstehende

Oxocarbeniumion wird anschlieend vom Sauerstoffatom des Methanols angegriffen und das

@) @
(ID_CH3 >

o
O-CH
Al H / i
\\\\_//;H* N ch\TrjuH H3C\TrJVH
o) o)

iberschiissige Proton abgespalten (Abb. 60).

%,

2

Abbildung 60: Mechanismus der Methanolyse.

Diese Reaktion kann nur unter Ausschluss von Wasser ablaufen, da sonst das C1-Atom auch
von Wasser angegriffen werden konnte und somit kein Furanosid mehr entstehen wiirde,

wenn die Isopropyliden-Gruppe im néchsten Schritt abgespaltet wiirde. Auflerdem wére auch

47



sie durch die saure Hydrolyse gefdhrdet. Die Umsetzung durchlief in abs. Methanol in

Anwesenheit von p-Toluolsulfonsdure bei Raumtemperatur (Abb. 61).

CH5OH
>< o p-TSA
o RT

” / CHj

Abbildung 61: Methanolyse von 88.

Nachdem die Reaktion laut Diinnschichtchromatographie-Kontrolle vollstindig abgelaufen
war, wurde die Reaktionslosung gleich dem nédchsten Syntheseschritt unterworfen, der
wissrigen sauren Hydrolyse, um die Isopropyliden-Gruppe an den Positionen C5 und C6 zu

entfernen (Abb. 62).

Abbildung 62: Abspaltung der Isopropyliden-Gruppe.

Dafiir wurde Wasser zugegeben und der pH-Wert mit p-Toluolsulfonsiure auf 2 eingestellt.
Die Gesamtausbeute betrug 44 % (Lit.1*"! 74 %) (Abb. 63).
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H,O
p-TSA
RT

Abbildung 63: Darstellung von 90.

Im néchsten Schritt sollte die C5-Position selektiv oxidiert werden. Generell kann die
Oxidation einzelner Kohlenstoffe in einem Kohlenhydratmolekiil auf mehreren Wegen erzielt
werden. So bieten sich zum Beispiel die Swern- oder Dess-Marti-Oxidationen als moderne

7591 Allerdings kann die Oxidation hier kaum in die gewiinschte

Oxidationsmethoden an.
Richtung gelenkt werden, da die C6-Position eindeutig bevorzugt wire. Der Einsatz von
Zinn-Komplexen konnte dabei die nétige Selektivitit gewédhren. Gepaart mit Brom als
mildem Oxidationsreagenz, lenkt Dibutylzinnoxid die Oxidation in die gewiinschte Richtung

(Abb. 64).

O-CHz Bu,SnO
—_—
. -H,0O
HO NH
H5C
«o |
90 Intermediat 1

Brz

O-CH3 -Bu,SnBr,
-

HO ,,/NH
C
Hs <o

91

Ubergangszustand 1

Abbildung 64: Mechanismus der selektiven Oxidation an CS.

Unter Abspaltung von Wasser bildet sich zuerst ein Stannyliden-Acetal (Intermediat 1) an den
Positionen C5 und C6. Nach Zugabe von Brom entsteht vermutlich {iiber einen

Ubergangszustand 1 nach Abspaltung von Dibutylzinnbromid (Bu,SnBr;) die Verbindung
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911 Der bei der Reaktion als Nebenprodukt entstehende Bromwasserstoff wird anwesendes
Tributylzinnmethoxid abgefangen, da bei einer zu hohen Siurekonzentration die Sn-O-

Bindung des Stannyliden-Acetals gespalten wird.!*"!

1. Bu,SnO,

MeOH, 65C
2. Brz, CH2C|2,

Bu;SnOMe,

RT

> HO NH
HsC
«o
91

Abbildung 65: Oxidation an C5.

Der erste Schritt lduft in Methanol unter Riickfluss ab (Abb. 65). Dann wird das
Losungsmittel gewechselt und die eigentliche Oxidation bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Nach sdulenchromatographischer Reinigung konnte das Produkt 91 in einer Ausbeute von

50% (Lit.?" 529%) erhalten werden.

Fiir die reduktive Aminierung, die zu einem Imminozucker fiihrt, muss der Zucker offenkettig
vorliegen. Dafiir musste die glycosidische Methylgruppe abgespalten werden, welches durch

saure Hydrolyse mit verdiinnter Schwefelséure bei 60 °C erreicht werden konnte (Abb. 66).

— verd. H,SO,
O~CHs 60°C, 3h
—_—

HO NH
H3C—§
O
91 92

Abbildung 66: Darstellung von 92.

Nach vollstindiger Umsetzung (DC-Kontrolle) wurde der entstandene Ketoaldehyd ohne
Aufarbeitung der reduktiven Aminierung unterworfen. Dabei wurden die beiden
Carbonylgruppen nacheinander zuerst in ein Imin und dann mittels Cyanoborhydrid in ein

Amin umgewandelt (Abb. 67).
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Abbildung 67: Mechanismus der reduktiven Aminierung.

Die Reaktion wurde in Methanol bei -10° C gestartet und lief in sieben Tagen bei 0° C ab.

Dabei diente Ammoniumacetat als Ammoniak-Spender (Abb.68).

NH,Ac
NaBHZCN
CH5OH
0T, 7d
—_—

Abbildung 68: Reduktive Aminierung von 92.

Die Ausbeute betrug 17 % (Lit.*” 37 %). Méglicherweise hat das stindige Entweichen von
Ammoniak aus der Reaktionslosung zu der relativ niedrigen Ausbeute beigetragen. AuBBerdem
bereitete die Reinigung wegen der groBlen Polaritit und des ausgeprigten basischen

Charakters des Molekiils Schwierigkeiten.

7.2. N-Sulfatierung

Somit wurde in sechs Schritten 1,2-Dideoxy-2-acetamido-nojirimycin, ein Mitglied der

27V Um daraus einen Inhibitor fiir Sufamidase darzustellen,

Familie Iminozucker erhalten.
musste zuerst die N-Acetyl-Gruppe entfernt werden. Dies geschah in gleicher Weise wie bei
N-Acetyl-glucosamin (siche 3.2.und 6.1.), indem das Amid im stark basischen Milieu bei

100° C gespalten wurde (Abb. 69).
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Abbildung 69: Abspaltung der N-Acetylgruppe.

Die Ausbeute betrug 45 %, was auch hier an der komplizierten Aufreinigung liegen konnte.

Der letzte Schritt der Synthese war die Einfiihrung der Sulfat-Gruppe an der primiren 2-
Aminogruppe. Wegen der groflen Polaritit 16ste sich das freie Amin 94 weder in Pyridin noch
in DMF oder DMSO, so dass die bewihrte Methode (siche 4.3) nicht angewendet werden
konnte. Wasser konnte wegen der Hydrolyseempfindlichkeit des Schwefeltrioxid-
Trimethylamin-Komplexes als Sulfatierungsreagenzes nicht eingesetzt werden. SchlieBlich ist
es gelungen, die Substanz durch Erwdrmen in Methanol in Losung zu bringen und

anschlieffend die Reaktion bei 0° C durchzufiihren (Abb.70).

M O
30H, Imidazo
How 0C HO NH
HO > HO
NH, O« /NH
® @/S:O 95
94 Na O

Abbildung 70: Sulfatierung der priméren Aminogruppe.

Die Reaktion wurde durch dquimolare Mengen an Imidazol katalysiert. Anschliessend wurde
das Trimethylammoniumkation gegen das Natriumkation ausgetauscht. Die Gesamtausbeute
betrug 50 %. Erneut bereitete die Reinigung Schwierigkeiten, da auch das Zielmolekiil 95
eine sehr hohe Polaritit und basischen Charakter aufweist. Dieses storte auch die Analyse der
Substanz, es konnte weder ein MS- noch MALDI-TOF-Spektrum aufgenommen werden.
Eine elementar analytische Untersuchung schlug fehl. Schon bei vorigen N-Sulfatierungen
wurde festgestellt, dass die Einfiilhrung der Sulfat-Gruppe am Stickstoff kaum bis keine
Anderung der chemischen Verschiebung in 'H- oder '*C-NMR-Untersuchung hervorruft. Und
da die Substanz im deuterierten Dimethylsulfoxid als aprotischen Losungsmittel nicht 16slich

ist, konnte das mogliche Fehlen substituierter Protonen nicht sichtbar gemacht werden.
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Die erste Detektion lieferte die diinnschichtchromatographische Kontrolle, es entstand ein
neuer Spot oberhalb des Edukt-Spots. Nach dem Auftreten eines zweiten Produkt-Spots
wurde die Reaktion durch Wasserzugabe abgebrochen. Mittels NMR-Experimenten wurde in
dieser zweiten Produkt-Fraktion ein 6-O-Sulfat detektiert. In der zuerst erschienen Produkt-
Fraktion wurde kein O-Sulfat nachgewiesen. Die Anwesenheit der N-Sulfat-Gruppe wurde
durch ein IR-Experiment bestétigt, wobei die charakteristische N-SO3-Schwingung bei 1188

cm’! auftrat.
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8. Enzymatische Messungen

Sulfatasen katalysieren die Hydrolyse von Schwefelsdureester und spielen eine grof3e Rolle in
der Regulierung des Sulfatierungsstandes vieler funktionalisierter Molekiile im lebenden
Organismus. Die Sulfatasensubstrate variieren von kleineren cytosolischen Steroiden bis hin
zu sulfatierten Proteoglycanen.™ Im Allgemeinen katalysieren Sulfatasen die Bioreaktionen

nach folgendem Muster:

Sulfatase
RXSO;y ———— RXH

H,O HOSO5

wobei X fiir O oder NH steht.
Fiir alle Sulfatasen charakteristisch ist die Anwesenheit eines FGly-Restes (0-Formylglycin)
im aktiven Zentrum, worauf ihre katalytische Wirkung beruht."®"! Die Abbildung 71 zeigt die

Positionierung eines O-Sulfats im aktiven Zentrum einer Sulfatase mit den wichtigsten

Wechselwirkungen, eingekreist ist der a-Formylglycin.

LysB
HisB
1 4
\ L LysA
e o
) ¢ "NH J
Aip:f ';”i Y i !..-
o 2 HH P
-vi'. ' o
1: L i
o Q sy HN
o ; 0
N : ] _—MH
! 0 : o—5—0 TS
AspB : I i
. o) _HM o
M.. T
' 24 “~HisA
(k=4
D c'.*_-\,_‘-:-"' I::"._ MH
i _.I;_,.- l | 'F.-.I g 3
AsnA | . " _.'J-u,ﬁ.
NH- @ HN M,
0.0 J

Abbildung 71 O-Sulfat im aktiven Zentrum einer Sulfatase, einige Bindungen sind nur schematisch

dargestellt (z.B. Doppelbindungen im Sulfat).
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Aktuell sind fiinfzehn menschliche Sulfatasen bekannt.™”! Dazu gehoren z.B. Arylsulfatasen
A bis G (HARSA-HARSG), deren Substrate unter anderem Steriodsulfate, Dermatansulfat
oder Chondroitinsulfat sind. Wegen der variablen Sulfatpositionen wird die Desulfatierung
vom Heparansulfat gleich von mehreren Sulfatasen (u.a. Glucosamin-3-Sulfatase,
Glucosamin-6-Sulfatase oder Glucuronat-2-Sulfatase) iibernommen.

Eine besondere Stellung nimmt die Heparan-N-Sulfatase (oder Sulfamidase) ein, weil sie die
Spaltung eines N-Sulfats (Sulfamid) und nicht eines O-Sulfats katalysiert.

In diesem Teil der vorliegenden Arbeit werden Methoden zur Behebung der mangelnden
Aktivitdt der Sulfamidase behandelt. Wie bereits erwéhnt, fithrt ein Gendefekt dazu, dass das
neuentstandene Enzym wihrend seines Aufenthalts im Endoplasmatischen Retikulum (ER)
nicht richtig gefaltet werden kann und deswegen gleich abgebaut wird.!®" Dieses bewirkt eine
mangelnde Enzymaktivitdit (max. 3%) und als Folge die Anreicherung des Substrats
(Heparansulfat) in Lysosomen, was in einer Krankheit namens Mucopolysaccharidose Typ
IITA resultiert, die zum Tode noch im Kinderalter fiihrt. Es wird versucht, mit Hilfe der
chemischen Chaperone die Faltung zu begiinstigen, um somit dem neuentstandenen, mutanten
Enzym das Verlassen des ERs zu ermdglichen. Eine Anhebung der Enzymaktivitit auf 5 %

(78,79

konnte das Uberleben gewihrleisten.”®” Vier zuvor synthetisierte Verbindungen wurden zu

diesen Zwecken auf die Chaperon-Wirkung getestet:

OH OH
o)
HO HO o)
"o NH “OH HO
~ /NH OH
o ;s\ﬁo o—/s:O
79 o 82
NH
HO HO o)
HO Y HO
O | o. NH "OH
B /S:O \/S:O
95 O Inhibitor 1 O

Abbildung 72: Mogliche Inhibitoren fiir die Sulfamidase.

Es wird davon ausgegangen, dass diese substratdhnlichen Molekiile durch ihren Aufenthalt im
aktiven Zentrum des mutanten Enzyms dieses stabilisieren und solange im ER aufhalten, bis
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es zur richtigen Faltung kommt und das Enzym das ER verlassen kann. Die Verbindungen 79,
82 und 95 wurden im synthetischen Teil dieser Arbeit synthetisiert, beim Inhibitor 1 handelt

es sich um erworbenes Natriumsalz der 2-Desoxy-2-sulfamido-D-glucose.

8.1. Testmethode

Vor der Messung der Enzymaktivitit mit einem Zellextrakt wurde der Proteingehalt darin
nach der Bradford-Methode!™! bestimmit.

Die Enzymaktivitit bzw. Inhibierung wurde mit Hilfe eines indirekten Verfahrens gemessen.
Der Zellextrakt mit Sulfamidase (bzw. reine HARSB) wurde zuerst mit 4-
Methylumbelliferyl-2-deoxy-2-suldamido-0-D-glucopyranosid (Abb. 73) als Substrat 17
Stunden bei 37 °C inkubiert.

OH
HO Q
HO
Ox NH 6 o.__0
/SQO
o) P

Abbildung 73: 4-Methylumbelliferyl-2-deoxy-2-suldamido-a-D-glucopyranosid.

Diese Verbindung wird wegen ihres Aglykons oft bei den enzymatischen Messungen
eingesetzt, weil es in der ungebundenen, nicht aber in der gebundenen Form fluoresziert.
Nachdem die Desulfatierung am Stickstoff mittels einer Sulfatase (Sulfamidase oder
Arylsulfatase B) vollzogen war, wurde das Aglykon mit Hilfe der a-Glucosidase abgespalten
(24 Stunden Inkubation, 37 °C) und danach die Fluoreszenz vom entstandenen 4-
Methylumbelliferon gemessen. Da das sulfatierte Substrat von der a-Glucosidase nicht
erkannt und nur das desulfatierte Substrat hydrolysiert wird, konnte anhand der
Fluoreszenzintensitdt der Grad der Desulfatierung und somit die restliche Aktivitit der
entsprechenden Sulfatase bestimmt werden (Abb. 74). Die potenziellen Inhibitoren wurden in

verschiedenen Konzentrationen im ersten Schritt zugesetzt.
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Abbildung 74: Enzymatische Umsetzungen zur Aktivititsbestimmung.

Da die Fluoreszenzmessung keinen absoluten Wert gibt, sondern nur in Relation niitzlich ist,
wurden die Inhibitorversuche immer von Leerwerten begleitet, bei denen BSA (bovine serum
albumin anstatt Enzym zugesetzt wurde. Alternativ wurden Leerwerte ohne Inhibitor
bestimmt, die den maximalen Umsatz widerspiegelten. Der Vergleich der Fluoreszenzwerte

erlaubte schlieBlich, die relative Wirksamkeit der potenziellen Inhibitoren zu ermitteln.

8.2. Ergebnisse

Vier von der fiinf vorgeschlagenen Verbindungen wurden auf ihre inhibierende Wirkung auf
die Sulfamidase getestet (79, 82 95 und Inhibitor 1). Die Verbindung 81 musste aus
technischen Griinden entfallen. Ebenfalls aus technischen und Kostengriinden (Gewinnung

von Zellextrakten der Wildtyp- und mutanten Sulfamidase) konnten nicht alle Messungen mit
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derselben Enzympraparation durchgefithrt werden. So wurde Inhibitor 1 mit der
rekombinanten Arylsulfatase B (HARSB), 79 und 82 mit einem die Wildtyp-Sulfamidase
enthaltenden Zellextrakt und 95 mit einem Zellextrakt, der die Sulfamidase-Mutante
Ser298Pro (Serin an der Position 298 durch Prolin ersetzt) enthielt, inkubiert.

Die Ergebnisse wurden in Form von Diagrammen zusammengefasst, die die Abhingigkeit der
enzymatischen Aktivitit (Konzentration des freigesetzten 4-Methylumbelliferons) von der
eingesetzten Inhibitorkonzentration darstellen.

Der Inhibitor 1 wurde zum Kontrollzweck mit der Arylsulfatase B umgesetzt, um zu klaren,
ob eine Enzym-Substrat-Spezifizitit vorliegt. Wie der untenstehenden Graphik entnommen
werden kann, nimmt die Enzymaktivitéit bei einer Inhibitor-Endkonzentration (EK) von 500
uM um etwa 25% ab. Dies bedeutet, dass dieser Inhibitor fiir die Arylsulfatase B als eher

unspezifisch einzustufen ist.

Messung Inhibitor 1
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o
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: 0,0000 : . . . . .

<

Q 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

EK Inh 1 [mM]

Die Verbindungen 79 und 82 wurden mit einem Zellextrakt umgesetzt, der intakte,
iiberexprimierte Sulfamidase (Wildtyp, WT) enthielt. Dabei sollte geklart werden, ob die
beiden Substanzen eine inhibierende Wirkung auf die Sulfamidaseaktivitét ausiiben. Ware das
der Fall, wiirde dies bedeuten, dass die Verbindungen das aktive Zentrum der Sulfamidase fiir
einige Zeit blockieren, was bei dem mutanten, falsch gefalteten Enzym moglicherweise eine
Stabilisierung und Zeitgewinn fiir eine richtige Faltung bedeuten konnte. Wie dem

nachstehenden Diagramm entnommen werden kann, kommt es bei beiden Substanzen zur
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Enzymaktivititshemmung, um etwa 25% bei 79 und um etwa 55% bei 82 bei einer
Endkonzentration von 100 uM. Dies bedeutet, dass die Verbindung 82 durchaus als Inhibitor
fiir Sulfamidase in Frage kommt und sich somit als mdgliches Chaperon fiir das mutante
Enzym eignet. Diese Substanz miifite allerdings noch auf ihre Spezifizdt (Inhibition von

Arylsulfatase B) und auf ihre Zellpermeabilitét getestet werden.

Messung 79 und 82| ——Inh79
—=—|nh82
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C,8000 \ /
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C',ODOO T T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
EK Inh [mM]

¢ MU [nmol/17h/2pg Enz]

Als einzige Verbindung, wurde 95 mit intakten Zellen inkubiert, die eine mutante
Sulfamidase (Ser298Pro) iiberexprimieren. Dieser Versuchsansatz stellt die eigentliche
Anwendungssituation fiir ein Sulfamidase-spezifisches Chaperon dar. Von dem
wasserloslichen Chaperon wird erwartet, dass es ungehindert in die Zelle eindringt und sich
verteilt. Dabei kommt es im endoplasmatischen Retikulum mit der neusynthetisierten
mutanten Sulfamidase (Ser298Pro) in Kontakt und bindet an das aktive Zentrum. Analog zu
anderen Studien zur Anwendung chemischer Chaperone fiir lysosomale Hydrolasen
verhindert die Bindung der Inhibitors/Chaperons den sofortigen Abbau der mutanten
Sulfamidase, stabilisiert sie und ermoglicht fiir einen Teil des Enzyms die richtige Faltung
und den Weitertransport zum Lysosom.

Am Ende der Inkubation intakter Zellen muss die Sulfamidaseaktivitit ansteigen. Wie aus
dem nachstehenden Diagramm hervorgeht, steigt die Enzymaktivitit bei einer

Endkonzentration von 9510 pM um etwa 50% an.

59



Messung 95

1
N 80—
L 68 / \
2 6.7 AN
Q 0.6 .
ﬁ 0‘5 \k._,__ *
= 0,4
2 0.3
g 0,2
— N1
D o
E O T T T T T
© -0,02 0 0,02 0,04 0,06 0,08 0.1 012

EK Inh [mM]

Rein rechnerisch bedeutet das eine Anhebung der Restaktivitit der mutanten Sulfamidase von
ca. 3% auf 4.5% gegeniiber der intakten Sulfamidase, allgemein gelten 5% als

Uberlebungsgrenze [’

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten ersten Versuche zur Anhebung der Aktivitdt
der mutanten Sulfamidase sind nur als Stichproben zu werten. Aufbauend darauf verlangt es
nach weiteren umfangreicheren Tests, die aber den Rahmen dieser Arbeit um ein Vielfaches
tiberschreiten. Bis zum erfolgreichen Einsatz der beschriebenen Verbindungen als Chaperone
miissen noch viele Fragen gekliart werden. Zuallererst miissen die untersuchten Substanzen
unter gleichen Bedingungen mit der mutanten Sulfamidase umgesetzt werden, um zu kléren,
welche davon die effektivste ist. Dann sollten die Wirkungskonzentrationen untersucht
werden, denn oft ist es nur ein schmaler Konzentrationsbereich, in dem die maximale
Wirkung eines Inhibitors erreicht wird. Ausserdem muss geklart werden, wie der jeweilige
Inhibitor in der Zelle verstoffwechselt wird und wie stabil er unter verschieden pH-Werten ist,

da diese sich in verschiedenen Teilen einer Zelle unterscheiden.

60



9. Zusammenfassung

Funktionalisierte Kohlenhydrat-Derivate sind an einer Vielzahl von Prozessen in lebenden
Organismen beteiligt. Dazu zéhlen z.B. energiereiche Nucleosidtriphosphate, Sialin- und
Uronsduren sowie variabel sulfatierte Polysaccharide wie Heparin, Heparansulfat oder
Xylanpolysulfat. Sulfatierte Kohlenhydrate sind unter anderem Bestandteile der Glycocalix,
ithre Wechselwirkungen mit anderen Ionen und Molekiilen spielen eine Rolle bei der
Erkennung und somit der Interaktion von Ionen und Molekiilen mit der Zelle.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde eine Reihe von Mono- und Disacchariden
dargestellt, die anschlieBend mittels atomic force microscop§fAFM) untersucht wurden. Die
auf D-Glucose, D-Galactose, D-Glucosamin und Lactose basierenden Glykoside (55a/f,
590/, 60a/B, 620/B, 67, 68und 80) haben ein Thiobutyl-Aglykon fiir die Verbindung zu der
Goldoberfliche bei AFM-Messungen und tragen an verschiedenen Positionen je eine
Sulfatgruppe. Die Syntheseroute bestand generell aus drei Teilen: zuerst wurden die freien
Zucker glykosyliert, dann am Ende des Aglykons eine Thio-Funktion erzeugt und
anschlielend die anvisierten Positionen (C2, C3 und C6) selektiv sulfatiert.

Die AFM-Untersuchungen haben gezeigt, dass die Konfiguration am anomeren Zentrum und
die Anwesenheit der geladenen Gruppen einen bedeutenden Einfluss auf die elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen zwei Kohlenhydratmolekiilen haben und so einen biologisch
relevanten Mechanismus andeuten. Insgesamt konnte ein experimenteller Ansatz zur
Simulation interzellulirer Wechselwirkungen am Beispiel von interglykosidischen
Wechselwirkungen geladener und ungeladener Systeme aufgebaut und erste Systeme

untersucht werden.

Der zweite Teil der Arbeit beschéftigt sich mit der Synthese moglicher Inhibitoren fiir das
Enzym Heparan-N-sulfatase mit anschlieBenden enzymatischen Untersuchungen zu ihrer
Wirksamkeit. Die Inhibition des im Endoplasmatischen Retikulum (ER) neuentstandenen
Enzyms konnte im Falle einer Mutation zur korrekten Faltung verhelfen und somit eine
Anreicherung von Heparansulfat als Substrat verhindern. Die synthetisierten Verbindungen
basieren alle auf D-Glucosamin und die Derivatisierungen fanden an der 2-Aminogruppe statt
(79, 81 und 82). Des Weiteren wurde ein Imin-Analogon des D-Glucosamins synthetisiert
(93) und anschlieBend in das N-Sulfat (95) iiberfiihrt. Zum Vergleich wurde 2-Desoxy-2-
sulfamido-D-glucose (Inhibitor 1) wegen der groBften Ahnlichkeit mit dem Substrat
herangezogen.
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Die biochemischen Untersuchungen haben gezeigt, dass die dargestellten Verbindungen im
unterschiedlichen Grad die Enzymreaktion beeinflussen: wéhrend 79 etwa 25% Inhibierung
bewirkte, wurde bei 82 und 95 eine Hemmung der Enzymreaktion von rund 50 % detektiert.
Sollten diese Ergebnisse auf einen klinischen Fall iibertragbar sein, wiirde dies die
Uberlebungschancen fiir die an Mucopolysaccharidose Typ IIIA erkrankten Kinder erheblich
erhohen. Bis dahin miissen die getesteten Verbindungen noch weiteren Untersuchungen, z.B.

hinsichtlich ihrer Spezifitdt und Zellpermeabilitit, unterzogen werden.
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10. Summary

Functionalized carbohydrate derivatives are involved in a variety of processes in living
organisms. These include for example energy-rich nucleoside triphosphates, sialic and uronic
acids as well as variably sulfated polysaccharides such as Heparin, Heparan sulfate or
Xylanepolysulfate. Sulfated carbohydrates are important components of the glycocalix. Their
interactions with other ions and molecules play a role in the detection and therefore the
interaction of ions and molecules within the cell.
In the first part of this work, a series of mono- and disaccharides was shown, which were
analyzed by atomic force microscopy (AFM). The glycosides based on D-glucose, D-
galactose, D-glucosamine and lactose (55a/B, 5%/, 60a/B, 620/B, 67, 68and 80) have a
thiobutyl aglycone for connection to the gold surface in AFM measurements and carry a
sulfate group at different positions. The synthetic routes consisted generally of three parts:
first free sugars were glycosylated, then a terminally thio-functionalized aglycone generated
and finally the target position (C2, C3 and C6) sulfated selectively.
The AFM studies showed that the configuration at the anomeric center and the presence of
charged groups have a significant influence on the electrostatic interactions between two
carbohydrate molecules, and suggest a biological relevant mechanism. Overall, an
experimental approach for the simulation of intercellular interactions could build on the
example of interaction of charged and uncharged interglycosidic interactions and the first

systems could be studied.

The second part presents the synthesis of potential inhibitors of the enzyme Heparan N-
sulfatase, followed by enzymatic studies of their efficiency. In the case of mutation and
formation of a new enzyme in the endoplasmic reticulum (ER) its inhibition could promote
correct folding and thus prevent an accumulation of Heparan sulfate as a substrate. The
synthesized compounds are all based on D-glucosamine and the derivatization took place at
the 2-amino group (79, 81 and 82). Further, an imine analogue of D-glucosamine (93) was
synthesized and then transferred into the N-sulfate (95). For comparison, 2-deoxy-2-
sulfamido-D-glucose (Inhibitor 1) was used for its wide similarity with the substrate.
The biochemical studies showed that the synthesized compounds affect the enzymatic
reaction by different degrees: whereas 79 showed approximately 25%, the data for 82 and 95
gave around 50% of inhibition of the enzyme reaction. Should these results be transferable to

a clinical case, this would several increase of survival of children having
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Mucopolysaccharidosis type IIIA. In further studies the novel compounds must undergo

examinations, e.g. in terms of specificity, cell permeability and others.
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10. Experimenteller Teil

Allgemeine Arbeitsmethoden

Dunnschichtchromatographie
Alle Reaktionen wurden diinnschichtchromatographisch auf Kieselgelfolie (Merck DC-
Alufolien 60 F254) verfolgt. Die Detektion erfolgte mittels UV-Absorption sowie durch

Bespriithen mit 10 %iger ethanolischen Schwefelsdure und anschlieBender Warmebehandlung.

Saulenchromatographie

Saulenchromatographische Trennungen wurden nach dem Flash-Verfahren mit leichtem
Stickstoffiiberdruck an Kieselgel (230-400 mesh, Korngrofle 0.040-0.063 mm, Merck)
durchgefiihrt.

Gelpermeationschromatographiewurde an Biogel P2, Biogel P4 oder Sephadex G15 mit

bidestilliertem Wasser als Laufmittel durchgefiihrt.
Schmelzpunktbestimmungererfolgten an einem apotec-Schmelzpunktbestimmer.

Der optische Drehwertwurde mit einem Perkin-Elmer-Polarimeter 341 in 100 mm-Kiivetten

bei 20 °C ermittelt. Drehwerte wurden nur von anomerenreinen Verbindungen gemessen.

Elementaranalysenwurden in der Abteilung Zentrale Elementanalytik des Departments

Chemie der Universitdit Hamburg durchgefiihrt.

NMR-Spektroskopie

Alle dargestellten Verbindungen wurden mittels 'H- und *C-NMR-Spektroskopie an den
Bruker Spektrometern AMX-400 (100 MHz bei *C) und DRX-500 (125 MHz bei °C)
vermessen. Die genaue Zuordnung der Signale erfolgte mit Hilfe von 'H'H-COSY,

HMQC und gegebenenfalls HMBC-Experimenten.

Anomerenverhaltnissewurden iiber die integrierten Signale aus den 'H-NMR Spektren

bestimmt.
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Massenspektren
MALDI-TOF-Massenspektren wurden an einem Bruker Biflex III aufgenommen. Gemessen
wurde in Positive Reflektor Mode. Als Matrix wurde Dithranol verwendet. FAB-

Massenspektren wurden an einem VG Analytical 70-250S Massenspektrometer gemessen.

Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV 1: Acetylierung

Die OH-freie Verbindung wird in abs. Pyridin geldst, gegebenenfalls unter Eiskiihlung mit 3
Aq. Essigsiureanhydrid pro umzusetzender OH-Gruppe versetzt und bei Raumtemperatur
iiber Nacht geriihrt. Nach vollstdndiger Reaktion wird das Losungsmittel abdestilliert und der
Riickstand mehrmals mit Toluol codestilliert. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt durch

Saulenchromatographie.

AAV 2: Deacetylierung nach Zemplén

Die zu deacetylierende Verbindung wird in abs. Methanol gelost und mit 1 M
Natriummethanolat-Losung versetzt bis ein pH-Wert von 8 erreicht ist. Nach vollstindiger
Umsetzung wird mit Amberlite IR 120 H' neutralisiert, filtriert und unter vermindertem
Druck zur Trockne  eingeengt.  Gegebenenfalls erfolgt anschlieBend eine

sdulenchromatographische Reinigung.

AAV 3. Katalytische Hydrierung

Zur katalytischen Hydrierung wird die Verbindung in dem angegebenen LoOsungsmittel
aufgenommen, mit Pd/C (10 %) versetzt und der Wasserstoff durch die Reaktionslosung
geleitet. Nach vollstindiger Umsetzung wird der Katalysator iiber Celite abfiltriert und das
Losungsmittel abdestilliert. Gegebenenfalls erfolgt eine sdulenchromatographische Reinigung

mit dem jeweils angefiihrten Laufmittelgemisch.
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AAV 4: Glycosylierung nach Fischer

Das zu glycosylierende Monosaccharid wird im Uberschuss des jeweiligen Alkohols
suspendiert und mit einer katalytischen Menge konzentrierter Salzsdure versetzt. Die
Suspension wird bei der angegebenen Temperatur 24 Stunden geriihrt. Nach erfolgter DC-
Kontrolle wird die entstandene Ldsung eingeengt und die Rohsubstanz einer
sdulenchromatographischen Reinigung mit dem jeweils angefiihrten Laufmittelgemisch

unterzogen.

AAV 5: Nukleophile Substitution mit Kaliumthioacetat

Das jeweilige Chlorid wird in der angegebenen Menge abs. DMF geldst und mit einem
zweifachen Uberschuss an Kaliumthioacetat versetzt. Die Suspension wird 24 Stunden bei RT
geriihrt, das Losungsmittel entfernt und der Riickstand an Kieselgel mit dem jeweils

angefiihrten Laufmittelgemisch gereinigt.

AAV 6: Sulfatierung an C-6 eines Monosaccharids

Das jeweilige Monosaccharid wird in der angegebenen Menge abs. Pyridin geldst und mit
1.5-fachem Uberschuss an Schwefeltrioxid-Trimethylamin-Komplex versetzt. Die Losung
wird 16 Stunden bei RT geriihrt, eingeengt und Pyridinreste mit Toluol codestilliert. Der
Riickstand wird anschlieBend an Kieselgel mit dem jeweils angefiihrten Laufmittelgemisch

gereinigt und das Kation an Amberlite IR120 (Na'-Form) ausgetauscht.
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Spezielle Arbeitsvorschriften

4’-Chlorbutyl- b-glucopyranosid (30)

1.6 g (8.9 mmol) D-Glucose und 25 ml (0.25 mol) 4-Chlor-1-butanol wurden bei 60 °C nach
AAV 4 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel mit
Dichlormethan/Methanol 8:1 als Elutionsmittel gereinigt.

Ausbeute: 1.6 g (67 %) OH
Gelber Sirup Ha&

Cl
Anomerenverhéltnis o/ = 3:1 oy 0T

C10H19C106 (27071 g/rnol)
Ber.: C 44.47 H 7.07
Gef.: C 4435 H 7.37

'H-NMR (400 MHz, CD;0D):

8 [ppm] = 4.82 (d, 1H, Hla), 4.29 (d, 1H, H1PB), 3.91 (m, 1H, Héaa), 3.83 (m, 1H, H1’aq),
3.71 (m, 1H, H6ba), 3.67 (dd, 1H, H3a), 3.63 (m, 2H, H4’a), 3.60 (m, 1H, H4a), 3.52 (m,
1H, H1’ba), 3.43 (dd, 1H, H2a), 3.31 (m, 1H, H5a), 1.93 (m, 2H, H3’a), 1.84 (m, 2H,
H2’a).

3\]1,2(0() = 3.6, 3\]1,2([3) = 7.9, 3\]2,3(0() = 6.1, 3\]3,4(0() = 5.9, 3\]5,621(0() =2.0 Hz.

13C-NMR (100 MHz, CD;OD):

d [ppm] = 104.8 (C1PB), 100.6 (Cla), 75.5 (C4a), 74.2 (C3a), 73.9 (C20), 72.1 (C50Q), 68.7
(Cl’a), 63.2 (C60), 46.1 (C4’a), 31.2 (C3’0), 28.5 (C2°0).

4’-Chlorbutyl- a-D-glucopyranosid (3@)

2.16 g (4.92 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-4’-chlorobutyl-a-D-glucopyranosid (33a) wurden

nach AAV 2 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde séulenchromatographisch am Kieselgel mit

Dichlormethan /Methanol 7:1 als Elutionsmittel gereinigt.
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Ausbeute: 1.24 g (4.59 mmol, 93 %)

Hellgelbes Ol HO o)
C10H19C106 (270.71 g/mol) H‘%
Ry = 0.25 (Methanol/Dichlormethan 1:7) O
[a]2, =+ 105° (¢ = 0.5, MeOH)

'H-NMR (400 MHz, CD;0D):

8 [ppm] = 4.95 (d, 1H, H1), 3.88 (dd, 1H, Héa), 3.71-3.77 (m, 4H, H-1’a, H6b, H5, H4), 3.68
(t, 2H, H4%), 3.55-3.62 (m, 2H, H1’b, H2), 3.45 (dd, 1H, H3), 1.85-1.97 (m, 2H, H3"), 1.74-
1.85 (m, 2H, H2").

3‘]1,2: 3.8, 3 23=94, 3J 34=9.5 Hz.

13C-NMR (100 MHz, CD;OD):
8 [ppm] = 98.5 (C1), 73.5 (C5), 72.2 (C4), 71.7 (C3), 69.9 (C2), 67.8 (C1°), 60.9 (C6), 45.7
(C47),21.2 (C3"),26.6 (C2).

4’-Chlorbutyl- B-D-glucopyranosid (3@

0.75 g (1.69 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-4’-chlorobutyl-B-D-glucopyranosid (333) wurden
nach AAV 2 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdaulenchromatographisch am Kieselgel mit

Dichlormethan /Methanol 7:1 als Elutionsmittel gereinigt.

Ausbeute: 0.434 g (1.61 mmol, 95 %) OH
.. 0]
HO

Ci1oH19ClO¢ (27071 g/l’l’lOl) OH
R¢=0.25 (Methanol/Dichlormethan 1:7)

[a]2, =-35° (¢ =0.5, MeOH)

'H-NMR (400 MHz, CD;OD):

& [ppm] =4.29 (d, 1H, H1PB), 3.91 (m, 1H, H6a), 3.83 (m, 1H, H1’a), 3.71 (m, 1H, H6b), 3.67
(dd, 1H, H3), 3.63 (m, 2H, H4’), 3.60 (m, 1H, H4), 3.52 (m, 1H, HI’b), 3.43 (dd, 1H, H2),
3.31 (m, 1H, H5), 1.93 (m, 2H, H3"), 1.84 (m, 2H, H2").
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3012=7.9,°3,3=6.1,334,=8.9, *Js 5, = 2.0 Hz.

13C-NMR (100 MHz, CD;0D):
§ [ppm] = 104.8 (C1), 75.5 (C4), 74.2 (C3), 73.9 (C2), 72.1 (C5), 68.7 (C1°), 63.2 (C6), 46.1
(C4),31.2 (C3°), 28.5 (C2).

4’-Chlorbutyl-4,6- O-benzyliden-a-D-glucopyranosid (31n) und 4’-Chlorbutyl-4,6-O-
benzyliden{3-D-glucopyranosid(31B)

2.25 g (8.31 mmol) 30 wurden in 20 ml THF gelost und mit 1.8 ml (12.1 mmol)
Benzaldehyddimethylacetal =~ versetzt. Nach  Zugabe katalytischer Menge para
Toluolsulfonsédure wurde der Ansatz drei Stunden unter Riickfluss erhitzt. Nach beendeter
Reaktion wurde 1 ml Triethylamin zugegeben und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel (Laufmittel:
Petrolether/Essigester 1:1) gereinigt.

Es wurden Verbindungen 31a und 31f3 sowie Anomerengemisch 31 in einer Gesamtausbeute

von 66 % erhalten.

3la
Ausbeute: 1.15 g (3.2 mmol, 39 %)

C17H23C106 (35881 g/mol) o
Gelblicher Sirup m Q
20 HO
[a]2, =+ 108° (¢ = 0.5, CH,CL,) OH

MALDI-TOF (Dithranol, positive mode):
m/z=1381.9 [M + Na]"

'H-NMR (500 MHz, CDCls):

O [ppm] = 7.55 — 7.35 (m, 5H, Benzyliden Phenyl), 5.54 (s, 1H, Benzyliden CH), 4.91 (d, 1H,
H1), 4.28 (dd, 1H, H6a), 3.93 (vt, 1H, H3), 3.85 (m, 1H, H5), 3.78 (m, 2H, H1’), 3.74 (vt, 1H,
H6b), 3.65 (m, 2H, H4’), 3.61 (dd, 1H, H2), 3.51 (vt, 1H, H4), 1.87 /m, 2H, H3’), 1.81 (m,
2H, H2’).

3012=3.8,°03=9.4,°34=9.1,°445=9.1, *Js sa = 4.4, *Is.6p= 10, *Jga.6= 10.0 Hz.
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3C-NMR (100 MHz, CDCl5):

8 [ppm] = 129.7 / 128.7 / 126.7 (Benzyliden Phenyl), 102.3 (Benzyliden CH), 99.2 (C1), 81.3
(C4), 73.3 (C2), 72.2 (C3), 69.3 (C6), 68.3 (C1°), 62.3 (C5), 45.2 (C4’), 29.7 (C37), 27.3
(C2).

31e/p-Anomerengemisch
Ausbeute: 0.29 g (0.8 mmol, 10 %)

O
C17H,3Cl0¢ (358.81 g/mol) mﬁ

Gelblicher Sirup OH %Ow\/\u

318
Ausbeute: 0.49 g (1.4 mmol, 17 %)

(@]
C17H»3Cl1O¢ (35881 g/l’l’lOl) m O

Gelblicher Sirup HO
[o]2%, = - 48° (= 0.5, CH,CL)

MALDI-TOF (Dithranol, positive mode):

m/z =381.78 [M + Na]"

'H-NMR (500 MHz, CDCl):

O [ppm] = 7.52 — 7.32 (m, 5H, Phenyl), 5.53 (s, 1H, Benzyliden CH), 4.39 (d, 1H,

H1), 4.33 (dd, 1H, H6a), 3.97 — 3.89 (ddd, 1H, H5), 3.86 — 3.75 (m, 2H, H3, H1a), 3.64 —
3.42 (m, 6H, H6b, H4’a-b, H2, H4, HI’b), 1.93 — 1.84 (m, 2H, H3"), 1.84 — 1.76 (m, 2H,
H2).

3012,=7.8,703=9.4,34=9.2,%45=9.7, *Js 6a= 4.8, *Jgaco= 10.4 Hz.

3C-NMR (100 MHz, CDCl5):
§ [ppm] = 129.7 - 126.7 (Phenyl), 103.5 (C1), 102.3 (Benzyliden CH), 80.9 (C4), 74.9 (C2),
73.6 (C3), 69.9 (C6), 69.1 (C1°), 66.8 (C5), 45.1 (C4), 29.6 (C3°), 27.4 (C2).
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4’-Chlorbutyl- b-galactopyranosid (32)

15.0 g D-Galactose (83 mmol) und 75 ml (0.75 mol) 4-Chlor-1-butanol wurden bei 60 °C
nach AAV 4 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel mit

Dichlormethan/Methanol 8:1 als Elutionsmittel gereinigt.

Ausbeute: 7.5 g (27 mmol, 33 %) HO OH
Anomerenverhiltnis a/f3 = 3:1 HO%

", Cl
Gelber Sirup OH 07T

C10H19C106 (27071 g/mol)
Ber.: C 4447 H 7.07
Gef.: C 4438 H 7.27

'H-NMR (400 MHz, CD;0D):

§ [ppm] = 5.05 (d, 1H, Hla), 4.50 (d, 1H, H1p), 4.05 (m, 1H, Héaa), 3.93 (dd, 1H, H4a),
3.87 (m, 1H, H6ba), 3.84 (m, 1H, H1’aq), 3.81 (m, 1H, H30), 3.77 (t, 2H, H4’a), 3.70 (dd,
1H, H20), 3.66 (m, 1H, H5a), 3.64 (m, 1H, H1’ba), 3.61 (dd, 1H, H2P), 1.98 (m, 2H, H3 ),
1.89 (m, 2H, H2 ).

3‘]1,2(0() = 36, 3\]1,2([;) = 7.9, 3‘]2,3(0() = 6.1, 3\]2,3([;) = 7.2, 3‘]3,4(0() =3.9 Hz.

13C-NMR (100 MHz, CD;0D):

d [ppm] = 103.1 (C1B), 98.6 (Cla), 75.5 (C4a), 73.2 (C3a), 71.3 (C2B), 71.1 (C20), 69.9
(C50), 68.7 (CI’0), 61.6 (C60), 45.7 (C4’ 1), 29.2 (C3’0), 26.6 (C2’).

4’-Chlorbutyl- a-D-galactopyranosid (32x)

3.9 g (8.8 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-4’-chlorbutyl-a-D-galactopyranosid (34a) wurden

nach AAV 2 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde séulenchromatographisch am Kieselgel mit

Dichlormethan /Methanol 7:1 als Elutionsmittel gereinigt.
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Ausbeute: 2.3 g (8.5 mmol, 96 %)

Farbloses Ol o
C1oH19ClO¢ (27071 g/l’l’lOl) HO
HO

R¢= 0.38 (Dichlormethan/ Methanol 6:1) O~ cl
[a]2, =+ 144° (¢ = 0.5, MeOH)

'H-NMR (400 MHz, D,0):

8 [ppm] = 4.94 (d, 1H, H1), 3.97 (d, 1H, H4), 3.92 (vt, 1H, H5), 3.86-3.80 (m, 2H, H2, H3),
3.80-3.70 (m, 3H, H1’a, H6a,b), 3.66 (t, 2H, H4"), 3.56 (m, 1H, H1’b), 1.87 (m, 2H, H3"),
1.77 (m, 2H, H2").

3012=3.3,0,3=9.4,334=3.7,7345=9.1, *Js 5= 6.1, *J3- »= 6.4 Hz.

3C-NMR (101 MHz, D,0):

8 [ppm] = 98.6 (C1), 71.3 (C5), 69.9 (C3), 69.6 (C4), 68.7 (C2), 67.9 (C1°), 61.6 (C6), 45.7
(C4%),29.2 (C3°), 26.6 (C2).

4’-Chlorbutyl- B-D-galactopyranosid (33)

1.9 g (4.3 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-4’-chlorbutyl-3-D-galactopyranosid (34) wurden

nach AAV 2 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdaulenchromatographisch am Kieselgel mit

Dichlormethan /Methanol 7:1 als Elutionsmittel gereinigt.

Ausbeute: 1.16 g (4.3 mmol, 97 %) HO _OH
Farbloses Ol Q

HO OW\Cl
C10H19C106 (27071 g/mol) OH

R¢=0.36 (Dichlormethan/ Methanol 6:1)
[a]2, =-4.3° (c=0.5, MeOH)
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'H-NMR (400 MHz, CD;0D):

8 [ppm] = 4.50 (d, 1H, H1), 4.05 (m, 1H, Héa), 3.93 (dd, 1H, H4), 3.87 (m, 1H, H6b), 3.84
(m, 1H, H1’a), 3.81 (m, 1H, H3), 3.77 (t, 2H, H4"), 3.66 (m, 1H, H5), 3.64 (m, 1H, H1’b),
3.61 (dd, 1H, H2), 1.98 (m, 2H, H3"), 1.89 (m, 2H, H2").

3010=7.9,°33=7.2,34=3.9,°345=9.1,Js6a= 6.1, I3 4= 6.4 Hz.

13C-NMR (100 MHz, CD;0D):
8 [ppm] = 103.1 (C1), 75.5 (C4), 73.2 (C3), 71.3 (C2), 69.9 (C5), 68.7 (C1°), 61.6 (C6), 45.7
(C4),29.2 (C3°), 26.6 (C2).

4’-Chlorbutyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glucopyranosid (33)

5.94 g (21.9 mmol) 4'-Chlorbutyl-D-glucopyranosid (30) wurden in 30 ml Pyridin nach AAV
1 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch am Kieselgel mit

Petrolether/Ethylacetat 3:1 als Elutionsmittel gereinigt.

Es wurden Verbindungen 330 und 333 sowie das Anomerengemisch 33/ in einer

Gesamtausbeute von 91 % erhalten.

33a
Ausbeute: 2.24 g (5.1 mmol, 23 %)

P
Hellgelbes Ol 0%
(@)
C15HxClO10 (438.85 g/mol) \Iof 0
R¢=0.15 (Petrolether/Ethylacetat 3:1) O

[a]2, =+ 120° (¢ = 0.5, CH,CL,)
MALDI-TOF (Dithranol, positive mode): m/z = 461.73 [M + Na]"

'H-NMR (400 MHz, CDCl5):

8 [ppm] = 5.45 (dd, 1H, H3), 5.07 (d, 1H, H1), 5.04 (dd, 1H, H4), 4.87 (dd, 1H, H2), 4.25 (dd,
1H, H6a), 4.10 (dd, 1H, H6b), 3.96-4.02 (m, 1H, H5), 3.72-3.78 (m, 1H, H1’a), 3.60 (t, 2H,
H4%), 3.43-3.50 (m, 1H, H1°b), 2.05 (12H, 4 x CHs), 1.84-1.92 (m, 2H, H3’), 1.74-1.81 (m,
2H, H2").
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301,=3.8,%J53=10.1,33,4=9.7,°J45=10.4 Hz.

3C-NMR (100.6 MHz, CDCl5):
§ [ppm] = 171.1 - 170.1 (4*C=0), 96.1 (C1), 71.2 (C2), 70.6 (C3), 68.9 (C4), 68.2 (C1"), 67.7
(C5), 62.3 (C6), 44.9 (C47), 29.7 (C3"), 27.1 (C2"), 21.4 - 21.1 (4*CHj).

330/p-Anomerengemisch o
Ausbeute: 5.73 g (13.1 mmol, 60 %) )?\ O)J\
Dunkelgelbes Ol OO Q
Cl
CisHa7Cl01 (438.85 g/mol) N ~ 0 0T
O

O
> X
Ausbeute: 0.761 g (1.7 mmol, 8 %) )J\ o)

(@)
Hellgelber dickfliissiger Si o Q
ellgelber dickfliissiger Sirup \”/O O~y
(@)

C13H»7C101 (43885 g/mol) \H/O
Rr=0.11 (Petrolether/Ethylacetat 3:1) O

[a]2, =-2.8° (c=0.5, CH,Cl,)
MALDI-TOF (Dithranol, positive mode): m/z = 461.82 [M + Na]"

'H-NMR (400 MHz, CDCL):

8 [ppm] = 5.45 (dd, 1H, H3), 5.08 (dd, 1H, H4), 4.97 (dd, 1H, H2), 4.50 (d, 1H, H1), 4.25 (dd,
1H, H6a), 4.12 (dd, 1H, H6b), 3.87-3.94 (m, 1H, H1’a), 3.66-3.71 (m, 1H, H5), 3.45-3.59 (m,
3H, H1’b, H4%), 2.05 (s, 12H, 4 x CH3), 1.78-1.86 (m, 2H, H3"), 1.67-1.76 (m, 2H, H2").

3012=8.1,3,3=9.5,7354=9.4,°J,5=9.9 Hz.
13C-NMR (100.6 MHz, CDCl5):

8 [ppm] = 169.8, 169.7 (C=0), 101.2 (C1), 71.2 (C2), 70.6 (C3), 68.9 (C4), 68.2 (C1'), 67.7
(C5), 62.3 (C6), 45.1 (C4"), 29.5 (C3"), 27.1 (C2"), 21.14 - 20.10 (4*CHs).
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4’-Chlorbutyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-galactopyranosid (34)

4.1 g (15 mmol) 4-Chlorbutyl-D-galactopyranosid (32) wurden in 30 mL Pyridin nach AAV
1 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch am Kieselgel mit

Petrolether/Ethylacetat 3:1 als Elutionsmittel gereinigt.

Es wurden Verbindungen 34aund 34Bsowie das Anomerengemisch 340/ in

Gesamtausbeute von 84 % erhalten.

- 1L
Ausbeute: 3.1 g (7 mmol, 47 %) )J\o o

Hellgelbes Ol %

O
CisHa7Cl01 (438.85 g/mol) N o
R¢ = 0.18 (Petrolether/Ethylacetat 3:1) O

[a]2, =+ 145° (¢ = 0.5, CH,CL,)
MALDI-TOF (Dithranol, positive mode): m/z = 461.81 [M + Na]"

'H-NMR (400 MHz, CDCL):

8 [ppm] = 5.45 (dd, 1H, H3), 5.33 (m, 1H, H2), 5.12 (d, 1H, H1), 5.10 (m, 1H, H6b), 4.20
(m, 1H, H4), 4.09 (m, 2H, H5, H6a), 3.74 (m, 1H, H1’a,), 3.57 (m, 2H, H4’), 3.45 (m, 1H,
H1°b), 2.15-1.96 (4s, 12H, Ac-CHs), 1.86 (m, 2H, H3"), 1.75 (m, 2H, H2").

301,=3.8,%3,3=10.3,33 4=4.1,%J,5=5.7 Hz.
3C-NMR (100.6 MHz, CDCls):

§ [ppm] = 170.9 (4*C=0), 96.6 (C1), 68.6 (C3), 68.5 (C1°), 68.2 (C2), 68.0 (C4), 66.7 (C5),
62.2 (C6), 45.0 (C4°), 29.8 (C27), 27.1 (C3), 21.2 (4*CH;).

340/p-Anomerengemisch 0 o}

Ausbeute: 2.1 g (4.8 mmol, 32 %) )J\O O)J\

Dunkelgelbes Ol l&

C15HxClO o (438.85 g/mol) O o o
Ey
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343

Ausbeute: 0.3 g (0.7 mmol, 5 %) o O
Hellgelber dickfliissiger Sirup )J\o O)k

o)
C1sH27CIO (438.85 g/mol

182710 ( g/mol) O&/OW\C|
R¢=0.11 (Petrolether/Ethylacetat 3:1) N 0
o I

[a]2, =-2.7° (c=0.5, CH,CL,) o

MALDI-TOF (Dithranol, positive mode): m/z = 461.78 [M + Na]"

'H-NMR (400 MHz, CDCl):

8 [ppm] = 5.13 (dd, 1H, H3), 5.01 (dd, 1H, H4), 4.91 (dd, 1H, H2), 4.42 (dd, 1H, H1), 4.05-
4.20 (m, 2H, H6), 3.84 (m, 1H, H1"), 3.62 (m, 1H, H5), 3.42-3.52 (m, 3 H, H1’, H4’), 2.01,
1.97, 1.95, 1.93 (4*s, 12 H, 4*Ac-CHj3), 1.76 (m, 2 H, H3"), 1.66 (m, 2 H, H2").

3012=8.1,323=9.6,334=4.7,)45=3.4 Hz.

13C-NMR (100.6 MHz, CDCl5):

8 [ppm] = 101.2 (C1), 73.2 (C3), 72.2 (C5), 71.7 (-2), 69.5(C1"), 68.9 (C4), 62.4 (C6), 45.0
(C4%), 29.5 (C3°), 27.2 (C2°), 21.2-21.0 (4*CHj).

4’-(Acetylthio)butyl- a-D-glucopyranosid (52x)

300 mg (1.1 mmol) 30a wurden nach AAV 5 in 10 ml abs. DMF umgesetzt. Das erhaltene
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch am Kieselgel mit Dichlormethan /Methanol 7:1

als Elutionsmittel gereinigt.
Ausbeute: 230 mg (0.74 mmol, 67 %) OH
Hellgelber Sirup HO&
HO o)
C12H2207S (31036 g/mol)

R¢=0.51 (Dichlormethan /Methanol 4:1)
[a]2, =+ 105° (¢ = 0.5, MeOH)
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'H-NMR (400 MHz, D,0):

8 [ppm] = 4.90 (d, 1 H, H1), 3.85 (dd, 1 H, H6a), 3.61-3.79 (m, 4 H, H6b, H1’a, H5, H4),
3.50-3.57 (m, 2 H, H2, H1°b), 3.40 (dd, 1 H, H3), 2.90 (t, 2 H, H4"), 2.35 (s, 3 H, CH3), 1.60-
1.77 (m, 4 H, H2", H3").

301.,=3.8, *J23=9.1, *J354=9.9 Hz.

3C-NMR (100 MHz, D,0):
8 [ppm] = 98.5 (C1), 73.5 (C5), 72.1 (C4), 71.7 (C2), 69.9 (C3), 67.9 (C1"), 60.9 (C6), 30.4
(CH3), 29.0 (C4"), 28.1 (C3"), 25.9 (C2).

4’-(Acetylthio)butyl- B-D-glucopyranosid (533)

170 mg (0.63 mmol) 30 wurden nach AAV 5 in 10 ml abs. DMF umgesetzt. Das erhaltene
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch am Kieselgel mit Dichlormethan /Methanol 7:1

als Elutionsmittel gereinigt.

Ausbeute: 153 mg (0.49 mmol, 78 %)

Hellgelber Sirup 0 o)
HO o )J\
C1oH»,05S (31036 g/rnol) HO W\S

R¢= 0.5 (Dichlormethan/Methanol 4:1)
[a]2, =-5.2°(c=0.5, MeOH)

'H-NMR (400 MHz, D,0):

§ [ppm] = 4.43 (d, 1 H, H1), 3.94-3.87 (m, 2H, H6a, H1 a), 3.72-3.64 (m, 2H, H6b, H1’b),
3.50-3.33 (m, 3H, H3, H5, H4), 3.24 (dd, 1H, H2), 2.92 (t, 2 H, H4"), 2.36 (s, 3 H, CH3), 1.71-
1.61 (m, 4 H, H2", H3").

3J1.,=8.2, °3,3=9.1 Hz, *J54=9.8 Hz.
3C-NMR (100 MHz, D,0):
8 [ppm] = 102.2 (C1), 75.9 (C5), 73.2 (C4), 71.4 (C2), 69.3 (C3), 67.6 (C1"), 60.2 (C6), 30.38

(CHs), 28.7 (C4"), 28.2 (C3), 25.5 (C2").
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4’-(Acetylthio)butyl- a-D-galactopyranosid (54x)

660 mg (2.4 mmol) 32a wurden nach AAV 5 in 10 ml abs. DMF umgesetzt. Das erhaltene
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch am Kieselgel mit Dichlormethan /Methanol 7:1

als Elutionsmittel gereinigt.

Ausbeute: 470 mg (1.5 mmol, 62 %)

Hellgelbes Ol HO OHO

C12H205S (310.36 g/mol) “Oﬁﬁ S
Re= 0.42 (Dichlormethan/Methanol 6:1) OH o~~~
[a]2, =+ 117° (¢ = 0.5, MeOH)

'H-NMR (400 MHz, D,0):

8 [ppm] = 4.78 (d, 1H, H1), 3.97 (d, 1H, H4), 3.92 (t, 1H, H5,), 3.86-3.77 (m, 2H, H2, H3),
3.77-3.69 (m, 3H, H1’a, H6), 3.53 (m, 1H, H1°b), 2.92 (t, 2H, H4",), 2.36 (s, 3H, CH3), 1.75—
1.64 (m, 4H, H2’, H3").

301,=3.4Hz,J4=3.8Hz,*J34 = 6.8 Hz, *Js6 = 6.2 Hz.

3C-NMR (100 MHz, D,0):

O [ppm] = 98.6 (C1), 71.3 (C5), 69.9 (C3), 69.6 (C4), 68.7 (C2), 68.0 (C1°), 61.6 (C6), 30.4
(CHs), 29.0 (C4’), 28.1 (C3’), 25.9 (C2’).

4’-(Acetylthio)butyl- B-D-galactopyranosid (543)

235 mg (0.87 mmol) 32 wurden nach AAV 5 in 10 ml abs. DMF umgesetzt. Das erhaltene
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch am Kieselgel mit Dichlormethan /Methanol 7:1

als Elutionsmittel gereinigt.

Ausbeute: 170 mg (0.55 mmol, 63 %)

Hellgelbes Ol

C12H»07S (310.36 g/mol % j\
12H2,07S (310.36 g/mol) HO O~

R¢= 0.55 (Dichlormethan/Methanol 4:1) OH
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[a]2, =-11.2° (¢ = 0.5, MeOH)

'H-NMR (400 MHz, CD;0D):

8 [ppm] = 4.37 (d, 1H, H1), 3.96-3.88 (m, 2H, H1’a, H4), 3.79-3.71 (m, 2H, H6), 3.69-3.61
(m, 3H, H1’b, H5, H3), 3.49 (m, 1H, H2), 2.91 (t, 2H, H4"), 2.36 (s, 3H, CH3), 1.73-1.62 (m,
4H, H2’, H3").

3012=7.9,3,5=7.8,%4=3.8, 334 =69, Js s = 6.2 Hz.

13C-NMR (100 MHz, CD;0D):

& [ppm] = 103.1 (C1), 75.5 (C5), 73.1 (C3), 71.1 (C2), 70.1 (C1°), 69.0 (C4), 61.3 (C6), 30.4
(CH3), 28.9 (C4°), 28.2 (C2°), 25.6 (C3").

Natrium-(4’-[acetylthio]butyl)-6- O-sulfo-a-D-galactopyranosid (5%1)

470 mg (1.44 mmol) 54a wurden nach AAV 6 in 10 ml Pyridin umgesetzt. Das erhaltene
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch am Kieselgel mit Dichlormethan /Methanol 4:1

als Elutionsmittel gereinigt.

Ausbeute: 170 mg (0.55 mmol, 63 %)

Hellgelbes O HO&

Ci2H1Na0oS; (412.41 g/mol) HO 0
R¢= 0.55 (Dichlormethan/Methanol 4:1) o O\/\/\S)K
[a]2, =+35.2° (¢ = 0.5, MeOH)

'H-NMR (400 MHz, CDCl5):

o [ppm] =4.97 (d, 1H, H1), 4.24 (m, 1H, Hé6a), 4.2 (ddd, 1H, H5), 4.17 (dd, 1H, H6b), 4.05

(dd, 1H, H3), 3.89 (dd, 1H, H4), 3.85 (dd, 1H, H2), 3.76 (m, 1H, HI’a), 3.57 (m, 1H, HI’b),

2.96 (t, 2H, H4%), 2.39 (s, 3H, CH3), 1.73 (m, 2H, H3"), 1.71 (m, 2H, H2").

3012=3.5,°23=6.7,°%4=3.1,°J45=3.1 Hz.
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13C-NMR (100 MHz, CDCl5):
8 [ppm] = 98.8 (C1), 69.7 (C4), 69.4 (C5), 69.2 (C2), 68.5 (C3), 68.2 (C1°), 67.9 (C6), 30.4
(CHs), 29.1 (C4°), 28.1 (C2°), 25.9 (C3").

Natrium-(4’-[acetylthio]butyl)-6- O-sulfo-3-D-galactopyranosid (53)
135 mg (0.4 mmol) 548 wurden nach AAV 6 in 10 ml Pyridin umgesetzt. Das erhaltene
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch am Kieselgel mit Dichlormethan /Methanol 3:1

als Elutionsmittel gereinigt.

Ausbeute: 64 mg (0.55 mmol, 39 %)

Hellgelbes Ol HO OSOsNa

0 O
C12H,NaOS; (412.41 g/mol) ’ O%OW\S )J\
R¢= 0.55 (Dichlormethan/Methanol 4:1) OH

[a]2, =-2.3°(c=0.5, MeOH)

'H-NMR (400 MHz, CDCl5):

8 [ppm] = 4.4 (d, 1H, H1), 4.19 (dd, 1H, H6a), 4.17 (dd, 1H, H6b), 3.96 (dd, 1H, H4), 3.93
(m, 1H, H1’a), 3.9 (m, 1H, H5), 3.69 (m, 1H, H1’b), 3.65 (dd, 1H, H3), 3,49 (dd, 1H, H2),
2.92 (t, 2H, H4"), 2.36 (s, 3H, CH3), 1.69 (m, 2H, H3"), 1.67 (m, 2H, H2").

301,=7.8,03=17.9,%4=3.6,°J45= 3.3 Hz.

3C-NMR (100 MHz, CDCl5):
§ [ppm] = 102.9 (C1), 72.8 (C5), 70.8 (C3), 70.8 (C2), 70.1 (C6), 68.5 (C4), 67.2 (C1°), 30.2
(CH3), 28.8 (C4°), 28.1 (C3°), 25.4 (C2).

4’-(Acetylthio)butyl-4,6- O-benzyliden-a-D-glucopyranosid (56x)

750 mg (2.02 mmol) 31a wurden in § mL N,N’-Dimethylformamid geldst und mit 358 mg
(3.10 mmol) Kaliumthioacetat versetzt. Das Reaktionsgemisch féarbte sich rotbraun und wurde
24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Die Farbe schlug nach Orangebraun um. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck am Rotationsverdampfer entfernt, der

Riickstand in 10 mL H,O und 20 mL Dichlormethan aufgenommen, die Phasen getrennt und
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die wissrige Phase zweimal mit je 5 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden iiber Natriumsulfat getrocknet und eingeengt. Das braune, zdhe
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Petrolether/Ethylacetat 1:1 als

Elutionsmittel gereinigt.

Ausbeute: 0.59 g (44 %)

Gelber Sirup

C1oHa605S (398.47 g/mol) m ° 0

Ry= 0.24 (Petrolether/Ethylacetat 1:1) HO O
20 OH O\/\/\S)K
[a]Z, =+19.1° (¢ = 1.5, CH,Cl,)

MALDI-TOF (Dithranol, positive mode): m/z = 421.52 [M + Na]"

'H-NMR (400 MHz, CDCl):

8 [ppm] = 7.50-7.34 (m, 5 H, Hawom.), 5.57 (5, 1 H, Hpengyligen), 5.18 (d, 1 H, OH-2), 4.95 (d, 1
H, OH-3),4.70 (d, 1 H, H-1), 4.15 (dd, 1 H, H-6a), 3.75-3.53 (m, 4 H, H-6b, H-1"a, H-5, H-3),
3.45-3.25 (m, 3 H, H-1"b, H-4, H-2), 2.9 (t, 2 H, H-4), 2.32 (s, 3 H, -CH3), 1.65-1.55 (m, 4
H, H-3’, H-2").

3012=3.8, °33=9.5,%%4=9.1, *Jouz.uz = 5.9, *Jeas = 4.6 Hz.

3C-NMR (101 MHz, CDCl5):

& [ppm] = 139.5 (quart., Cyrom) 129.2, 128.4, 126,7 (tert., Carom).101.2 (Cpenzyliden)s 99.8 (C1),
81.7 (C4), 72.7 (C2), 70.2 (C3), 68.5 (C6), 67.4 (C1°), 62.9 (C5), 30.9 (CH3), 28.5 (C2’, C4"),
26.4 (C3).

4’-(Acetylthio)butyl-4,6-O-benzyliden{f3-D-glucopyranosid (5¢§)

220 mg (0.58 mmol) 31 wurden in 8 mL N,N’-Dimethylformamid geldst und mit 120 mg
(1.10 mmol) Kaliumthioacetat versetzt. Die gelbe Reaktionslosung wurde 3 Tage bei
Raumtemperatur geriihrt, die Farbe schlug nach Orangerot um. Das Losungsmittel wurde
unter vermindertem Druck am Rotationsverdampfer entfernt. Der Riickstand wurde in 10 mL
H,0 und 20 mL Dichlormethan aufgenommen. Die Phasen wurden getrennt und die wissrige
Phase zweimal mit 5 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen

wurden iiber Natriumsulfat getrocknet und eingeengt. Das braune, zihe Rohprodukt wurde
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sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Petrolether/Ethylacetat 1:1 als Elutionsmittel

gereinigt.

Ausbeute: 0.15 g (32 %)

Farbloser Sirup

0]
0]
C19H2607S (398.47 g/mol m Q
OH

R¢=0.46 (Petrolether/Ethylacetat 1:1)
[a]2, = - 44° (c = 1.5, CH,Cl,)
MALDI-TOF (Dithranol, positive mode): m/z = 421.43 [M + Na]"

'H-NMR (400 MHz, CDCl5):

& [ppm] = 7.58-7.42 (m, 5 H, Harom ) 5.45 (s, 1 H, Hpengyligen)» 5.16 (d, 1 H, OH-2), 4.89 (d, 1
H, OH-3), 4.31 (d, 1 H, H-1), 4.25 (dd, 1 H, H-6a), 3.75-3.65 (m, 3 H, H-3, H-6b, H-1"a),
3.45-3.35 (m, 4 H, H-1°b, H-4, H-2, H-5), 2.91 (m, 2 H, H-4"), 2.24 (s, 3 H, -CH3), 1.65-1.55
(m, 4 H, H-3’, H-2").

331,2= 8.1, 3‘]2,3 = 93, 3\]3,4: 9.5, 3JOH3,H3 = 5.7, 3J6a,5= 4.8 Hz.

3C-NMR (101 MHz, CDCl5):

O [ppm] = 139.5 (quart. Cyrom.), 130.1, 129.6, 129.4, (tert. Carom.). 103.2 (C1), 102.3 (Cgenz),
80.9 (C4), 75.9 (C2), 70.4 (C3), 69.9 (C1’), 69.8 (C6), 69.1 (C5), 31.1 (CH3), 29.1 (C3"), 28.8
(C4%), 26.7 (C2).

Natrium-[4’-(acetylthio)butyl]-6- O-sulfo-a-D-glucopyranosid (5%)

0.4 g (1.3 mmol) 52a wurden nach AAV 6 in 10 ml Pyridin umgesetzt. Das erhaltene
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch am Kieselgel mit Dichlormethan /Methanol 3:1

als Elutionsmittel gereinigt.

Ausbeute: 323 mg (0.78 mmol, 64 %)

Hellgelbes Ol
HO Q
C12H21Na01082 (41241 g/mol) HO O
_ OH 5 )J\
Rr= 0.55 (Dichlormethan/Methanol 4:1) ~N"Ng

[a]2, =+26.9° (¢ = 0.5, MeOH)
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'H-NMR (400 MHz, CDCls):

8 [ppm] = 4.9 (d, 1H, H1), 4.29 (dd, 1H, H6a), 4.22 (dd, 1H, H6b), 3.87 (m, 1H, H5), 3.76 (m,
1H, H1’a), 3.72 (dd, 1H, H3), 3.57 (dd, 1H, H2), 3.55 (m, 1H, H1°b), 3.45 (dd, 1H, H4), 2.93
(t, 2H, H4%), 2.37 (s, 3H, CH3), 1.72 (m, 2H, H3"), 1.69 (m, 2H, H2").

3012,=3.8,03=6.7,J4=9.4,Js6,= 2.3 Hz.

3C-NMR (100 MHz, CDCl5):
8 [ppm] = 98.6 (C1), 73.4 (C3), 71.5 (C2), 70.2 (C5), 69.8 (C4), 68.2 (C1°), 67.4 (C6), 30.4
(CH3), 28.9 (C4°), 28.1 (C3), 25.8 (C2).

Natrium-[4’-(acetylthio)butyl]-6- O-sulfo3-D-glucopyranosid (5%

120 mg (0.39 mmol) 52 wurden nach AAV 6 in 10 ml Pyridin umgesetzt. Das erhaltene
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch am Kieselgel mit Dichlormethan /Methanol 3:1

als Elutionsmittel gereinigt.

Ausbeute: 95 mg (0.23 mmol, 59 %) 0SO;Na
Hellgelbes Ol

o J
C12H21Na0,S; (412.41 g/mol) HO ~N"Ng

OH
R¢= 0.55 (Dichlormethan/Methanol 4:1)
[a]2, =-5.1° (¢ = 0.5, MeOH)

'H-NMR (400 MHz, CDCl5):

§ [ppm] = 4.45 (d, 1H, H1), 4.32 (dd, 1H, Héa), 4.19 (dd, 1H, H6b), 3.91 (m, 1H, H1’a), 3.69
(m, 1H, HI’b), 3.65 (m, 1H, H5), 3.48 (dd, 1H, H3), 3.45 (dd, 1H, H4), 3,28 (dd, 1H, H2),
2.92 (t, 2H, H4’), 2.36 (s, 3H, CH3), 1.69 (m, 2H, H3"), 1.67 (m, 2H, H2").

3012=7.9,3,5=8.1,%4=8.9,°J,5=9.1 Hz.

3C-NMR (100 MHz, CDCl5):
8 [ppm] = 102.7 (C1), 76.1 (C3), 74.1 (C5), 73.4 (C2), 70.4 (C1°), 69.6 (C4), 67.4 (C6), 30.4
(CH3), 28.9 (C4°), 28.2 (C37), 25.6 (C2").
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Natrium-[4’-(acetylthio)butyl]-3- O-sulfo-a-D-galactopyranosid (6@)

214 mg (0.66 mmol) 54a und 170 mg (0.68 mmol) Dibutylzinnoxid wurden in 10 ml abs.
Methanol suspendiert und mit 0.5 g Molekularsieb 4 A versetzt. Die Suspension wurde fiinf
Stunden unter Riickfluss erhitzt. Dann wurde Methanol entfernt, der trockene Riickstand in 10
ml THF aufgenommen, mit 167 mg (1.2 mmol) Schwefeltrioxid-Triethylamin-Komplex
versetzt und die Losung weitere 30 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfernung
des Losungsmittels wurde das Rohprodukt sdaulenchromatographisch
(Dichlormethan/Methanol 4:1) gereinigt. AnschlieBend erfolgte ein Austausch des Kations an
Amberlite IR120 (Na'-Form).

Ausbeute: 170 mg (0.55 mmol, 63 %)

Hellgelbes Ol Ho AOH
C12H21Na01082 (41241 g/l’l’lOl) o]

: NaO3SO 0
Rf= 0.55 (Dichlormethan/Methanol 4:1) OH

OW\S)K
[a]2, =+35.2° (c = 0.5, MeOH)

'H-NMR (400 MHz, CDCls):

8 [ppm] = 5.02 (d, 1H, H1), 4.53 (m, 1H, H3), 4.35 (dd, 1H, H4), 3.99 (m, 1H, H5), 3.97 (dd,
1H, H2), 3.77 (m, 1H, H6), 3.76 (m, 1H, H1’a), 3.57 (m, 1H, HI’b), 2.61 (t, 2H, H4"), 2.39 (s,
3H, CHs), 1.73 (m, 2H, H3"), 1.72 (m, 2H, H2").

301,=3.8,%34=3.0 Hz.

3C-NMR (100 MHz, CDCl5):
8 [ppm] = 98.5 (C1), 78.3 (C3), 71.1 (C5), 68.0 (C1°), 67.9 (C4), 66.6 (C2), 61.5 (C6), 30.4
(CH3), 30.2 (C3°), 27.7 (C2°), 23.9 (C4).

Natrium-[4’-(acetylthio)butyl]-3- O-sulfo3-D-galactopyranosid (6(B)

155 mg (0.49 mmol) 54B und 125 mg (0.5 mmol) Dibutylzinnoxid wurden in 10 ml abs.
Methanol suspendiert und mit 0.5 g Molekularsieb 4 A versetzt. Die Suspension wurde fiinf

Stunden unter Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wurde Methanol entfernt, der trockene
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Riickstand in 10 ml THF aufgenommen, mit 125 mg (0.9 mmol) Schwefeltrioxid-
Triethylamin-Komplex versetzt und die Losung weitere 30 Stunden bei Raumtemperatur
gerithrt.  Nach  Entfernung  des  Losungsmittels  wurde  das  Rohprodukt
sdulenchromatographisch (Dichlormethan/Methanol 4:1) gereinigt. AnschlieBend erfolgte ein
Austausch des Kations an Amberlite IR120 (Na'-Form).

Ausbeute: 130 mg (0.32 mmol, 65 %)
OH

Hellgelbes Ol HO& o)
o
C12H21Na01082 (41241 g/mOI) NaO3SO O\/\/\S)K

R¢= 0.55 (Dichlormethan/Methanol 4:1) OH
[a]2 =-0.9° (¢ =0.5, MeOH)

'H-NMR (400 MHz, CDCl5):

§ [ppm] = 4.51 (d, 1H, H1), 4.33 (m, 1H, H3), 4.29 (dd, 1H, H4), 3.95 (m, 1H, H1’a), 3.80
(m, 2H, H6), 3.75 (m, 1H, H5), 3.73 (m, 1H, HI’b), 3.65 (m, 1H, H2), 2.59 (t, 2H, H4’), 2.39
(s, 3H, CH3), 1.75 (m, 2H, H2"), 1.69 (m, 2H, H3").

3012=8.1,°3,3=8.2,°J4=3.8 Hz.

13C-NMR (100 MHz, CDCl5):
8 [ppm] = 102.8 (C1), 80.8 (C3), 75.1 (C5), 70.3 (C1°), 69.2 (C2), 67.3 (C4), 61.2 (C6), 29.9
(CHs), 29.9 (C3°), 27.9 (C2°), 23.9 (C4).

Trimethylammonium-[4’-(acetylthio)butyl]-4,6- O-benzyliden-3-O-sulfo-a-D-
glucopyranosid (61x)

840 mg (2.12 mmol) 560 wurden in 50 ml DMF gelost und 1 g Molekularsieb 4 A versetzt.
Dann wurden 500 mg (3.6 mmol) Schwefeltrioxid-Trimethylamin-Komplex zugegeben und
die Suspension 24 Stunden bei 50° C geriihrt. AnschlieBend wurde filtriert, das Filtrat
eingeengt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch (Dichlormethan/Methanol 12:1, 1%
Triethylamin) gereinigt.
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Ausbeute: 188 mg (0.35 mmol, 17 %)
Farbloser Sirup @ 03 % )(J)\

C19H25Na01(S; (537.64 g/mol) OH o ~~g
R¢= 0.85 (Dichlormethan/Methanol 10:1)

[a]2, =+26° (¢ =0.5, MeOH)

'H-NMR (400 MHz, CD;0D):

& [ppm] = 7.50-7.34 (m, 5 H, Harom), 5.51 (5, 1 H, Hpengyiigen)> 4.91 (d, 1 H, H1), 4.73-4.66 (m,
1H, H3), 4.25 (dd, 1H, H4), 4.13 (dd, 1 H, Héa), 3.77-3.55 (m, 4 H, H6b, H5, H1’a, H2),
3.49-3.41 (m, 1 H, H1°b), 2.83 (m, 2 H, H4"), 2.19 (s, 3 H, Ac-CH3), 1.67-1.55 (m, 4 H, H3,
H2).

3012=3.5, 333=9.5,%4=9.5,045=9.3, *Js6a= 3.7 Hz.

13C-NMR (100 MHz, CD;0D):

& [ppm] = 138.1 (quart., Carom) 128.4-126.5 (tert., Carom).101.3 (Chengyliden)s 98.3 (C1), 80.5
(C4), 76.1 (C3), 72.5 (C2), 68.8 (C6), 68.2 (C1°), 63.1 (C5), 29.4 (CH3), 28.5 (C2’, C4’), 26.4
(C3).

Trimethylammonium-[4’-(acetylthio)butyl]-4,6- O-benzyliden-3-O-sulfo--D-
glucopyranosid (619)

756 mg (1.9 mmol) 568 wurden in 50 ml DMF geldst, mit 1 g Molekularsieb 4 A und 450 mg
(3.2 mmol) Schwefeltrioxid-Trimethylamin-Komplex versetzt und die Suspension 24 Stunden
bei 50° C geriihrt. AnschlieBend wurde filtriert, das Filtrat eingeengt und das Rohprodukt
sdulenchromatographisch (Dichlormethan/Methanol 12:1, 1% Triethylamin) aufgereinigt.

Ausbeute: 225 mg (0.42 mmol, 22 %)
Farbloser Sirup @ 03 %O\/\/\S

C19H25Na01082 (53754 g/l’l’lOl)
R¢= 0.85 (Dichlormethan/Methanol 10:1)

[a]2, =-37.5° (¢ = 0.5, MeOH)
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'H-NMR (400 MHz, CD;0D):

8 [ppm] = 7.48-7.31 (m, 5 H, Harom), 5.47 (s, 1 H, Hpengyiiden), 4.43-4.38 (m, 1H, H3), 4.33 (d,
1 H, H1), 4.23 (dd, 1H, H4), 4.14 (dd, 1 H, H6a), 3.69-3.62 (m, 2 H, H6b, H5), 3.58-3.49 (m,
2H, H1’a, H2), 3.42-3.35 (m, 1 H, H1’b), 2.86 (m, 2 H, H4"), 2.22 (s, 3 H, Ac-CH3), 1.72-
1.59 (m, 4 H, H3’, H2").

3012=9.7, *33=9.4,34=9.1,735=8.9, *Js 6.= 3.9, *Js = 8.8 Hz.

13C-NMR (100 MHz, CDCl5):

8 [ppm] = 134.9 (quart., Carom) 130.1 - 129.4 (tert., Carom.). 103.3 (C1), 101.2 (Cienytiden)> 81.3
(C4), 75.9 (C3), 72.8 (C2), 68.8 (C6), 68.2 (C1°), 63.1 (C5), 29.4 (CHs), 28.5 (C2°, C4’), 26.4
(C3).

Natrium-[4’-(acetylthio)butyl]-3- O-sulfo-a-D-glucopyranosid (62x)

140 mg (0.26 mmol) 61a wurden in 10 ml Methanol geldst, mit 2 ml 0.5%iger Schwefelsdure
versetzt und die Losung 18 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Neutralisation mit 1N
Natronlauge und  Entfernung des  Losungsmittels wurde das  Rohprodukt
sdulenchromatographisch (Dichlormethan/Methanol 4:1) gereinigt. AnschlieBend erfolgte ein
Austausch des Kations an Amberlite IR120 (Na'-Form).

Ausbeute: 60 mg (0.15 mmol, 56 %)

OH
Farbloser Sirup
HO Q
Ci12H21NaO oS, (41241 g/l’l’lOl) NaO3;SO (o)
Masse: 514.2 (492.2 [TEA-Salz] + Na") O o~

R¢= 0.29 (Dichlormethan/Methanol 4:1)
[a]2, =+28.2° (¢ = 0.5, MeOH)

'H-NMR (400 MHz, CD;OD):

8 [ppm] = 5.17 (d, 1H, H1), 4.55-4.47 (m, 1H, H3), 3.75-3.63 (m, 2H, H6a, H1’a), 3.61 (m,
1H, H6b), 3.57-3.51 (m, 3H, H2, H4, H5), 3.47-3.39 (m, 1H, H1°b), 2.84 (t, 2H, H4"), 2.22 (s,
3H, CHs), 1.71-1.55 (m, 4H, H2’, H3").
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3‘]1,2= 3.5, 3‘]2,3 =9.7 Hz.

13C-NMR (100 MHz, CD;0D):
§ [ppm] = 98.6 (C1), 80.9 (C3), 73.7 (C5), 72.7 (C2), 71.9 (C4), 69.2 (C1°), 62.8 (C6), 30.9
(CH3), 30.1 (C4%), 30.0 (C2°), 27.9 (C3").

Natrium-[4’-(acetylthio)butyl]-3- O-sulfo-3-D-glucopyranosid (639

120 mg (0.22 mmol) 613 wurden in 10 ml Methanol gelost, mit 2 ml 0.5%iger Schwefelsdure
versetzt und die Losung 18 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Neutralisation mit IN
Natronlauge und  Entfernung von  Ldsungsmittel wurde das  Rohprodukt
sdulenchromatographisch (Dichlormethan/Methanol 4:1) gereinigt. AnschlieBend erfolgte ein
Austausch des Kations an Amberlite IR120 (Na'-Form).

Ausbeute: 46 mg (0.11 mmol, 51 %)

Farbloser Sirup OH
O
C12H21Na0O10S; (412.41 g/mol Hoﬁ/
a0 gimol NaO3SO O\/\/\S)K
R¢= 0.29 (Dichlormethan/Methanol 4:1) OH

[a]2, =-36.4° (c = 0.5, MeOH)

'H-NMR (400 MHz, CD;0D):

8 [ppm] = 4.67 (d, 1H, H1), 4.45-4.39 (m, 1H, H3), 3.95-3.84 (m, 2H, H6a, H1’a), 3.78-3.67
(m, 3H, H6b, H1’b, H4), 3.57-3.51 (m, 2H, H2, H5), 2.94-2.89 (m, 2H, H4"), 2.36 (s, 3H,
CH3), 1.71-1.65 (m, 4H, H2’, H3").

301,=7.6,3,3=28.9,°J3,=8.9 Hz.
13C-NMR (100 MHz, CD;OD):

8 [ppm] = 101.0 (C1), 82.1 (C3), 75.5 (C5), 72.9 (C2), 70.3 (C1°), 69.29 (C4), 60.9 (C6), 30.4
(CHs), 28.9 (C4%), 28.1 (C2°), 25.4 (C3").
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4”-Chlorbutyl-4- O-(2',3',4’,6'-tetra- O-acetyl{3-D-galactopyranosyl)-2,3,6-triO-acetyl3-
D-glucopyranosid (64)

3.5 g (5.2 mmol) B-Lactoseoctaacetat wurden in 50 ml abs. Dichlormethan geldst, mit 1 g (9.2
mmol) 4-Chlor-1-butanol und 0.8 ml (7 mmol) Bortrifluorid-Diethylether-Komplex versetzt
und 18 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Dann wurde die Losung mit 10 ml gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Lésung versetzt und weitere 30 min geriihrt. Die Phasen wurden
getrennt, die wissrige zweimal mit je 30 ml Dichlormethan extrahiert, die vereinten
organischen Extrakte mit 50 ml geséttigter Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen,
iiber  Natriumsulfat  getrocknet und  eingeengt. @ Das  Rohprodukt  wurde

sdulenchromatographisch an Kieselgel (Laufmittel: Petrolether/Essigester 1:1) gereinigt.

Ausbeute: 1.15 g (1.6 mmol, 31 %)

Hellgelbes Ol o) )(J)\ o
C30H43Cl105 (727.1 g/mol) )J\O O 0
R¢=0.31 (Petrolether/Ethylacetat 1:1) m/o 0
20 _ o _ \”/O O O OW\C'
[a]2, =+3.3°(c=0.5, CH,Cl,) I \'J)/ _QO — 0
MALDI-TOF  (Dithranol,  positive O

mode): m/z = 750.1 [M + Na]"

'H-NMR (400 MHz, CDCl5):

8 [ppm] = 5.33 (m, 1H, H4), 5.17 (vt, 1H, H3), 5.09 (dd, 1H, H2), 4.93 (dd, 1H, H3"), 4.87
(dd, 1H, H2), 4.49-4.42 (m, 3H, H6’a, H1, H1"), 4.11-4.03 (m, 3H, H6’b, H6a, H6b), 3.88-
3.84 (m, 2H, H5’, H1”a), 3.77 (vt, 1H, H4), 3.57 (m, 1H, H5), 3.55-3.51 (m, 3H, H1*’b,
H4’),2.13,2.11, 2.05, 2.03, 1.95 (5*s, 21H, CH3), 1.86-1.66 (m, 4H, H2”’, H3*").

301,=8.2,3,3=9.5,7%4=9.1,312=7.9, *Jp 3= 104, *J3- 4= 3.2 Hz.
3C-NMR (100 MHz, CDCl5):
8 [ppm] = 101.5 (C1), 100.9 (C1°), 76.7 (C4), 73.2 (C3), 73.1 (C5), 72.1 (C2), 71.4 (C3’),

71.1 (C5°), 69.6 (C2°), 69.4 (C1°"), 67.0 (C4*), 62.4 (C6), 61.2 (C6), 44.9 (C4°"), 29.5 (C2°"),
27.2(C3°"), 21.2-20.9 (7*CHj).
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4”-Chlorbutyl-4- O-(B-D-galactopyranosyl)f3-D-glucopyranosid (65)

1.0 g (1.4 mmol) 64 wurden nach AAV 2 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol 4:1 als Elutionsmittel

gereinigt.

Ausbeute: 563 mg (1.3 mmol, 93 %)
.. HO OH
Hellgelbes Ol

o) OH
C16Ha9ClO, | (432.85 g/mol) HO om
oH HO
OH

O\/\/\C|
R¢=0.25 (Dichlormethan/Methanol 3:1)
[a]2, =+6.2° (c=0.5, MeOH)

MALDI-TOF (Dithranol, positive mode): m/z = 455.73 [M + Na]"

'H-NMR (400 MHz, D,0):

§ [ppm] = 4.51 (d, 1H, H1), 4.48 (d, 1H, H1"), 4.02-3.93 (m, 3H, H6a, H1 ’a, H4’), 3.87-3.53
(m, 12H, H6b, H6’a-b, H1’b, H5, H5’, H4, H3, H3’, H4>*, H2’), 3.37-3.31 (m, 1H, H2),
1.95-1.74 (m, 4H, H2>>, H3™").

331,=8.1,3Jp2="7.9 Hz.

3C-NMR (100 MHz, D,0):

§ [ppm] = 103.4 (C1’), 102.5 (C1), 78.9 (C4), 75.8 (C3), 75.2 (C3’), 74.9 (C2), 73.3 (C5),
73.0 (C5°), 71.4 (C2°),70.2 (C17°), 69.0 (C4°), 61.5 (C6°), 60.6 (C6),45.8 (C4°), 28.9 (C2”’),
26.7 (C3°).

4”-Acetylthiobutyl-4- O-(B-D-galactopyranosyl)f3-D-glucopyranosid (66)

280 mg (0.65 mmol) 65 wurden nach AAV 5 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde

sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol 4:1 als Elutionsmittel

gereinigt.
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Ausbeute: 120 mg (0.25 mmol, 39 %)

. . HO OH
Gelblicher Sirup o OH
C1sH3018 (472.5 g/mol) HO o QA 6 j’\
OH HO A N
R¢= 0.29 (Dichlormethan/Methanol 3:1) OH S

[a]2, =+4.8° (¢ =0.5, MeOH)
MALDI-TOF (Dithranol, positive mode): m/z = 495.58 [M + Na]"

'H-NMR (400 MHz, D,0):

§ [ppm] = 4.52-4.47 (m, 2H, H1,HI"), 4.03-3.91 (m, 3H, H6a, H1’a, H4"), 3.87-3.52 (m,
10H, H6b, H6’a-b, H1>°b, H5, H5’, H4, H3, H3’, H2"), 3.37-3.31 (m, 1H, H2), 2.96 (t, 2H,
H4%), 2.39 (s, 3H, CHs), 1.75-1.64 (m, 4H, H2**, H3").

301=8.1,%312=7.6,3,3=9.9,°3,3=9.4,°J3 4= 3.3 Hz

13C-NMR (100 MHz, D,0):

8 [ppm] = 103.4 (C1°), 102.5 (C1), 78.9 (C4), 75.8 (C3), 75.2 (C3’), 74.9 (C2), 73.3 (C5),
73.0 (C5°), 71.4 (C27), 70.3 (C17°), 69.0 (C4), 61.5 (C6”), 60.6 (C6), 30.5 (CH3), 29.0 (C4”°),
28.3 (C2),25.7 (C3).

Natrium-[4"-acetylthiobutyl-4- O-(3-O-sulfo3-D-galactopyranosyl){3-D-glucopyranosid]
(67)

70 mg (0.15 mmol) 66 und 50 mg (0.2 mmol) Dibutylzinnoxid wurden in 10 ml abs.
Methanol suspendiert und mit 0.5 g Molekularsieb 4 A versetzt. Die Suspension wurde fiinf
Stunden unter Riickfluss erhitzt. Dann wurde Methanol entfernt, der trockene Riickstand in 10
ml THF aufgenommen, mit 50 mg (0.36 mmol) Schwefeltrioxid-Triethylamin-Komplex
versetzt und die Losung weitere 30 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfernung
des Losungsmittels wurde das Rohprodukt sdaulenchromatographisch
(Dichlormethan/Methanol 4:1) gereinigt. AnschlieBend erfolgte ein Austausch des Kations an
Amberlite IR120 (Na'-Form).
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Ausbeute:
HO OH
33 mg (0.05 mmol, 33 %) o OH
Gelblicher Sirup Na0,SO 0 Q j\
C18H31N301582 (57455 g/l’l’lOl) OH
R¢=0.29 (Dichlormethan/Methanol 3:1)

[a]Z, =+ 4.2° (c=0.5, MeOH)

'H-NMR (400 MHz, D,0):

§ [ppm] = 4.53 (d, 1H, H1’), 4.45 (d, 1H, H1), 4.32 — 4.24 (m, 2H, H3’, H4"), 3.98 — 3.88 (m,
2H, H6a, H1’a), 3.81-3.72 (m, 5H, H6b, H6’a, H1”’b, H5, H5"), 3.69 — 3.51 (m, 4H, H6’b,
H4, H3, H2’), 3.31-3.24 (m, 1H, H2), 2.77 — 2.72 (t, 2H, H4""), 2.37 (s, 3H, CH3), 1.79-1.67
(m, 4H, H2*’, H3”).

301,=8.2,%012=175,%3,3=9.7,3,5=9.8, )y 4=3.2 Hz, *J;,= 9.2 Hz

3C-NMR (100 MHz, D,0):

8 [ppm] = 102.9 (C1°), 102.4 (C1), 80.4 (C3”), 78.7 (C4), 75.3 (C3), 75.1 (C2), 74.8 (C5),
73.2 (C5%), 71.4 (C27), 70.4 (C17°), 69.5 (C4), 61.3 (C6”), 60.5 (C6), 30.5 (CH3), 29.0 (C4”"),
28.3 (C2),25.7 (C37).

Natrium-[4"-acetylthiobutyl-4- O-(6-O-sulfo3-D-galactopyranosyl){f3-D-glucopyranosid]
(68)

85 mg (0.18 mmol) 66 wurden in 5 ml abs. Pyridin geldst, bei 0° C mit 36 mg (0.26 mmol)
Schwefeltrioxid-Triethylamin-Komplex versetzt und die Suspension 48 Stunden bei 0° C
geriihrt. Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von Wasser gestoppt, eingeengt und der
Riickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol 3:1 als
Elutionsmittel gereinigt. AnschlieBend wurde der Kation an Amberlite IR120 (Na'-Form)

ausgetauscht.
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Ausbeute:
16 mg (0.03 mmol, 17 %)
Gelblicher Sirup HO  OSO3;Na

o OH
C1sH31NaO, S (574.55 g/mol) o o% )'L
R¢=0.29 (Dichlormethan/Methanol 3:1) OH HO OH O\/\/\S
[a]Z, =+ 5.1° (c=0.5, MeOH)

'H-NMR (400 MHz, D,0):

§ [ppm] = iibertragen von 66 4.51-4.44 (m, 2H, H1,H1’), 4.23 — 4.17 (m, 2H, H6"), 3.98-3.91
(m, 3H, H6a, H1>’a, H4"), 3.83-3.75 (m, 4H, H6b, H1>’b, H5, H5"), 3.66 — 3.51 (m, 3H, H4,
H3, H2’), 3.36-3.32 (m, 1H, H2), 2.86 (t, 2H, H4>"), 2.34 (s, 3H, CHs), 1.78-1.63 (m, 4H,
H2”, H3”).

301=8.2,%002=75,23,3=9.9,3,3=9.4,%J34=33 ,°J,=8.7Hz
3C-NMR (100 MHz, D,0):
8 [ppm] = 103.9 (C1°), 102.8 (C1), 80.7 (C4), 75.2 (C3), 73.6 (C3°), 73.5 (C2), 73.4 (C5),

73.3 (C5°), 70.7 (C2°), 68.6 (C4’), 68.4 (C1>), 65.2 (C6°), 60.8 (C6), 30.9 (CH3), 28.7 (C4”"),
28.6 (C2°), 26.2 (C3°”).

4’-Chlorbutyl-2-acetamido-2-deoxy-a-D-glucopyranosid (70)
10 g (45 mmol) 2-Acetamido-2-deoxy-D-glucose und 30 ml (0.3 mol) 4-Chlor-1-butanol
wurden bei 60 °C nach AAV 4 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch

an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol 8:1 als Elutionsmittel gereinigt.

Ausbeute: 4.22 mg (6.8 mmol, 30 %)

Weiler Feststoff OH
HO Q
C12H22C1NO6 (3 11.76 g/rnol) HO
Smp.: 139 °C N o~y
(@]

R¢= 0.29 (Dichlormethan/Methanol 8:1)
[a]2, =+ 121° (¢ = 0.5, MeOH)
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'H-NMR (D0, 400 MHz):

8 [ppm] = 4.88 (d, 1H, H-1), 3.89 (dd , 1H, H-2), 3.86 (dd, 1H, H-6a), 3.80-3.62 ( m, 6H,
H-6b, H-3, H-5, H-1"a, H-4"), 3.55-3.44 (m, 2H, H-1°b, H-4), 2.04 (s, 3H, Ac-CH3),
1.91-1.82 (m, 2H, H-3"), 1.78-1.71 (m, 2H, H-2").

3010=13.6,3J,3=10.7, *Jsa.60= 12.2 Hz.

¥3C-NMR (D0, 100 MHz):

o [ppm] = 174.7 (N-CO), 97.0 (C1), 72.2 (CS5), 71.3 (C4), 70.3 (C3), 67.7 (C1’), 60.9 (C6),
54.1 (C2),45.6 (C4’),29.1 (C3’),26.3 (C2’), 22.2 (Ac-CH3).
4’-(Acetylthio)butyl-2-acetamido-2-deoxy@a-D-glucopyranosid (71)

2.69 g (8.6 mmol) 70 wurden nach AAV 5 in 30 ml abs. DMF umgesetzt. Das erhaltene
Rohprodukt wurde sédulenchromatographisch am Kieselgel mit Dichlormethan /Methanol 10:1

als Elutionsmittel gereinigt.

Ausbeute: 2.19 g (6.23 mmol, 69 %)

OH
Weiler Feststoff HO Q
C14H>sNOS (351.42 g/mol) gy 1 j\
N
Smp.: 108 °C I S

R¢= 0.26 (Dichlormethan/Methanol 8:1)

[a]2, =+ 126° (¢ = 0.5, MeOH)

'H-NMR (D0, 400 MHz):

8 [ppm] = 4.88 (d, 1H, H-1), 3.90 (dd , 1H, H-2), 3.87 (dd, 1H, H-6a), 3.82-3.67 ( m, 4H, H-
3, H-5, H-6b, H-1"a), 3.55-3.45 (m, 2H, H-4, H-1°b), 2.94 (m, 2H, H-4"), 2.38 (s, 3H, S-

COCH3), 2.04 (s, 3H, N-COCH3), 1.68 (m, 4H, H-2’, H-3").

3J12=3.6,3,3=10.8 Hz.
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13C-NMR (D,0, 100 MHz):

8 [ppm] = 202.1 (S-CO), 174.3 (N-CO), 96.6 ( C1), 71.8 ( C5), 70.9 (C4), 70.0 (C3), 67.4
(C17), 60.5 (C6), 53.8 (C2), 30.0 (S-Ac-CH3), 28.56 (C4’), 27.54 ( C27), 25.55 (C3°), 21.86
(N-CO-CH3).

Natriumchlormethansulfonat (72)

6.3 g (50 mmol) Natriumsulfit, 3.2 ml (4.24 g, 50 mmol) Dichlormethan, 15 ml Wasser und
1.5ml Ethanol wurden in einem Reagenzglas mit einem Gewindeverschluss
zusammengegeben mit einer Spatelspitze Kupfer(Il)-chlorid-dihydrat versetzt, das Glas dicht
verschlossen und unter Riihren auf 100 °C erwirmt. Die Erwdrmung fand in einem Alu-Block
statt, was fiir bessere Durchmischung und Warmeverteilung sorgte. Nach 24 h Reaktionszeit
wurde eine Phasentrennung beobachtet, wobei sich in der unteren Phase ein Feststoff absetzte.
Das Reaktionsgemisch wurde weitere 21 h geriihrt, wonach das homogene Gemisch rosa
gefarbt war. Dann wurde das Losungsmittel entfernt und der Riickstand getrocknet und in

Methanol aufgenommen. AnschlieBend wurde die Mischung heif3 filtriert und das Filtrat

eingeengt.
Ausbeute: 6.2 g (41 mmol), 81 %, bezogen auf Na,SO; o
&
. . . CI/\S/ @
Leicht griinlicher Feststoff ane; ®
@) Na

CH,CINaOsS (152.53 g/mol)
Smp.: 259 °C

'H-NMR (400 MHz, D,0): & [ppm] = 4.45 (s, 2H, CH,).

3C-NMR (100 MHz, D,0): & [ppm] = 54.6 (CHo).
Benzyl-2-acetamido-2-deoxya-D-glucopyranosid (73)

10 g (45 mmol) N-Acetyl-D-glucosamin wurden in 40 ml Benzylalkohol geldst, mit 20
Tropfen konz. HCI versetzt und das Reaktionsgemisch 45 Stunden unter Riickfluss erhitzt.

Nach dem Abkiihlen wurde mit 50 mL Diethylether sowie 50 mL dest. Wasser verdiinnt. Die

organische Phase wurde abgetrennt, zweimal mit Wasser extrahiert, die wéssrigen Phasen
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vereinigt und  eingeengt. Der erhaltene braune  Feststoff —wurde  mittels
sdulenchromatographischer Trennung an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol (10:1 -

12:1) als Laufmittel gereinigt.

Ausbeute: 11.79 g (38 mmol, 84 %)

Weiller Feststoff OH

C1sHaNOg (311.33 g/mol) Hgm

Smp.: 182 °C YNH O\/©
R¢= 0.18 (Dichlormethan/Methanol 8:1) o)

[a]2, =+ 178.9° (¢ = 0.5, MeOH)

'H-NMR (400 MHz, D,0):

8 [ppm] = 7.45-7.40 (m, 5H, Har.), 4.92 (d, 1H, H1), 4.74 (dd, 1H, benzyl. Ha), 4.54 (dd, 1H,
benzyl. Hb), 3.88-3.81(m, 2H, H2, H6a), 3.80-3.72(m, 3H, Héb, H3, H4), 3.48 (m,1H, H5),
1.95 (s, COCHj).

3012=3.6,°323=10.7,°%4=8.7,° 11 5= 8.9, *J5 6= 9.7, *Ipenzyt aiv = 11.9 Hz.

3C-NMR (100.6 MHz, D,0):
8 [ppm] = 174.7 (C=0), 137.3 (quart. Car), 129.1-128.7 (tert. Car), 96.2 (C1), 72.4 (C3), 71.2
(C4), 70.3 (C5), 70.0 (CHx-Benzyl), 60.8 (C6), 54.0 (C2), 22.1 (Ac-CHs).

Benzyl-2-amino-2-desoxyp-a-glucopyranosid (75)

11.7 g (37.8 mmol) 73 wurden in 150 ml bidest. Wasser suspendiert, mit 17.1 g (54.1 mmol)
Bariumhydroxid-octahydrat versetzt, fiinf Stunden unter Riickfluss erhitzt und weitere 66
Stunden bei RT geriihrt. Der gebildete Niederschlag wurde abfiltriert und das Filtrat

zur Reinigung von Bariumsalzen portionsweise mit Trockeneis versetzt, so dass
Bariumcarbonat ausfiel und erneut abfiltriert werden konnte. SchlieBlich wurde das Filtrat
lyophylisiert und das Rohprodukt sdulenchromatographisch mit Dichlormethan/Methanol (6:1
— 4:1) gereinigt.
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Ausbeute: 4.86 g (18.0 mmol, 48%)
Amorphe gelbliche Substanz

HO Q
Ci3H9NOs (26929 g/l’l’lOl) HO
NH,

R¢= 0.15 (Dichlormethan/Methanol 4:1)
[a]2, =+ 137.8° (¢ =0.5, MeOH)

'H-NMR (400 MHz, D,0):
8 [ppm] = 7.45-7.40 (m, 5H, Har), 5.06 (d, 1H, H1), 4.58 (d, 1H, benzyl. Ha), 4.68 (m, 1H,
benzyl. Hb), 3.81-3.62 (m, 4H, H6a, H6b, H4, H3), 3.43 (m, 1H, H5), 2.94 (dd, 1H, H2).

3012=3.8,°23=10.3,345= 9.3, J56= 9.8, *Jsaso=12.1, “Ipenzy tasip = 11.7 Hz

3C-NMR (100.6 MHz, D,0):
§ [ppm] = 137.2 (quart. Car), 129.1-128.8 (tert. Car), 97.4 (C1), 73.0 (C3), 72.6 (C4), 70.2
(CH,-Benzyl), 67.0 (C5), 60.7 (C6), 54.9 (C2).

Benzyl-2-(N-methylsulfonyl-amino)-2-desoxye-D-glucopyranosid (76)

810 mg (3 mmol) 75 wurden in 10 mL Pyridin geldst, entgast und auf — 40 °C gekiihlt. Nach
der Zugabe von 300 pl (3.8 mmol) Methansulfonsdurechlorid wurde das Reaktionsgemisch
zwei Stunden geriihrt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von ca. 15 mL Wasser
abgebrochen, auf RT erwidrmt, das Losungsmittel entfernt und das Rohprodukt

sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol (4:1) gereinigt.

Ausbeute: 505 mg (1.45 mmol, 48 %) OH

Amorphe gelbliche Substanz HSC&
C14H2/NO;S (347.38 g/mol) _NHo Jij
R¢= 0.23 (Dichlormethan/Methanol 4:1) O_/S =0

[a]2, =+ 115.3° (c=0.5, MeOH)
MALDI-TOF (Dithranol, positive mode): m/z =370.41 [M + Na]"
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'H-NMR (400 MHz, D,0):

8 [ppm] = 7.45-7.35 (m, 5H, Har), 5.21 (d, 1H, H1), 4.78 (d, 1H, benzyl. Ha), 4.68 (m, 1H,
benzyl. Hb), 3.85 (d, 1H, H3), 3.76-3.72 (m, 2H, H6), 3.71 — 3.65 (m, 1H, H5), 3.48 (vt, 1H,
H4), 3.12 (d, 1H, H2), 2.76 (s, 3H, CHs).

3312=3.8,7323=10.5,73 45= 9.5, Benzyi traio = 11.6 Hz.

3C-NMR (101 MHz, D,0):
8 [ppm] = 136.8 (quart. Car), 128.9 — 128.6 (tert. Car), 95.6 (C1), 72.4 (C5), 71.0 (C3), 69.9
(benzyl. CH,), 69.6 (C4), 60.3 (C6), 54.2 (C2), 38.5 (CHs).

Natrium [benzyl-2-(N-sulfomethylen-amino)-2-desoxy-D-glucopyranosid] (77)

606 mg (2.25 mmol) 75 wurden in 10 mL Pyridin geldst, entgast und auf — 20 °C gekiihlt.
Nach der Zugabe von 370 mg (2.43 mmol) 72 wurde das Reaktionsgemisch zwei Stunden
geriihrt, wobei die Temperatur des Kéltebades langsam auf 0 °C anstieg. Die Reaktion wurde
durch die Zugabe von ca. 15 mL Wasser abgebrochen, auf RT erwidrmt, das Losungsmittel
entfernt und das  Rohprodukt sdulenchromatographisch an  Kieselgel mit

Dichlormethan/Methanol (6:1) gereinigt.

Ausbeute: 753 mg (1.95 mmol, 87 %) OH

: HO Q
Amorphe, gelbliche Substanz HO
C14H>0NNaOsS (385.37 g/mol) (NH o@
—c=0
R¢= 0.18 (Dichlormethan/Methanol 4:1) 0=3
ONa

[a]2, =+ 78.4° (c = 0.5, MeOH)

'H-NMR (400 MHz, D,0):

8 [ppm] = 7.48-7.40 (m, 5H, Har), 5.18 (d, 1H, H1), 4.70 (d, 1H, benzyl. Ha), 4.62 (m, 1H,
benzyl. Hb), 4.49 (s, 2H, CH,-S), 3.83-3.76 (m, 3H, H3, H4, H6a), 3.74-3.69 (m, 1H, H6b),

3.48 (dt, 1H, H5), 3.22 (dd, 1H, H2).

3312=3.6,7323=10.4,°3 45= 9.4, *J Benzyi o= 11.7 Hz.
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3C-NMR (101 MHz, D,0):
8 [ppm] = 129.2-128.9 (Car), 95.8 (C1), 72.6 (C3), 71.3 (C4), 70.2 (benzyl. CH,), 69.8 (C5),
60.5 (C6), 54.6 (CH,-S), 54.5 (C2).

Benzyl-2-desoxy-2-[(dibenzylphospho)amido)-D-glucosid (78)

400 mg (1.5 mmol) 75 wurden in 10 ml Pyridin geldst, entgast, auf 0 °C gekiihlt und mit 16
ml (4.73 mmol) 10%iger Dibenzylphosphorylchlorid-Losung in Benzol versetzt. Das
Reaktionsgemisch wurde 5 Stunden bei 0 °C geriihrt und die Reaktion dann durch Zugabe
von Wasser gestoppt. Nach dem Einengen wurde der Riickstand sdulenchromatographisch an

Kieselgel mit Dichlormethan /Methanol 15:1 als Elutionsmittel gereinigt.

Ausbeute: 347 mg (0.65 mmol, 44 %) OH

Farbloser Feststoff HO%
C37H3NOgP (529.52 g/mol) "o N v@
R¢= 0.24 (Dichlormethan/Methanol 15:1) 6 \O/PQO Bnl
[a]2, =+107.6 ° (¢ =0.5, MeOH)

Smp.: =154 °C

MALDI-TOF (Dithranol, positive mode):
m/z =552.57 [M + Na]”

Bn3

'H-NMR (400 MHz, CDCl5):

§ [ppm] = 7.23 - 7.41 (m, 15 H, Harom), 4.86 — 5.03 (m, 7 H, 3-OH, 4-OH, NH, Hg,», Hpy3),
472 (d,1 H, H1), 4.66 (d, 1 H, Hpy1.), 4.54 (dd, 1 H, 6-OH), 4.36 (d, 1 H, Hgppp), 3.64 (m, 1
H, Hé6a), 3.55 — 3.38 (m, 3 H, H3, H6b, H5), 3.11-3.19 (m, 1 H, H4), 2.93 — 3.05 (m, 1 H,
H2).

2JHBn1a, HBnlb — 12.2, 3\]1,2: 36, 3‘]2,3 = 99, 3J6a,5 =43 Hz.

3C-NMR (101 MHz, CDCl5):
8 [ppm] = 137.4 - 138.1 (quart., Carom), 128.7 - 127.8 (tert., Carom.), 98.1 (C1), 73.4 (C5), 72.4
(C3), 71.2 (C4), 68.3 (Cgn1), 67.2, 66.9 (Cpna, Cin3), 61.2 (C6), 56.8 (C2).
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3P_.NMR (400 MHz, CDCl5): [ppm] = 9.44.

Natrium (2-desoxy-2-N-methansulfonyl-amino]-D-glucopyranose) (79)

250 mg (0.65 mmol) 77 wurden nach AAV 3 in bidest. Wasser umgesetzt. Das Rohprodukt

wurde an einer Sephadex-Sdule mit Wasser/Methanol 1:1 als Elutionsmittel gereinigt und

dann lyophylisiert.

Ausbeute: 180 mg (0.61 mmol, 94 %) OH
Gelblicher Sirup Hﬂm
C7H4NNaOgS (295.24 g/mol) NH OH
Ri= 0.03 (Dichlormethan/Methanol 2:1) 0=5=°

Anomerenverhéltnis a:3 = 5:3

'H-NMR (400 MHz, D,0):
8 [ppm] = 5.44 (d, 1H, Hla), 4.93 (d, 1H, H1P), 4.49 (s, 2H, CH,-S), 4.21-2.95 (m, 12 H, H2
o/, H3 a/B, H4 a/B, HS a/b, H6 a/P).

33 12a=3.8,J 1,5= 8.5 Hz.

13C-NMR (101 MHz, D,0):
§ [ppm] = 95.6 (C1B), 90.2 (Cla), 77.4 (C3a), 74.7 (C3P), 72.7 (C4a), 71.6 — 70.6 (C50q,
C5B, C4P), 61.3 (C6a), 61.1 (C6P), 58.2 (C2P), 55.3 (C20a1), 54.6 (CH,-Sa).

Natrium [4',4”-dithio-bis(butyl-2-desoxy-2-sulfonamido-a-D-glucopyranosid)] (80)

97 mg (0.18 mmol) 86 wurden in 10 ml abs. Pyridin geldst, auf -40° C abgekiihlt und mit 56
mg (0.4 mmol) Schwefeltrioxid-Triethylamin-Komplex versetzt. Die Suspension wurde zwei
Stunden bei -40° C geriihrt und die Reaktion anschlieBend durch Zugabe von Wasser
abgebrochen. Das  Losungsmittel  wurde  entfernt und das  Rohprodukt
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol/Wasser (6:5:0.5)
gereinigt. AnschlieBend erfolgte ein Austausch des Kations an Amberlite IR120 (Na'-Form).
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Ausbeute: 60 mg (0.08 mmol, 43 %)

Gelblicher Sirup OH
HO Q

C20H38N2N32016S4 (73676 g/mol) HO

R¢= 0.09 Dichlormethan/Methanol/Wasser (6:5:0.5) INH

[a]Z, =+72.3° (¢ =0.5, MeOH)

'H-NMR (400 MHz, D,0):

§ [ppm] = 5.06 ( d, 1H, H1), 3.85 (dd, 1H, Héa), 3.79 (m, 1H, H3), 3.77 (m, 1H, H6b), 3.75
(m, H, H1a), 3.69 (m, 1H, H5), 3.55 (m, 1H, HI’b), 3.46 (m, 1H, H4), 3.22 (dd, 1H, H2),
2.78 (t, 2H, H4’), 1.80-1.70 (m, 4H, H2’, H3").

3012=3.6,334=9.2,°J,5=9.7 Hz.

13C-NMR (101 MHz, D,0):
8 [ppm] = 95.5 (C1), 72.6 (C5), 70.5 (C3), 69.8 (C4), 68.3 (C1°), 60.7 (C6), 54.4 (C2), 38.0
(C4%),27.9 (C2°), 25.5 (C3").

Natrium (2-desoxy-2-N-phosphonamido]b-glucopyranose) (81)

23 mg (0.04 mmol) wurden nach AAV 3 in Ethanol/Wasser 1:1 umgesetzt. Nach der
Filtration wurde die Produkt-Losung mit einer 0.1M NaOH-Losung neutralisiert und
eingedampft. Das Rohprodukt wurde an einer Sephadex-Sdule mit Wasser/Methanol 1:1 als

Elutionsmittel gereinigt und dann lyophylisiert.

Ausbeute: 7 mg (0.02 mmol, 50 %)

Gelblicher Sirup ’ O&
C¢H2NNa,OsP (303.11 g/mol) HO o,
R¢= 0.09 Dichlormethan/Methanol/Wasser (6:5:0.5) NaO\P/:O

!
. NaO
Anomerenverhaltnis o:3 = 5:2
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'H-NMR (400 MHz, D,0):

& [ppm] = 5.51 (d, 1H, Hla), 4.99 (d, 1H, H1P), 3.95-3.71 (m, 7H, H3a, H6aa, H6apB, H5q,
H5B, H4a, H3P), 3.57-3.51 (m, 3H, H6aP, H6bB, H4P), 3.35 (dd, 1H, H2a), 3.05 (dd, 1H,
H2B).

3Jio@ = 3.6, J120)= 8.4, 3= 10.7, *Jp3)= 10.7 Hz.

3C-NMR (101 MHz, D,0):
8 [ppm] = 93.1 (C1B), 89.5 (Cla), 76.5 (C30a), 72.4 (C4B), 71.9 (C4a), 70.1 (C501), 60.8
(C6B), 60.7 (C6a), 57.1 (C2P), 54.6 (C200).

3P_NMR (400 MHz, D,0): [ppm] = 0.03.
2-Desoxy-2-N-methylsulfonyl-amino)-D-glucopyranose (82)
105 mg (0.3 mmol) 76 wurden nach AAV 3 in Ethanol/Wasser 1:1 umgesetzt. Das

Rohprodukt wurde an einer Sephadex-Sédule mit Wasser/Methanol 1:1 als Elutionsmittel

gereinigt und dann lyophylisiert.

Ausbeute: 75 mg (0.29 mmol, 97 %) OH
Gelblicher Siru HO R
P HO
C;H,5NO5S (257.26 g/mol) NH ™OH
O=S=
R¢= 0.15 Dichlormethan/Methanol/Wasser (6:5:0.5) HaC ©

MS (FAB, m/z): ber.: 257.26, gef.: 258.28 [M+H]"

Anomerenverhéltnis a:3 = 3:1

'H-NMR (400 MHz, D,0):
8 [ppm] = 5.35 (d, 1H, Hla), 4.85 (d, 1H, H1P), 3.85 — 3.56 (m, 8H, H3 a/p, H5 a/B, H6
a/P), 3.45-3.36 (m, 2H, H4 a/P), 3.22 (d, 1H, H20), 2.92 (d, 1H, H2P), 2.73 (s, 3H, CH;).

33 12a= 3.6, 1,3= 8.6 Hz.

3C-NMR (101 MHz, D,0):
§ [ppm] = 93.2 (C1P), 89.5 (Cla), 76.5 (C4B), 71.9 (C5a), 71.4 (C3PB), 69.9 (C30), 68.9
(C4a), 60.7 (C601), 57.1 (C201), 54.7 (C2P), 38.8 (CHs).
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4’-Thiobutyl-2-amino-2-deoxy-a-D-glucopyranosid (85)und 4',4”-Dithio-bis(butyl-2-

amino-2-desoxye-D-glucopyranosid) (86)

2.02 g (5.74 mmol) 71 wurden in 40 mL bidest. H,0 gelost, mit 7.05 g (22 mmol)
Bariumhydroxid versetzt und der Ansatz 18 Stunden unter Riickfluss erhitzt. Nach dem
Abkiihlen wurde zwei Stunden Luftsauerstoff durch den Reaktionsansatz geleitet. Der
gebildete Niederschlag wurde abfiltriert und das Filtrat zur Reinigung von Bariumsalzen
portionsweise mit Trockeneis versetzt, so dass Bariumcarbonat ausfiel und erneut abfiltriert
werden konnte. Nach dem Einengen wurde das Rohprodukt sdulenchromatographisch an

Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol/Wasser (6:5:0.3) gereinigt.

Ausbeute: 0.96 g (3.6 mmol, 63 %)

Weiller Feststoff
C20H40N201082 (53267 g/l’l’lOl) OH
Smp.: 120 °C HO%
HO
R¢= 0.22 Dichlormethan/Methanol/Wasser (6:5:0.3) NH,
[a]2, =+57.6 ° (c = 0.5, MeOH) 2

MALDI-TOF (Dithranol, positive mode): m/z = 555.73 [M + Na]"

'H-NMR (400 MHz, D,0):

§ [ppm] = 5.18 (d, 1H, H1), 3.96-3.90 (m , 2H, H3, H6a), 3.88-3.76 (m, 3H, H6b, H1’a, H5),
3.67-3.60 (m, 1H, H1’b), 3.59-3.52 (m, 1H, H4), 3.39 (dd, 1H, H2), 2.86 (t, 2H, H4"), 1.80-
1.75 (m, 4H, H2’, H3").

3312=3.7,°3,3=10.6 Hz.
3C-NMR (101 MHz, D,0):

& [ppm] = 95.5 (C1), 72.6 (C5), 70.5 (C3), 69.8 (C4), 68.3 (C1°), 60.7 (C6), 54.4 (C2), 38.0
(C4%), 27.9 (C2), 25.5 (C3°).
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2-Methyl-(1,2-didesoxy-5,60-isopropyliden-a-D-glucofurano)-[2,1-d]-2-oxazolin (88)

20.0 g (90.7 mmol) N-Acetyl-D-glucosamin wurden in 300 ml abs. Aceton suspendiert und
29.5 g (0.184 mol) wasserfreies Eisen-(IlI)-chlorid hinzugegeben. Die Suspension wurde 20
min unter Riickfluss erhitzt, auf 0° C abgekiihlt, 75 ml Diethylamin und weitere 200 ml abs.
Aceton hinzugegeben und tropfenweise mit 43.5 g Natriumcarbonat in 250 ml Wasser
versetzt. Unter vermindertem Druck wurden Aceton und Triethylamin bei 30 °C grofBtenteils
entfernt, der Riickstand in etwas Wasser aufgenommen und acht Mal mit 100 ml Diethylether
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen iiber Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt wurde ohne weitere

Aufarbeitung in der nichsten Stufe eingesetzt.

Ausbeute: 9.6 g (39.5 mmol, 44%) Lit.: 71%
Braunes Ol

C11H17NOs (243.11 g/mol)

MS (FAB, m/z): ber.: 243.11, gef.: 244.11 [M+H]"
R¢= 0.67 Dichlormethan/Methanol (10:1)

Methyl-2-acetamido-2-desoxyB-D-glucofuranosid (90)

9.6 g (39.5 mmol) 88 wurden in 150 ml abs. Methanol geldst und durch Zugabe von p-
Toluolsulfonsdure ein pH-Wert von 3 eingestellt. Nach drei Stunden bei Raumtemperatur
wurde die komplette Spaltung des Oxazolinringes detektiert, die Losung mit 30 ml Wasser
versetzt und weitere drei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach der Neutralisation mit
Triethylamin wurde die Losung unter vermindertem Druck bei 25 °C eingeengt und der

Riickstand sdaulenchromatographisch gereinigt (Dichlormethan/Methanol 8:1).

Ausbeute: 4.1 g (17.4 mmol, 44%) Lit. 2" 74%
Braunes Ol

CoH}7NOg (235.23 g/mol)

MS (FAB, m/z): ber.: 235.23, gef.: 236.2 [M+H]"
R¢= 0.12 Dichlormethan/Methanol (8:1)

[, =-52.3° (¢ = 1, MeOH), Lit.*” [o]%, =-56° (c = 1, MeOH)
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'H-NMR (400 MHz, D,0):
8 [ppm] = 4.94 (s, 1H, H1), 4.33 (dd, 1H, H3), 4.18-4.15 (m, 2H, H2, H4), 4.03 — 3.99 (m,
1H, H5), 3.90 (dd, 1H, H6), 3.74 (dd, 1H, H6), 3.40 (s, 3H, OCH3), 2.03 (s, 3H, Ac-CHs).

3003 =1.27,%334=4.58,%)5.6a= 2.7, > Js.60 = 5.7, “Jgaep = 12.0 Hz.

13C-NMR (101 MHz, D,0):
§ [ppm] = 108.2 (C1), 81.4 (C4), 75.0 (C3), 70.7 (C5), 64.1 (C6), 62.9 (OCHs3), 54.6 (C2),
21.3 (Ac-CHj).

Methyl-2-acetamido-2-desoxyB-D-xylo-hexofuranosid-5-ulose (91)

3.82 g (16.2 mmol) 90 wurden in 200 ml abs. Methanol gelost, mit 11 g (44 mmol)
Dibutylzinnoxid und 2 g Molekularsieb 4 A versetzt und vier Stunden unter Riickfluss erhitzt.
Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand in 220 ml
Dichlormethan aufgenommen und mit 6.73 ml (23 mmol) Tributylzinnmethoxid und
tropfenweise mit 3.5 g (22 mmol) Br; in 20 ml Dichlormethan versetzt. AnschlieBend wurden
1 ml Cyclohexen und 150 ml Petrolether zugetropft. Nach 10 h Stehen wurden die Losung
eingeengt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch mit Dichlormethan/Methanol (9:1)

gereinigt.

Ausbeute: 1.9 g (8.1 mmol, 50%) Lit. ?7: 52%
Weiller Feststoff

CoH7NOg (233.22 g/mol)

Smp.: 175 °C (Lit. 180 — 185 °C)

MS (FAB, m/z): ber.: 233.22, gef.: 234.24 [M+H]"
R¢= 0.28 Dichlormethan/Methanol (10:1)

[a]2, =-128° (¢ = 1, MeOH), Lit. *" [a]25, =-137° (¢ = 1, H,0)

'H-NMR (400 MHz, DMSO-Dg):
8 [ppm] = 8.11 (NH), 5.43 (C3-OH), 4.93 (C6-OH), 4.81 (s, 1H, H1), 4.73 (d, 1H, H4), 4.28-
4.22 (m, 3H, H3, H6), 4.01 (d, 1H, H2), 3.36 (s, 3H, OCH3), 1.83 (s, 3H, Ac-CHs)

30,5=6.9,%)4=5.4 Hz.
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3C-NMR (101 MHz, DMSO-Dy):
8 [ppm] = 208.2 (C5), 169.1 (NCOCH3), 109.1 (C1), 86.4 (C4), 75.2 (C3), 66.7 (C6), 61.8
(C2), 54.9 (OCH3), 22.4 (Ac-CHs).

2-Acetamido-1,2-didesoxy-nojirimycin (93)

1.8 g (7.7 mmol) 91 wurden in 50 ml 0.5%-ger Schwefelsidure geldst und drei Stunden auf 60
°C erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde die Losung mit Bariumhydroxid-octahydrat
neutralisiert, zentrifugiert und das Filtrat lyophylisiert. Der so erhaltene Ketoaldehyd 92
wurde in 30 ml abs. Methanol gelost und auf -10 °C abgekiihlt. Eine Losung aus 0.72 g (9.2
mmol) Ammoniumacetat und 0.8 g (12.8 mmol) Natriumcyanoborhydrid in 20 ml abs.
Methanol, gekiihlt auf -10 °C, wurde zugegeben und die resultierende Losung sieben Tage bei
0 °C gehalten. Dann wurde sie eingeengt, und das Rohprodukt sdulenchromatographisch mit

Dichlormethan/Methanol/Ammoniak (25%-ig) (12:8:1) gereinigt.

Ausbeute: 0.26 g (1.3 mmol, 17%) Lit. ™ 37%

Weiller Feststoff

CsH N>, (204.22 g/mol) HO/&
Smp. 220 °C (Lit. *"1 227 °C) HO

[a]2, =+12.8° (¢ = 1, H,0), Lit. " [a]Z, =+ 13.3° (c =1, H,0) Y
MS (FAB, m/z): ber.: 204.22, gef.: 205.21 [M+H]"

R¢= 0.32 Dichlormethan/Methanol/Ammoniak (12:8:1)

'H-NMR (400 MHz, D,0):

§ [ppm] = 3.83 (dd, 1H, Héa), 3.78-3.71 (m, 1H, H2), 3.66 (dd, 1H, H6b), 3.39 (dd, 1H, H3),
3.33 (dd, 1H, H4), 3.06 (dd, 1H, Hla), 2.63-2.56 (m, 1H, H5), 2.46 (dd, 1H, H1b), 1.98 (s,
3H, Ac-CHs)

2Jiatn = 12.7,%31a2=5.1, b2 = 11.6,° 3= 9.1, 354 = 9.8, *Js.c. = 3.1, *Js.qp = 6.1, *Jgup =
11.8 Hz.
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3C-NMR (101 MHz, D,0):
8 [ppm] = 174.4 (NCOCH3), 75.6 (C3), 71.6 (C4), 60.9 (C6), 60.4 (C5), 51.8 (C2), 46.7 (C1),
22.1 (Ac-CHs).

2-Amino-1,2-didesoxy-nojirimycin (94)

0.18 g (0.88 mmol) 93 wurden in 10 ml dest. Wasser gelost, mit 0.5 g (1.5 mmol)
Bariumhydroxidoctahydrat versetzt und die Losung fiinf Stunden unter Riickfluss erhitzt.
Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde der gebildete Niederschlag abfiltriert und
das Filtrat zur Reinigung von Bariumsalzen portionsweise mit Trockeneis versetzt, so dass
Bariumcarbonat ausfiel und erneut abfiltriert werden konnte. SchlieBlich wurde das Filtrat
lyophylisiert und das Rohprodukt sdulenchromatographisch mit
Dichlormethan/Methanol/Ammoniak (25%-ig) (12:8:1) gereinigt.

Ausbeute: 0.065 g (0.4 mmol, 45%)

Weiller Feststoff

Smp: 198 °C (Lit.[** 184 °C) HO&
CsH14N>03 (162.19 g/mol) HO

[a]2, =+17.3° (¢ = 1, H,0)

R¢= 0.18 Dichlormethan/Methanol/Ammoniak (12:8:1)

'H-NMR (400 MHz, D,0):
8 [ppm] = 3.81 (dd, 1H, Héa), 3.63 (dd, 1H, Héb), 3.24-3.15 (m, 2H, H4, H3), 3.06 (dd, 1H,
Hla), 2.75-2.66 (m, 1H, H2), 2.58-2.51 (m, 1H, H5), 2.39 (dd, 1H, H1b).

2Diatn = 12.4,331,0 = 4.8, b = 1.1, *Js6a = 3.1, *Js.0 = 6.3, *Jeaep, = 11.8 Hz.

3C-NMR (101 MHz, D,0):
8 [ppm] = 78.5 (C3), 71.8 (C4), 61.4 (C6), 60.7 (C5), 52.8 (C2), 48.5 (C1).

1,2-Dideoxy-2-sulfamido-nojirimycin (95)

10 mg (0.06 mmol) 94 wurden in 2 ml abs. Methanol geldst, mit 5 mg (0.07 mmol) Imidazol

versetzt und auf 0° C abgekiihlt. Dann wurde die Losung mit 18 mg (0.13 mmol)
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Schwefeltrioxid-Trimethylamin-Komplex versetzt, die Suspension drei Stunden bei 0° C
geriihrt und die Reaktion anschlieBend durch Zugabe von Wasser abgebrochen. Das
Losungsmittel wurde entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel mit
Dichlormethan/Methanol/Ammoniak (25%-ig) (12:8:1) gereinigt. Anschliefend erfolgte ein
Austausch des Kations an Amberlite IR120 (Na'-Form).

Ausbeute: 8 mg (0.03 mmol, 50 %) OH

. HO NH
Gelbliche amorphe Substanz HO
C6H13N2NaO6S (26423 g/mol) O\\ /|\_||'(|)
[affss =+ 14.1° (= 1, 1,0) LY,

R¢= 0.12 Dichlormethan/Methanol/Ammoniak (12:8:1)

'H-NMR (400 MHz, D,0):

o [ppm] =4.05 (dd, 1H, H6a), 3.98 (dd, 1H, H6D), 3.87 - 3.79 (m, 2H, Hla, H4), 3.73 (vt, 1H,
H3), 3.41 - 3.35 (m, 1H, H2), 3.32-3.26 (m, 1H, HS), 3.21 (dd, 1H, H1b).

2J1a1b = 13.8, 23120 = 3.8, 3 J1p2 = 6.5, 2560 = 3.1, >Js.0 = 6.3, “Jeaep, = 11.8 Hz.

3C-NMR (101 MHz, D,0):
8 [ppm] = 71.1 (C3), 68.5 (C4), 62.6 (C5), 58.7 (C6), 50.5 (C2), 44.5 (C1).
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12. Gefahrenhinweise

Aceton

Allylalkohol

Benzylalkohol
Chloroform
Dichlormethan
Diethylether
N,N-Dimethylformamid
Ethylacetat

Essigsdure
Essigsdureanhydrid
Ethanol

Imidazol

Lithiumhydrid

Methanol

Natriumhydrid

Natriumhydroxid
Natriumsulfat
Palladium / Aktivkohle
Petrolether (50/70)
Pyridin
Pyridinhydrochlorid
Schwefelsdure

Toluol

R-Satze
11-36-66-67
10-23/24/25
36/37/38-50
20/22
22-38-40-48/20/22
40
12-19-22-66-67
61-E20/21-36
11-36-66-67
10-35
10-20/22-34

11

22-34

15-34

11-23/24/25-
39/23/24/25
15-34

35

7-36/37/38
12-65
11-20/21/22
22-36/38

35

11-20

S-Satze
9-16-26
36/37/39-38
45-61
26
36/37
23.2-24/25-36/37
2-9-16-29-33
53-45
16-26-33
23.2-26-45
26-36/37/39-45
7-16
22-26-36/37/39-45
7/8-26-36/37/39
43-45
7-16-36/37-45

7/8-26-36/37/39
43.6-45
26-37/39-45
22-24/25

17-26-36
9-16-23.2-24-33-62
26-28.1

22

26-3045
16-25-29-33

F, Xi
T,N

Xn
Xn
Xn

Xn, F+

F, Xi

F,C

F, T

F,C

F, Xi
F, Xn
F, Xn

F, Xn

Gefahrensymbole
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